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A patogénmentes sz816 szaporitéanyagel8allités kiinduldsi alapjdt ma mdr a kiilénboz8 szovettenyészési
eljardsok biztositjdk. Az anyandvények mellett a szovettenyésziéssel elédllitott ndvények egészségiigyi
4llapotdt is sziikséges ellendrizni, amelyhez az ELISA és a RT-PCR a rutinszertien alkalmazott
koltséghatékony médszerek. A RT-PCR mddszer haszndlata sordn tébbek kozott szitkség van a cDNS
szintézis sikerességének ellendrzésére is. A RT-PCR modszer esetében a kinyert genomi DNS-t (gDNS)
4ltaldban emésztik DN-4z aktivitdsti enzimmel, ezért a PCR sordn biztosak lehetiink benne, hogy a
reakci6hoz a cDNS szolgdlt alapul, nem pedig a genomi DNS. Ugyanakkor a sz816 virusokra torténd
rutinszer(i tesztelés esetében gyakran felesleges a gDNS teljes eltdvolitisa, mivel a tesztelendd virus
diagnosztikdban haszndlt genetikai kédja nem taldlhaté meg a sz818 genomban, ezdltal nem 4ll fonn a
veszélye a hamis pozitiv eredménynek. Ebben az esetben viszont a megbizhaté kiértékelés érdekében
olyan primerek tervezése sziikséges, amelyek képesek a gDNS és cDNS eredetti fragmentumok kozott
kiilonbséget tenni. Ennek a problémdnak a megold4sdra terveztiink olyan primereket, amelyek az egyes
referenciagének intront hatdrol6 régidira specifikusak, igy eltéré méret(i fragmentumokat amplifikdlnak
az intront tartalmazé gDNS-16] és az intront nem tartalmazé cDNS-r8l.

Kisérleteink alapjén bebizonyosodott, hogy ezek a primerpdrok miikddSképesek tébb szdléfajra
eltérd szoveteibdl (in vitro levél, szabadfsldi levél és levélnyél, hdncskaparék) szdrmazé minta
tesztelésekor is. Haszndlatuk sordn a gélelektroforézist kdvetden egyértelmien elkiildnithet8k
voltak a gDNS és az intronokat nem tartalmazé cDNS eredet(i fragmentumok. Ezen feliil ezekkel
a primerekkel virusokra, valamint Agrobacterium vitis killonboz8 torzseire specifikus primerekkel
sikeres duplex és triplex PCR reakcidkat is végeztiink, amely sordn az egyes fragmentumok
jol elkiiloniiltek. Ilyen médon amellett, hogy a cDNS szintézis sikeressége is bizonyithaté, a
diagnosztikdra szdnt iddt is révidithetjiik.
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Bevezetés és irodalmi attekintés

A sz8l8novényeket szdmos patogén fertdzése veszélyezteti, amelyek koziil az tiltetvényekben a
viroidok, virusok és fitoplazmdk ellen jelenleg nem ismeriink hatékony védekezési médszert. A
virusok és viroidok emellett sokszor ldtens formdban is képesek fertézni, amely eldsegiti a sz616
szaporitéanyaggal torténd hatékony terjedésiiket. Az elmilt évtizedekben in vitro szdvettenyésziési
modszereket dolgoztak ki annak érdekében, hogy ezektdl a legfontosabb patogénektdl mentes,
egészséges novényeket tudjanak elddllitani. A merisztématenyésziés, a szomatikus embriogenezis,
a kemoterdpia, a hdterdpia vagy a krioterdpia sordn regenerdlt novényegyedek egészségiigyi
4llapotdnak ellendrzésére a RT-PCR rutinszertien alkalmazott mddszer. A tesztelés elsd 1épése
a nukleinsav izoldldsa a kiilonb6z8 mentesitési médszerekkel regenerdle egyedekbdl. A sz8l8t
fert8z8 virusok tilnyomo része RNS 6rokitdanyaggal rendelkezik, ezért a kivondst kivetéen reverz
transzkripciéval cDNS-t (copy DNS) szintetizdlunk a PCR tesztek elvégzéséhez. Ezt kdvetden
fontos 1épés a cDNS szintézis sikerességének ellendrzése, amelyet kiilénbsz8 belsd kontrollként
hasznalatos referenciagénre tervezett primerek hasznalatdval tudunk elvégezni. Ezek a gének lehetnek
a kiilonb6z4 biotechnolégiai és genomikai vizsgdlatok sordn fontos kalibrdcids szerepet betdltd
hdztartdsi gének (Eisenberg és Levanon 2013). Ilyen gyakran haszndlt referenciagének példdul a
188 rRNS, az elongdcids fakor 1-o (elf1- o), az aktin és tubulin gének vagy a glicerinaldehid-3-foszfir
dehigrogendz (GAPDH) is. A felsorolt gének a legtobb szévetben, eltérd koriilmények kozote is
4llandé expressziét mutatnak, ami alkalmassa teszi 8ket a RT-PCR vizsgélatok belsd kontrolljaként
val6 haszndlatra is. Ugyanakkor ezek a gének is nagymértéki expresszios variabilitdst mutathatnak
eltérd novényfajok, de akdr valtozatos kisérleti koriilmények esetében is, ezért kivalasztdsuknal
koriiltekintden kell eljdrni (Song és tsai 2021).

Szdmos publikdcié sziiletett mir az egyes referenciagén primerek haszndlatdrdl és
osszehasonlitdsdrdl. Gambino és tsai (2008) a 18S rRNS expressziés stabilitdsdt vizsgdledk a sz818
névények kiilonféle szerveibdl (in vitro és szabadféldi levél, hdncskaparék), eltéré modszerekkel
izoldlt nukleinsav felhaszndldsdval. Azt taldledk, hogy a RT-PCR sordn a 18S rRNS specifikus
fragmentuma minden esetben egyértelmtien kimutathaté volt. Nem sokkal kés6bb Osman
és tsai (2008) virusfertdzott sz816 ndévények hdncskaparék és levélmintdin kisérletezve szintén
jo eredményeket kaptak kiilonbozd fajedkon. Monteiro és tsai (2013) peronoszpdra-fertzote
sz818névényeken vizsgaltdk a rezisztenciagének expresszidjdt, amely kisérletben szdmos referenciagén
jeldltet haszndltak belsd kontrollként, azonban az e/fI-a bizonyult a legstabilabban m(ikédének,
de a GAPDH is j6 eredményeket mutatott. Az aktin gén Reid és tsai (2006) vizsgdlatai alapjin
14 misik referenciagénnel 6sszehasonlitva is kiemelkedd teljesitményt mutatott a kiilonbozd
fejlettségi stddiumban gylijtote sz8l8bogyé mintdkban, valamint Jelly és tsai (2012) vizsgdlatai
alapjdn a szomatikus embrié eredet(i névények esetében is stabilan mikédset. Ugyanebben a
kisérletben az 4ltaldnossdgban szintén stabilan m(ikédd heterodimer tubulin molekula a alegysége
is kiemelkedd volt, mig a B-tubulin kevésbé. Torténtek vizsgdlatok kiilonbdzd kérokozdkkal
fert8zott sz816névények esetében is. Katoh és tsai (2009) GVA fertdz6tt novények levél, bogyd,
bogyoéhéj és merisztéma eredetti névények levél mintdin, Selim és tsai (2012) sz8l6peronoszpéra-
fert8zott nvények levél mintdin, Song és tsai (2021) pedig GLRaV-3 virussal fertzote, kiilonb6zd
fejlettségi stddiumban 1évd novények bogyé és levélmintdin végzett az aktin gén expresszidjit vizsgald
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kisérleteket. Pacifico és tsai (2011) 6t kiilonboz virussal fert6zote szabadfoldi sz8l6ndvényeket
tesztelve megillapitotta, hogy a GAPDH gén alkalmas belsd kontroll a kisérletiikhoz, amelyben a
virusok koncentrécidjdt szerették volna szdmszer(siteni. Ugyanezen évben Banilas és tsai (2011)
kiilonboz8 stresszfaktoroknak (hé, szdrazsdg) kitett sz618n6vényekben vizsgdltdk egy hésokkfehérje
expressziés mintdzatdt. A valtozatos szovetekbdl szdrmazé mintdkbdl (levél, kacs, merisztéma,
gyokér) kivétel nélkiil amplifikdlhaté volt a GAPDH gén fragmentuma, ami igy megfeleld belsd
kontrollként mikodott.

Az el8bb emlitett publikdcidkban szerepld referenciagén primerek jél mikodtek a kiilonbsz8
szovetekbdl izoldle mintdkbdl, véltozatos kisérleti koriilmények kozott, 4m a kordbban megfogalmazott
célok alapjdn hidnyossdguk, hogy a gDNS-bél és a cDNS-bél ugyanakkora méretli fragmentumot
amplifikdlnak. Ennek kiemelt jelentdsége van abban az esetben, ha a nukleinsav izoldlds sordn nem
csupan RNS-t nyeriink ki. Ilyenkor a cDNS-b8! térténd referenciagén primerekkel végzett PCR
sordn a termékiink szdrmazhat a cDNS szintézishez haszndlt mintdban 1évé maradék gDNS-b6l s,

igy nem kiilénithetd el egyértelmiien a cDNS eredettl terméktél. Ez a mintdk DN-dz kezelésével
kikiiszobolhetd lehet, de ez a 1épés extra koltséget és iddraforditdst jelent a nagy mintaszdmd,
rutinszerl viruskimutatdsok sordn. Ennek a problémdnak a megolddsa lehet olyan primerek

hasznélata, amelyek a referenciagének intronokat tartalmazé szakaszdra specifikusak, igy a cDNS-

bél jéval rovidebb fragmentum amplifikdldsdra képesek (1. dbra), ami a gélelektroforézis sordn
egyértelmien elkiiléniil a gDNS eredett fragmentumoktdl.

1. dbra. Az intronokat tartalmazé referenciagén szakaszokra specifikus primer parok eltérd
méret( terméket amplifikdlnak gDNS-rd] és cDNS-r8l

664 bp hosszt PCR termék gDNSrél

ms [

act-revl

cDNS

472 bp hosszd PCR termék cDNSré|

Figure 1. Primer pairs specific for intron-containing reference gene sequences amplify products
of different sizes from gDNA and cDNA
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Anyag és médszer

Els6 1épésben olyan primereket terveztiink a Primer3 program (Untergasser és tsai 2012) segitségével,
amelyek a kiilonbozd referenciagének intront tartalmazd régiéit szaporitjék fel. A 4-es kromoszémdn
taldlhatd aktin gén (VIT_20450044g00580.1) esetében két intront, a 6-os kromoszémdn taldlhatd
elfl-a (VIT_206s0004g03240.1) esetében egy intront, a 17-es kromoszémadn taldlhat6 GAPDH
(VIT_21750000g10430.1) esetében kettd intront, a 12-es kromoszéman taldlhaté a foszfoenol-
piruvdt-karboxildz (PER VIT_21250028g02180, AF236126.1) esetében két intront tartalmaz,
valamint a 6-os kromoszémdn taldlhaté zubulin (VIT_206s0004g00480.3) esetében a kettd
intront tartalmazé régidk felszaporitdsdra specifikus primereket terveztiink (2. dbra, 1. tdbldzat)

és szintetizaltattunk (Biocenter Kft.).

2. dbra. Az intronokat tartalmazé referenciagén szakaszokra specifikus primer parok
elhelyezkedése a sz818 genomban.
Az exonok sotét négyzettel, az intronok fekete vonalakkal vannak jelslve.
Vildgos drnyalattal az 5° upstream és 3” downstream szekvencidk léthatdk.

act-fwl

aktin
chrd 21427077 - 21431176

act-revi

elf-fw1

elf1-a
chr6 4011575 - 4015426

elf-revl
gapdh-fwz

gapdh
chr17 12806738 - 12808578

gapdh-rev2
Pepsfw

pep
chr12 2965384 - 2973053

PepSrev

tub-fw2

tubulin
chr6 667617 - 673549

tub-rev2

Figure 2. Location of primer pairs specific for intron-containing reference gene sequences in the
grapevine genome. Exons are indicated by dark squares, introns by black lines. Light shading
indicates 5” upstream and 3’ downstream sequences.
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1. tdbldzar. A kisérletek sordn felhaszndlt referenciagén primerek

2 AMPLIFIKALT
CE:;ZEZTT PRIMER NEVE M::‘iAN(:rll:'Z‘éS SZEKVENCIA (5°-3°) FRAGMENS MERETE REFERENCIA
gDNS/cDNS (bp)
18SrRNA_Fw 18S kis COCAICALT hIIClo Garbire &
N o P G COACEATAT: sajeit Gribaudo 2006
18S rRNA-Rev alegység
actfw g(\SgCGATACT GAAGATATC
aktin @ — aktin ACCAGARTCCAGCACART 664/472 Jelen munka
act-revl
ACC
elf-fvi1 elongdciés faktor iSEFEAAGGAGAAGG-ITC
« ————— ey —— Jel k
elfl-a ok TGCCITGGAGTACITIGG 579/493 elen munka
elf-revl
S L
gapdh-fw2  glicerinaldehid-3- ?gAGTCAACGATCCAWCA
GAPDH —— foszfat- —_— 753/237 Jelen munka
gapdh-rev2  dehidrogendz  AGCCTTGTCCTTGTCAGTG
Pepsalw foszfoenolpiruvat ggmACAGCACATCGA
&= karboxiliz ~ CCCACCCATCCAAGAAGA 1538/a57 ieemminke
PepS2rev AA
b2 -(;(l:\CGATGC TTCAACACCT
tubulin —— tubulin CHCATTGTCCAAGAGCAC. 898/487 Jelen munka
tub-rev2 AG

Table 1. Reference gene primers used in the experiments (1. Gene 2. Name of the primer 3.
sequences 4. Amplified fragment size 5. References)

Az elsg kisérletben a hagyomdnyosan haszndle 18S rRIVS génre specifikus primerpdrokkal
végeztiink RT-PCR-t 24 sz618fajta (7 alany és 17 nemes) levélmintdit felhaszndlva, majd ugyanezt
megismételtiik az dltalunk PEP génre tervezett primerekkel is, amelyek intronokat tartalmazé
régiot fognak kozre. Ezt kovetben 4 tovdbbi dltalunk tervezett primerpdr miikddésée (aktin, elfI-a,
GAPDH, tubulin) is teszteltiik ugyanezen fajedkon. Uveghdzban tartottuk fenn a V. berlandieri x
V. riparia ‘5C, V.berlandieri x V. riparia ‘SO4’, V. berlandieri x V. riparia ‘SBB’, (V. berlandieri x
V. riparia) x V. vinifera ‘Georgikon 28, V. riparia x V. cinerea ‘Borner’, V. berlandieri x V. rupestris
‘Ruggieri 140’ novényeket. A V. berlandieri x V. rupestris ‘110 Richter’ alanyt, valaminta V. vinifera
‘Kovidinka, ‘Sdrfehér’, ‘Kunledny’, ‘Mikldstelep 7, ‘Kadarka', ‘Kék bakator’, Juhfark’, ‘Neoplanta’,
‘Pintes’, “Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Muscat Ottonel’, ‘Olasz rizling’, “Vulcanus’, “Zervin’ és ‘Piros
bakator’ fajtdkat in vitro tartottuk fenn. Az in vitro (nem virusmentesitett) névényeket fél mennyiségli
makroelemeket tartalmazé Murashige és Skoog (MS) tédptalajon szaporitottuk.

A kovetkezd kisérletben az aktin, az elf1-o és a tubulin primerpdrok kifejezddését igazoltuk 12
fajra (5C’, 'SO4’, ‘G28’, ‘Bérner’, ‘Kovidinka, ‘Sarfehér’, ‘Kadarka', “Zefir, ‘Furmint, ‘Esther’,
‘Muscat Ottonel’, ‘Olasz rizling’) eltérd szoveti eredetli mintdin. Ennek megfeleléen in vitro
névények levelébdl és szabadfsldi novények (MATE SZBI Kecskeméti Kutatédllomds) nydron
megszedett levelébdl, levélnyélébdl, valamint télen begytijtott nyugalmi dllapotban 1évé vessz8k
hdncskaparékdbol szdrmazé mintdkat dolgoztunk fel.

Az aktin és tubulin primerpdrok miikodését duplex/multiplex PCR reakciéban is megvizsgaltuk
kordbban igazoltan GFkV és GRSPaV fert8zott in vitro ndvények mintdit felhaszndlva (‘5C,
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‘SO4’, ‘G28’, ‘Borner’, ‘Kovidinka’, ‘Sdrfehér’, ‘Kadarka’, “Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Muscat
Ottonel’, ‘Olasz rizling’). Az elfl-o primerpdr miikodését duplex PCR reakcidban végeztitk a
GFkV és GRSPaV fertézott in vitro novényeken (‘Kék bakator’, ‘Juhfark’, ‘Neoplanta’, “Zefir,
‘Zervin’, ‘Pintes’, ‘Furmint’).

Ezen feliil Agrobacterium vitis poligalakturondz (PG) génjére specifikus primerekkel kombinalva
is vizsgdltuk mikédésiiket agrobaktériumtdl mentes szabadfoldi ‘Muscat Ottonel” anyanovény
(MATE SZBI Kecskeméti Kutatédllomds) és agrobaktérium eredetti nukleinsavak keverékében.

A névényi mintdk feldolgozdsdt a Xu és tsai. (2004) 4ltal leirt CTAB alaput protokoll szerint
végeztiik el. A kinyert nukleinsavbdl tdrténd cDNS szintézist a RevertAid First cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific, #K1622) leirdsa alapjan, random hexamer primerek felhasznaldséval kiviteleztiik.
A RT-PCR-hez a DreamTaq DNA Polymerase Kit-et (Thermo Scientific, #£P0703) haszndltuk. A
reakcidelegyeket a Turcsdn és tsai (2020) 4ltal leirtak alapjdn dllitottuk dssze. A gélelektroforézis sordn
a mintdkat 1,5 %-os agaréz tartalmu Tris-acetde-EDTA (TAE) gélen futtattuk 90 V fesziiltségen.

Eredmények

Els6ként a széleskortien alkalmazott 78S rRNS referenciagén primerpdr és az 4ltalunk tervezett PEP
primerpdr miikodését hasonlitottuk dssze 24 szél6fajta levélmintdt felhaszndlva. Ezt megtettitk
a nukleinsav izoldlds sordn kinyert gDNS-t tartalmazé mintdk és az azokbdl szintetizdle cDNS

felhasznaldsaval is (3. dbra).

3. dbra. A 18S rRNS és a PEP referencia génre specifikus primerekkel végzett RT-PCR reakcié gélképei
24 52816 levélminta gDNS-ét és cDNS-ét haszndlva templdtként. Mintasor: M: méretmarker, @: null
kontroll, 1.-24.: 5C’, ‘SO4’, ‘5BB’, ‘Georgikon 28’, ‘Bérner’, ‘Ruggieri 140’, ‘110 Richter’, ‘Kévidinka’,
‘Sérfehér’, ‘Kunledny’, ‘Mikléstelep 7°, ‘Kadarka', ‘Kék bakator’, ‘Juhfark’, ‘Neoplanta’, ‘Pintes’, “Zefir’,
‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Muscat Ottonel’, ‘Olasz rizling’, “Vulcanus’, “Zervin’, ‘Piros bakator’

M®12345678 9101112131415161718192021222324

gDNS

344 bp
18S rRNS

G b bl O B G Gl b b b bl b Ned Gl bl b bemd b b

gDNS

PEP —
cDNS

S b G G Gud Gl 0 G0 G a0 Gl Gud G G e G0 G GO e G G B G

Figure 3. RT-PCR reaction with /85 7RNA and primers secific for the reference gene PEP using gDNA and
cDNA from 24 grape leaf samples as template. Sample sequence: M: size marker, @: null control, 1-24: 5C’,
‘SO4’, ‘5BB’, ‘Georgikon 28’, ‘Bérner’, ‘Ruggieri 140’, ‘110 Richter’, ‘Kovidinka, ‘Sarfehér’, ‘Kunledny’,
‘Mikléstelep 77, ‘Kadarka', ‘Kék bakator’, ‘Juhfark’, ‘Neoplanta, ‘Pintes’, “Zefir, Furmint, ‘Esther’, ‘Muscat
Ottonel’, ‘Olasz rizling’, “Vulcanus’, “Zervir!, Piros bakator’
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Az eredmények alapjdn ldthat6, hogy amennyiben cDNS-t haszndltunk templdtként, abban az esetben
a PEP primerpdr esetében megjelent egy rovidebb PCR termék is, mig a /85 RIS primerpdr esetében
nem (a nem specifikus termékek eredetét nem vizsgdltuk). Ez azére lehetséges, mert a cDNS mér nem
tartalmaz intronokat, ugyanis azok az RNS érési folyamatok sordn kivdgédnak. Mivel a PEP primerpdr
intronokat tartalmazé régiora lett tervezve, igy az intronok hosszdval rovidebb fragmentumot tudtunk
amplifikdlni. Mindettd] fiiggetleniil a gDNS eredet(i nagyobb fragmentum ugyancsak megjelenik a gélen,
de méretbeli eltérése miatt kdnnyen elkiilonithetd. Ezek utdn tovébbi négy primerpért (aktin, elfl-a,
GAPDH, tubulin) terveztiink és teszteltiink ugyanezen mintdkon, amelyek kéziil hdrom megfeleléen
miikddott. A GAPDH primerpér esetében el8fordultak aspecifikus fragmentumok, igy azt a tovdbbi
kisérletekbdl kizartuk.

A kovetkezd kisérletben kiilonbozd szdveti eredetdi mintdkon teszteltiik az aktin, elfl-a és
tubulin primerpdrjaink maksdését. A négy szdvettipusbdl szdrmazé mintdk tesztelése sordn mind

a hdrom primerpdr stabilan makodott (4. dbra).

4. dbra. A kiilonboz6 szoveti eredet(i mintdkon végzett RT-PCR tesztek eredménye cDNS-ek
felhaszndldsaval Mintasor: M: méretmarker, @: null kontroll, 1.-12.: 5C’, ‘SO4’, ‘G28’, ‘Bérner’,
‘Kovidinka, ‘Sdrfehér’, ‘Kadarka’, “Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Muscat Ottonel’, ‘Olasz rizling’

In vitro levelek Szabadfodi levelek

M@123456789101112 M@123456789101112

- _- pratcd S actin
4= 472 bp (cDNS)

elfl- a 579 bp (gDNS)  ¢lfl- o 579 bp (gDNS)

_- /493 bp (cDNS) : ol el & o3 CONS)

= 472 bp (cDNS)

= 898bp (@DNS) (1 = 898 bp (2DNS)

tubulin
4= 487 bp (cDNS) 4= 487 bp (cDNS)

Szabadfodi levélnyelek Szabadfodi hancskaparék

M@1234567389I101112

M @123456789101112

actin i 664 bp (gDNS;
’ J SRR e 172 bp (cDNS)  actin = 4720 EgnNs;

579 bp (¢DNS)

elfl- o - 579 bp (gDNS;
1493 bp (cDNs)  elfl-a =380 ENS)

B ¢ 898 bp (2DNS) = 898 bp (2DNS)
tubulin #=487bp (DNS)  tybylin 4= 487 bp (cDNS)

Figure 4. Results of RT-PCR tests using cDNAs of different tissue samples. Sample sequence:
M: size marker, @: null control, 1.-12: ‘5C’, ‘SO4’, ‘G28’, ‘Bérner’, ‘Kovidinka’, ‘Sarfehér’,
‘Kadarka, “Zefir’, ‘Furmint, ‘Esther’, ‘Muscat Ottonel’, ‘Olasz rizling’

A ¢DNS eredetti fragmentumok minden esetben megjelentek az agaréz gélen, 4m a gDNS
eredet(i fragmentumok esetében voltak eltérések. A levélnyél eredeti mintdkra tekintve ldthaté, hogy
a gDNS-bdl szdrmazé6 fragmentumok nem, vagy csak gyengén jelentek meg. A tubulin primerpdr
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ennek ellenére szinte minden esetben sikeresen amplifikdlta a gDNS eredet(i fragmentumokat is,
mig az aktin primerpdr csak a hdncskaparék eredetti mintdkbdl és néhdny in vitro levélmintdbdl
tudta kimutatni. Az elfI-o primerpdr a szabadf6ldi levél és hancskaparék mintdkbdl ugyancsak
amplifikdlta a gDNS eredet(i fragmentumokat, de az méretben nem kiilniilt el szimottevéen a
gélelektroforézis sordn, mivel csak egy 86 bp-os intront tartalmaz. A két eltérd fragmentum igy
hosszabb futtatdsi idével szepardlhato.

A kovetkezdkben az aktin primerpdrt GFkV és GRSPaV fert8z6tt novények levélmintdin a
virusokra specifikus primerpdrokkal triplex PCR reakciéban is kiprébaltuk. Hasonléképpen az
elfl-o primerpdrt elészér GFkV, majd GRSPaV virusra specifikus primerpdrokkal, a tubulin
primerpdrt pedig a GFkV-ra specifikus primerpdrokkal duplex PCR-ek sordn teszteltiik
(5. és 6. dbra). Az eredmények azt mutattdk, hogy a hdrom referenciagén primeriink stabilan
mikodste ilyen koriilmények kozote is, dm az aktin/ GFkV/GRSPaV triplex PCR sordn a
két virus specifikus fragmentuma nem volt elkiilonithetd az adott futtatdsi idé alatt. Az
elektroforézis idétartamdnak novelésével a kiildnb6zd hosszisdgi termékek valészintleg
egyértelmien elvdltak volna, azonban a rutinszer(i diagnosztikdban ezt a megolddst nem
akartuk alkalmazni.

5. dbra. Az aktin, a GFkV és a GRSPaV, valamint a tubulin és a GFkV specifikus primerek
duplex/triplex PCR eredményei. Mintasor: M: méretmarker, ©@: null kontroll, 1.-12.: ‘5C’,
‘SO4’, ‘G28’, ‘Borner’, ‘Kovidinka’, ‘Sdrfehér’, ‘Kadarka', “Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’,

‘Muscat Ottonel’, ‘Olasz rizling’

MO1 2345678 9101112

472 bp (aktin)
352/330 bp (GFkV/GRSPaV)

MO1 23456 7289101112

487 bp (tubulin)
352 bp (GFkV)

Figure 5. Duplex/triplex PCR results using actin with GFkV and GRSPaV specific primers,
or tubulin with GFKV specific primers. Sample sequence: M: size marker, ©@: null control,
1.-12: 5C’, ‘SO4’, ‘G28’, ‘Borner’, ‘Kévidinka', ‘Sdrfehér’, ‘Kadarka’, “Zefir’, ‘Furmint’,
‘Esther’, ‘Muscat Ottonel’, ‘Olasz rizling’
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6. dbra. Az elf1-a, a GFkV és a GRSPaV virus specifikus primerek duplex PCR eredményei
Mintasor: M: méretmarker, @: null kontroll, 1.-10.: ‘Kék bakator’, ‘Kék bakator’, ‘Juhfark’,
‘Neoplanta', Zefir, “Zervin’, “Zervin', ‘Pintes’, ‘Pintes’, ‘Furmint’

MO®1 23456728910

579 bp (clf1-a gDNS)
=193 bp gem _o,cDNS)
=352 bp (GFkV)

MO1 2345678910

579 bp (elfl-o. gDNS)
493 bp (elfl-0 cDNS)
330 bp (GRSPaV)

Figure 6. Duplex PCR results of e/fI-o with GFkV or GRSPaV virus specific primers.
Sample sequence: M: size marker, @: null control, 1.-10: ‘Kék bakator’, ‘Kék bakator’,
‘Juhfark’, ‘Neoplanta, ‘Zefir, ‘Zervin', “Zervin’, ‘Pintes’, ‘Pintes’, ‘Furmint’

Az A. vitis térzsek és a ‘Muscat Ottonel’” mintdkkal végzett duplex PCR eredmények a 7. dbrdn
lathaték. Az elsé hdrom, csak az A. vitis harom kiilénbozé térzsének nukleinsavét tartalmazé
mintdkbdl csak a PG génre specifikus primerpdr amplifikdlta a megfelel§ fragmentumot, mig
a negyedik, ‘Muscat Ottonel’ nukleinsavat tartalmazé mintdban, kizdrdlag az aktin és tmbulin
primerpdrok mikodtek. Az utolsé hdrom mintdbdl, amelyek a kiildnboz8 agrobaktérium torzsek
és a sz8l6 nukleinsavak keverékér tartalmazta, mindkét fragmentum megjelent.

7. dbra. A referenciagénekre specifikus primerpdrok haszndlata az Agrobacterium vitis PG génre
specifikus primerekkel duplex PCR-ban. Mintasor: M: méretmarker, @: null kontroll, 1.-7.:
Agrobacterium vitis Tm4, A. vitis AT1, A. vitis S4, ‘Muscat Ottonel’, ‘Muscat Ottonel’ és A.

vitis Tm4, ‘Muscat Ottonel és A. vitis AT1, ‘Muscat Ottonel és A. vitis S4

MO1 234567

= 664 bp (aktin gDNS)
= 466 bp (PG)

MO1 2 34567

«= 898 bp (tubulin gDNS)
<= 466 bp (PG)

Figure 7. Use of reference gene-specific primer pairs with Agrobacterium vitis PG gene-specific
primers in duplex PCR. Samples: M: size marker, @: null control, 1-7: Agrobacterium vitis
Tmd4, A. vitis AT'1, A. vitis S4, ‘Muscat Ottonel’, ‘Muscat Ottonel’ and A. vitis Tm4, ‘Muscat
Ottonel’ and A. vitis AT1, ‘Muscat Ottonel” and A. vitis S4
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Megyvitatas

A 52818 virusmentesitése sordn regenerdlt névényegyedek egészségiigyi dllapotdt ellendrizni kell,
amire a RT-PCR rutinszer(ien alkalmazott eljards. A folyamat részeként megfeleld referenciagénnel
végzett ellendrzd [épéseket kell beiktatnunk a negativ PCR eredmények kiértékeléséhez. Munkdnk
sordn négy olyan primerpdrt terveztiink, amelyek kiilonbdz6 referenciagének intront tartalmazé
régidira specifikusak és igy képesek a gDNS és cDNS eredet(i fragmentumok elkiilonitésére. A
kisérletek sordn bebizonyosodott, hogy a primerpdrok miikddSképesek valtozatos szoveti eredetti
mintdkon is. A gDNS eredet(i fragmentumok detektdlhatésdgdban akadtak kiilonbségek, amelyek
az eltérd szovetek véltozd hatékonysdgi feldolgozdsibdl is addédhattak, ugyanakkor a gDNS
kimutatdsdnak nincs jelentdsége a virustesztelés szempontjabél.

A multiplex PCR alkalmazdsa gyorsithatja az egyes patogének detektdldsdnak idejét, hiszen
egyetlen reakcidban tbb primerpdrt is alkalmazhatunk. Ennek megfelel6en alkalmaztuk egyidejtileg
az aktin, elf1-o és a tubulin specifikus primerpdrjainkat a virusdiagnosztikdk sordn gyakran detektdle
GFkV és GRSPaV virusokra specifikus primerpdrokkal. A folyamat sordn a fert8zote mintdkbél 2-2
fragmentum amplifikdlédott (egy referencia gén és egy virus eredet(l), mig a nem fert8zottekbdl
csak a referenciagén eredetd.

Az A. vitis fontos kérokozdja a sz8l8nek. Mivel DNS 6rokit6anyaggal rendelkezik, ezért nem
szitkséges cDNS szintézist végezniink. Az aktin és tubulin génekre specifikus primerpdrjaink
miikod8képesnek bizonyultak az agrobactérium PG génjére specifikus primerekkel egyidejiileg is
az A. vitis hdrom kiilonboz8 torzsének és a ‘Muscat Ottonel” sz8l6fajta nukleinsavdnak keverékét
vizsgdlva. Ezt igazolta az, hogy a PG gén specifikus fragmentuma, és a referenciagének gDNS
eredet(i fragmentumai is egyértelmien beazonosithaték voltak a gélképen.

A potencidlis referenciagének eddig kozzétett primereit (jellemz8en qPCR-hez) dltaldban
csak egy vagy két sz8léfajtdn tesztelték (Reid és tsai 2006; Monteiro és tsai 2013; Shinde és
tsai 2016), és ezek tobbnyire egyetlen exonon helyezkedtek el. Ebben a munkédban olyan gj
primerkészleteket terveztiink, amelyek egy vagy két intront foglalnak magukba és a hagyomdnyos
PCR-hez optimdlis amplikonokat generdlnak (kb. 250-1500 bp) az dltalénosan haszndlt paraméterek
mellett. Osszességében megdllapithaté, hogy az intront tartalmazé génszakasz amplifikaldsira
tervezett primerek haszndlata elényos, miksddképesek lehetnek valtozatos szovetekbdl szdrmazd
mintdk és kiilonbozd fajtdk esetében is, s6t esetenként hatékonyan kombindlhaték mds patogénekre
specifikus primerekkel is multiplex PCR reakcidban.
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Applicability of new primers designed on reference genes for
routine grape virus diagnostic tests

TURCSAN, M., SZEGEDL, E., OLAH, K., OLAH, R., JAHNKE, G., VARGA, ZS.,
DEAK, T., NYITRAINE SARDY, D.

Hungarian University of Agriculture and Life Sciences,
Institute for Viticulture and Oenology, Budapest

E-mail: olah.robert@uni-mate.hu
Summary

The starting point for the production of pathogen-free grapevine propagation material is generally
provided by various tissue culture techniques. In addition to the mother plants, the health status
of tissue culture originated plants needs to be monitored, for which ELISA and RT-PCR are
routinely used as cost-effective methods. When RT-PCR is applied, it is also necessary to check,
among others, the success of cDNA synthesis. In RT-PCR, the extracted genomic DNA (gDNA)
is usually digested with DNase enzymes and therefore the available reference primers are reliable.
However, in the case of routine testing for grapevine viruses, it is often unnecessary to completely
remove the gDNA. In this case, however, the design of primers that are able to distinguish between
PCR fragments from gDNA and cDNA origin is necessary for reliable evaluation. To solve this
problem, we designed primers that are specific to the intron-containing regions of each reference
gene, thus amplifying fragments of different sizes from intron-containing gDNA and non-intron-
containing cDNA.

Our experiments have shown that these primer pairs are functional when testing samples from
different tissues of several grape varieties (in vitro leaves, leaf blade and petioles, cambial tissues).
The origin of gDNA and cDNA fragments with or without introns could be clearly distinguished
after gel electrophoresis. In addition, successful duplex and triplex PCR reactions were performed
with these primers for viruses or with primers specific for different strains of Agrobacterium vitis,
with good separation of the individual fragments. In this way, in addition to demonstrating the
success of cDNA synthesis, the time required for diagnostics can be significantly reduced.

Keywords: reference gene, RT-PCR, intron, pathogen
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