Zarojelentés
OTKA K 67658 Hazai sz6léiiltetvények virologiai vizsgalata

Bevezetés

A virusmentes sz016 szaporitdanyag hasznalata alapvetéen fontos tényezd a megfeleld
termésmennyiség ¢s mindség elérése érdekében.

A virusbetegségek gazdasagi kovetkezménye a fokozott tokeleromlas és elhalas, a
hozamok csokkenése és a mindség romlasa, a tokék produktiv idészakanak megrdvidiilése, az
oltvanykészités eredményességének csokkenése, a szaporitdbanyag gydkeresedd képességének
romlésa, a beteg tOkék kornyezeti tényezdkkel szembeni ellendlld képességének csokkenése.
Az elmult két évtizedben tobb virusbetegség leirdséara és a korokozok hagyomanyos viroldgiai
modszerekkel tortént azonositdsara is sor keriilt. A kérokozok rendszertani megitélésében
tortént valtozasok ugyanakkor szamos félreértésre is alapot adtak. Célszeri ezért a hazai
eredményeket egységes rendszerbe foglalni és megemliteni azokat a korokozokat is, amelyek
rovid idon beliil megjelenhetnek Magyarorszagon.

Az utobbi 50 évben jelentés eredmények sziilettek a szdldvirusok szabadfoldi
korilmények kozott torténd kutatdsdban. Ez alapjan azonositottdk a korokozdkat ¢s
alakitottak ki a szaporitdoanyagok virusfert6zottségét ellendrzé programot. Hazankban ez idaig
a szOloérdl 15 virusbetegséget irtak le és rendeltek hozza korokozot. A vizsgalatokat
hagyomanyosnak tekinthetd lagyszart és fas szart teszteléssel végezték, valamint Lehoczky
Janos altal eléallitott antiszérumok segitségével szeroldgiai modszert is alkalmaztak.

Napjainkban az orszagok kozotti kereskedelem, €s szaporitdoanyag csere miatt fennall a
veszélye Magyarorszagon eddig még le nem irt, 0j kérokozok behurcoldsanak. Indokolttd valt
az eldzetes felmérések adatai alapjan virusizolatumok gytijtése, génbankban val6 elhelyezése
a tovabbi molekularis vizsgalatok elvégzésehez.

A technika fejlodésével eldtérbe keriiltek a molekularis modszerek. Eldnyiik, hogy
kisebb viruskoncentracional is megbizhatéan alkalmazhatok, olyan virusok kimutatdsara is
hasznalhatok, amelyek esetében nem 4ll rendelkezésre antiszérum. Segitségilikkel, sokkal
pontosabb képet kaphatunk a virusgenom szerkezetérdl, tulajdonsagairdl, a kodolt fehérjék
szerepérol, tovabba informacidkat nyerhetiink arrdl is, hogy egyes virusok mely mas hazai,
esetleg mas orszagban megtalalt és molekularisan jellemzett izolatumokhoz hasonlitanak,

illetve allnak rokonsagban, vagy honnan szdrmaznak.



Anyag és modszer

Novényi minta gyiijtése

A héarom éves felmérés soran 17 borvidék, mintegy 31 mintavételi helyérdl (1. abra) -
kiilonboz6 koru, fajta-Osszetételii €s méretli termdiiltetvényekbdl - Balatonboglar, Lengyeltoti
(Balatonboglari borvidék), Készeg (Soproni borvidék), Badacsonytomaj, Képtalantoti, Szent
Gyorgy- hegy (Badacsonyi borvidék), Cserszegtomaj, Kékkut (Balatonfelvidéki borvidék),
Csopak (Balatonfiired-Csopaki borvidék), Etyek (Etyek-Budai borvidék), Kecskemét
(Kunsagi borvidék,) Tokaj, Tarcal (Tokaji borvidék), Szomolya, Noszvaj, Eger (Egri
borvidék), Bogécs (Biikki borvidék), Gyongydstarjan (Matrai borvidék), Gorogszo, Bataszék
(Szekszardi borvidék), Kismoragy, Izmény (Tolnai borvidék), Somlo (Somldi borvidék), Pécs
(Pécsi  borvidék), Villany (Villanyi borvidék) ¢és Nagyrada, Csornyefold, Dobri,
Zalaszentbaldzs, Zalaszentgrot, Murakeresztur, (Zalai borvidék) gyljtottik be a
virusbetegségekre jellemzo tiineteket mutatd sz616tokék levélmintait.
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1. dbra Mintagytijtések helye Magyarorszagon

A Nepovirus, Maculavirus, Alfamovirus nemzetségekhez tartozoé virusok kimutatasara
alkalmas a szOl0 virdgzasatol a nyari meleg bekodszontéig tartd iddszak. A legjobb erre, a
viragzastol bogyokotddésig gylijteni a fiatalabb leveleket, a vitorla kozelébdl. A maésik
mintagylijtési idoszak a bogyo zsendiilésétdl nyar végéig, 0sz elejéig terjedd iddszak, amely a
Closterovirus, Ampelovirus, Vitivirus nemzetségbe tartozo virusok kimutatasara alkalmas.
Ilyenkor célszerli az iddsebb levelekbdl mintat gytijteni, az alsobb levél emeletekrdl, mert a
viruskoncentracio, ezekben az idszakokban a legmagasabb és igy a szerologiai felmérés
eredménye is megbizhatobb (Vanek, 2006).

A vizsgélatokhoz gyiijtott sz616 levélmintak a vizsgélni kivant virusok altal okozott
tiinetek alapjan tortént, amelyek a levéldeformacio, mozaik, vorosodés, sargulés, klorozis,



nekrotikus foltossag, kromséarga mozaik, sarga mozaik, érmenti mozaik, érnekrézis, faszoveti
elvaltozasok voltak.

Az azonosithatosag miatt a vizsgalt sz6lotokéket milanyag szalaggal, megjeldltiik, a
tapasztalt tiineteket feljegyeztiik. A mintakat a vizsgalat helyszinére hiit6taskaba szallitottuk
és a vizsgalat elvégzéséig 4 °C-on taroltuk.

Lagyszaru biotesztek elvégzése

A szerologiai vizsgalattal egy idoben lagyszarti biotesztet is végeztiink. A mechanikai
atvitelhez Chenopodium quinoa, Ch. amaranthicolor, Nicotiana benthamiana, N. glutinosa,
Cucumis sativus és Gomphrena globosa lagyszarti tesztnévényeket alkalmaztunk. A
sz6l6levél feliileti fert6tlenitésére 2%-0s NAOH oldatot hasznaltunk, majd vizzel ledblitettiik.
A minta homogenizalasat 0,067 M-os foszfat- pufferrel (pH 7,2) és 3%-os polietilén- glikol
(PEG 6000) hozzaadasaval tortént, mintanként 3 ml/g-os mennyiségben.

A tesztnovények leveleit karborundum porral beszortuk és iivegspatulaval vittik a levelek
feliiletére az inokulumot. A novényeket félarnyékos, paras helyre tettiik.

Szeroldgiai vizsgalatok

A ndvényvirusok kimutatdsdra leggyakrabban alkalmazott szerologiai moddszer a

Double Antibody Sandwich (DAS) Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) azaz a
kettds antitest szendvics enzimhez kotott immunvalasz eljaras volt.
A vizsgalat elsO 1épésként egy szilard feliilethez - polisztirol mikrotitral6é lemezhez - kotjiik a
vizsgalni kivant virusra szelektiv antitesteket. Majd az inkubacids 1d6 letelte utan torténik
meg a mintak felvitele. A pozitiv mintak esetében a virus adszorbeal az antitestekhez. Ezutan
kovetkezik az enzimhez kotott antitestek felvitele. Azokban a mintdkban, ahol a virus jelen
van, az enzimhez kotott antitestek komplexet alkotnak a virus fehérjéivel. A 1épések kozotti
mosasokkal a nem kotodott anyagok eltavolitdsa torténik. Utolsd, negyedik 1épésként
megfeleld szubsztrat (para-nitrofenil-foszfat, amely szintelen, fényérzékeny vegyiilet)
hozzaadasa torténik. Az enzim lehasitja a szubsztrdt molekuldkrol a foszfat csoportokat,
amely soran para-nitrofenol keletkezik és a virus antigén mennyiségétdl fliggd intenzitist
sarga szinreakciot ad. A szinreakcid erdssége spektrofotometridval mérhetd 405 nm
hullamhosszon (Clark ¢s Adams, 1977).

A vizsgalat soran Labsystems Multiskan EC ELISA fotométert hasznaltunk.
Negativnak azokat a mintdkat tekintettiik, amelyek extinkcids értékei nem haladtak meg a
negativ kontrollndl mért extinkcids érték haromszorosat. A sz0l6 levélmintak esetében a
mintafeltdré puffer, méas novényi részek esetében hasznalatostdl eltérdé TRIS (Tris-
hidroximetil-aminometan) és PEG (polietilén-glikol) tartalmu. A puffer pH értéke 8,2 volt.

A vizsgalatokhoz LOEWE, Bioreba ¢és Agritest cég reagenseit hasznaltuk, az altaluk

kiadott ajanlasok alapjan.
A 570106 virusos leromléasat okoz6 Nepovirusok kéziil a GFLV, az ArMV, TBRV ¢és a GCMV
jelenlétét teszteltiik. A vizsgéalatok soran még a sz616 latens foltossagat okozo GFkV, a szdl6
vonalas és gylirlis mintdzottsdgat okozd6 AMV, valamint a levélsodrodas tiinetet okozd
GLRaV-1, GLRaV-2 és a GLRaV-3, valamint a Kober stem grooving virusbetegséget okozo
GVA jelenlétét ellendriztiik.

A szeroldgiai pozitiv eredményt adé mintak esetében visszakerestiik a tokéket késd
Osszel a vesszOk beérése utdn, amelyekrdl a minta szarmazott. Tokénként 3 vesszot



gytjtottiink be és kovetkezd év tavaszan meggyokereztettiik 6ket. Jelenleg szabadfoldi és
iiveghazi koriilmények kozott perlit- fold keverékben tartjuk Oket, létrehozva a Pannon
Egyetem Georgikon Kar Novényvédelmi Intézetének Virologiai Uveghazaban €16
szO0londvényen fenntartott virus sz6lovirus génbankjat tovabbi vizsgalatok elvégzése céljabol.

Molekularis modszerek

A molekularis virologiai vizsgalatok soran olyan hazai izolatumokat valasztottunk,
amelyek korabban a tesztnovény kisérletek és a DAS-ELISA vizsgalat soran Grapevine
leafroll- associated virus -1 és -3 virusnak bizonyultak. Célunk volt, hogy a Magyarorszagon
eltérd helyrdl begyljtott virus izolatumokat molekularis modszerrel is azonositsuk, illetve az
lancreakcion alapuld vizsgalata soran felszaporitott PCR termék nukleotid sorrendjét
meghatarozzuk és mas orszdgokban mar leirt izolatumok szekvencidival dsszehasonlitsuk. A
HSP70-nel homolog fehérje 70 kDa-os hésokk fehérje. A Closteroviridae az egyetlen olyan
viruscsalad, amely ilyen tipusu fehérjét kodol. Funkcidja a sejtrdl sejtre terjedésben van
elsdsorban (Premyslov és mtsai, 1999). A HSP70 gént hasznaljak leginkabb a Closteroviridae
csalad tagjaindl a molekuléris jellemzés kezdd 1épéseként €és a genetikai diverzitas
meghatarozasahoz (Kominek és mtsai, 2005).

Ossznukleinsav kivonas

Ossz-nukleinsav kivonast és tisztitast a SPEK TRUM Plant total RNA Kit-tel (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Germany) végeztik. Vorosodést és sodrodas tiineteket mutatd
sz0l6levél lemezebdl szdrmazo 3 levélkorongot dorzsmozsarban, jégen, hiitott koriilmények
k6zott homogenaltunk, majd a Kit eldirdsainak megfelelden elvégeztiik az dssznukleinsav
kivonasat és 50 ul oldoszerbe oldottuk vissza.

Az RNS-r6l a DNS masolatot reverz transzkripcioval készitettiink. A 3 pl tisztitott és
visszaoldott virus RNS-hez 1 ul 3’ inditdszekvenciat (primert) adtunk (100 pmol/ ul), majd
65°C-on denaturaltuk. Ezutan az oldathoz adtuk a reverz transzkriptaz M-MuLV enzimet (0,5
pl), annak pufferjét 2 pl mennyiségben, 0,25 pl RiboLock RNAse inhibitort és 1 pl
higitottuk steril desztillalt vizzel, majd a reakcidelegyet 1 orara 42°C-ra tettiik. Ily mddon a
virus RNS-sel komplementer DNS masolatot (cDNS) hoztunk 1étre (Sambrook és mtai, 1989).

Polimeraz lancreakcio (PCR)

A molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz olyan univerzalis primerpart terveztiink, amely
felismeri a GLRaV-1 és -3 HSP70 fehérjéjét.
A GLRaV-1 540 bp nagysagu, a HSP70 gén kozépsé részének 416-955 nukleotid kozti
fragmentumat kivantuk felszaporitani, ehhez az AF 195822 szamu génbanki, a mintegy 1632
nukleotidbdl 4llo, teljes HSP70 szekvenciat alapul véve Kominek és munkatarsainak 2005-
ben megjelent publikacidjadban emlitett primereket hasznaltunk.
A GLRaV-3 esetében az 546 bp nagysagu fragmentumat kodold LC1 és LC2 jelzésli primereit
hasznaltuk Turturo és munkatarsainak 2005-0s és Mekuria és munkatarsainak 2009-es
publikéciéi alapjan génbanki adatokra - GLRaV-3 NY1 izoladtum szekvencia adataira -



tamaszkodva (AF037268). A PCR-hez hasznalt primerek a Bio-Science Kft.-t61 (Budapest)
szarmaznak.

Specifikus primerek:

GLRaV-1 esetében:

1FHSP70-

5’- CAG GGC TCG TTT GTA CTG G- 3’
1RHSP70-

5°- TCG GAC AGC GTT TAA GTT CC- 3’

GLRaV-3 esetében:

LC1F-
5’-CGC TAG GGC TGT GGA AGT ATT-3
LC2R-
5’-GTT GTC CCG GGT ACC AGA TAT-3’

A PCR reakciodelegy (50 pl) tartalmazta a cDNS-t (3ul), a felszaporitani kivant szakasz
kiemeléséhez sziikséges 1-1 pl 5 és 3’ foszforilalt indit6 szekvenciakat (20 pmol/ul), 2 pl
nukleotid keveréket (5 mmol/ul), a megfeleld koriilményeket biztositd puffert (10x-es PCR
puffer Sul mennyiségben), 3 pul MgCly (25 mmol/ul) és 0,5 pl Taq polimeraz enzimet. A
reakciot a PCR Applied Biosystems GenAmp PCR System 9700 késziilékkel végeztiik.

A PCR ciklus elso 1épéseként a DNS-t elédenaturaltuk 94°C-on 1 percig, ezt kdvette a
40 cikluson at tartd denaturacidé 94°C-on 1 perc 15 madasodpercig, majd a primerek
kapcsolddasa a templathoz (anellalas) 52°C-on (mindkét virus primerének esetében) 30
masodpercig, majd a ldnchosszabbitds 72°C-on 1 percig. A végsd lancépités 72°C- on 10
percig tartott.

Gélelektroforézis

Az elektromos térbe helyezett gélben a negativ t6ltésti nukleinsavak a pozitiv polus
felé mozogtak. A vandorlds gyorsasdgat a molekula mérete hatarozta meg. Az egyes
fragmentumok fluoreszcens festék jelenlétében ultraibolya fényben lathatova valtak. A kapott
PCR termékeket agar6z gélben (1,5%), gélelektroforézissel -ellendriztik 90 mA
aremerdsségnél. Az elektroforézishez hasznalt gél fluoreszcens festéket, GelRed-et (lzinta)
tartalmazott. Az elsé mintahelyre tomegmarkert tettiink (Invitrogen 1Kb DNA Ladder), hogy
jol lathato legyen a GLRaV-1 esetében 540, a GLRaV-3 esetében pedig 546 bazispar
nagysagu PCR termék.

A PCR termék izoldlasa gélbol

A PCR terméket a gélbdl steril szikékkel kivagtuk és Roche High Pure Purification Kit
segitségével, a gyarto utasitasainak megfelelden kitisztitottuk, majd 30 pl oldoszerbe oldottuk
vissza.



Ligalas és transzformadlas

A PCR termék felszaporitdsat Sambrook ¢és mtsai (1989) szerint végeztiik. A tisztitas
utan kozvetleniil ampicillin rezisztencia gént tartalmazé pGEM-T Easy Vektorba kapcsoltuk.
A ligalas (az inzert és a plazmid 6sszekapcsolasa) 4 6ran at szobahdmérsékleten (2024 C°)
10 pl végtérfogatban tortént. A reakcioelegy 3 pl cDNS-t (inzert; tisztitott, illetve tisztitott és
emésztett PCR-termék), 1 pl plazmidot, 1 ul 10x ligaz puffert és 1 ul T4 DNS ligdz enzimet
tartalmazott, desztillalt vizzel kiegészitve.

A ligalas utan a genetikailag megvaltoztatott (rekombinans) plazmidot E. coli DH5a
plazmidmentes kompetens sejtekbe juttattuk (transzformaélds). A hdsokkos transzformalast
Koosné (2006) munkéja szerint végeztiik. A 10 ul ligaitumot, jégen 50 pl lassan kiolvasztott
kompetens baktérium-szuszpenzidval finoman elegyitettiik, majd 15 percen at jégen tartottuk.
Ezutan 1 percre 42 °C-os vizfiirdébe helyeztiik, majd azonnal jégre tettiik, ahol 2 percig allt.
Végiil 500 pl antibiotikum-mentes, folyékony LB taptalaj /2TY/ (10 g/l tripton; 5 g/l
¢lesztOkivonat; 10 g/l NaCl; pH: 7,2) hozzaadasa utan 37 °C-on 1,5 6rdn keresztiil razattuk,
190 rpm fordulatszammal. Ezt kovetéen 100 pl-nyi szuszpenzidt ampicillin tartalmu szilard
LB/IPTG+X-Gal taptalajon (10 g/l tripton, 5 g/ élesztdkivonat, 10 g/l NaCl, 10 g/l agar; 50
pg/ml ampicillin) szélesztettiink. Szélesztés elott a lemez felszinén 10 ul IPTG-t és 40 pl X-
Galt oszlattunk szét egyenletes eloszlasban.

A kész lemezeket, taptalajt tartalmazo oldalukkal felfelé, egy éjszakan keresztiil 37
°C-on inkubaltuk. Az antibiotikummal kezelt taptalajon csak azok a baktérium sejtek voltak
képesek felszaporodni, amelyek ampicillin rezisztencia gént hordoztak. A ligdlas sikerességét
az un. , kék-fehér” szelekcio segitségével értékeltiik. Azok a baktérium kolonidk, amelyekben
az inzert beépiilése kovetkeztében a plazmidban 1évé enzim mitkddésképtelenné valt fehér
szintiek lettek, mig azok, amelyekben az inzert nem épiilt be a plazmidba kék szintiek voltak.
Ennek ismeretében minden lemezrdl 4—6 kiilonallo, fehér szinii telepet oltottunk le steril
fogpiszkalo felhasznalasaval. A fogpiszkaloval leemeltiink egy koloniat, és el6szor egy
mesterlemezhez (masterplate) €rintettiik, majd 2 ml 50 pg/ml ampicillin tartalma, folyékony
LB taptalajt tartalmazé tivegesdbe tettiik. A csoveket lezartuk, és egy éjszakan at 37 °C-on
razattuk, 190 rpm fordulatszammal. Az eredeti telepek felszaporitasara szolgald mesterlemezt,
egy ¢€jszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.

A plazmid tisztitasa és az inzert ellenorzése

A baktérium sejtbdl a rekombinans plazmid DNS tisztitasat alkalikus lizisen alapul6
minipreparalassal végeztiik. A ligalas sikerességének ellenérzéséhez a plazmidot Sambrook és
mtsai (1989) alapjan szintén Kodsné (2009) szerint a kovetkezOképpen izolaltuk. A taptalaj
eltavolitasahoz a folyékony baktérium sejtkultirat 3 percig 13400 rpm fordulatszdmon,
szobahOmeérsékleten centrifugaltuk, majd az 6sszegylijtott baktérium sejteket 200 ul ”A” (sejt
szuszpendald) oldatban (15 mM Tris-HCl pH: 8,0; 10 mM EDTA; 50 mM gliikoz)
szuszpendaltuk, és 5 percig szobahOmérsékleten allni hagytuk. Ezutan 400 pl ,,B” (sejt lizis)
oldattal [0,2 M NaOH, 1% SDS], majd 300 ul ,,C” (semlegesitd) oldattal (3 M natrium-acetat;
11,5% ecetsav) tortént elegyitést kovetéen 5 percig jégre tettilk az elegyet. A kicsapott
nemkivanatos sejtalkotok maradvanyait 5 perces, szobahdmérsékleten végzett centrifugalassal
tavolitottuk el. A feliiluszobdl az oldott allapotban 1év0 nukleinsavakat kétszer csaptuk ki:
elészor 600 pl izopropanollal, majd a centrifugéldssal 6sszegyijtott nukleinsavak 200 pl ”D”
oldatban (0,1 M natrium-acetat pH: 7,0; 50 mM Tris-HCI pH: 8,0) tortént visszaoldasat



kovetden 400 pl abszolut alkohollal. A csapadékot vakuum koncentratorban 7-10 percig
szaritottuk. Végiil a nukleinsavakat 50 ul 1x-es RN-az TE oldoszerben [10 mM Tris pH: 7,6;
I mM EDTA; 10 pl (10 mg/ml) RN-4z] oldottuk fel.

Az inzertek ellenOrzését a Fast Digest ECORI restrikcidos enzim alkalmazasaval
végeztik. A reakcidelegyet, amelyben 1évé puffer mar gyérilag tartalmazta a fluoreszcens
festéket is, 10 percig 37 °C-on tartottuk. A hasitas utan keletkezett DNS-fragmentumokat
fluoreszcens, 1 %-os TBE agar6z gélen tettiik lathatova.

Szekvencia meghatarozashoz a plazmidot BIO-RAD Quantum Prep Plasmid Miniprep
Kittel a gyart6 utasitasainak megfeleléen izolaltuk.

A virusgenomrdl késziilt cDNS nukleotid szekvencidjanak meghatdrozdsa (szekvendlds)

A nukleotid sorrend meghatdrozasait a BAY-GEN Novénygenomikai, Humadan
Biotechnolégiai és Bionergiai Intézet végezte Szegeden.

A nukleotid és aminosay szekvencidk vizsgdlata

A nukleotid és aminosav szekvencidk hasonlosag-vizsgalatahoz, a szekvencidk
illesztéséhez a filogenetikai vizsgalatokhoz és az UPGMA eljarassal készitett filogenetikai
torzsfa elkészitéséhez a CLC Sequence viewer 6.5.1. (CLC bio, Dania) szoftvercsomagot
hasznaltuk.

Statisztikai analizis

A filogenetikai torzsfdk megbizhatosdganak becslésére a nukleotid szekvencia-
pozicidk véletlenszerli ismétléses mintavételét és az ezt kovetd torzsfaszerkesztést 1000-es
ismétlésben alkalmazd bootstrap-analizist végeztiink.

Kézonséges farkasalma (Aristolchia clematitis L.) levélminta vizsgdlata

2009 0Oszén a pécsi mintagylijtés alkalmaval a szOldiiltetvény gyomflordjaban
mozaikos és nekrotikus gytriisfoltossagot mutatd kozonséges farkasalma (Aristolochia
clematitis) novényeket észleltiink. A szélomintakkal egyiitt begytjtésre keriiltek a tovabbi
elektronmikroszkdpos és molekularis vizsgalatok elvégzése céljabol.

Az elektronmikroszkopos vizsgalathoz alkalmazott modszer a transzmisszios
elektromikroszkdpia (TEM) volt. A tiineteket mutatd levél 1-2 mm nagysagh szovetdarabjait
felhasznalva, fixalaskor 2,5 %-os glutaraldehidet tartalmazo6 oldatban (0,01 M foszfat puffer,
pH 7,2) allt 3 o6ras idotartamig. Az ezt kovetd mosas mosopuffer felhasznalasaval, az
utofixalas, 1%-0s OsO, segitségével, a dehidratalas etanol (25, 50, 70, 90, 96, abszolut
alkohol) sorozat segitségével, majd azt kdvetd propilén oxidos kezeléssel zajlott. A beagyazas
DURCUPAN ACM miigyantdba (polimerizacié 60 °C termosztatban 72 6ra) tortént. Az
ultravékony (70 nm) metszetek Reichert Jung Ultracut-E ultramikrotommal késziiltek,
gyémant késsel. A metszetek réz-palladium gridre keriiltek. A kontrasztozas 1% metanolos



uranil acetat oldattal 4 percig, 6lom citrat oldattal 6 percig tortént. A metszetek vizsgélatara
Hitachi 7100 TEM késziilékkel 90 kV gyorsitofesziiltség kertilt sor.

A molekularis vizsgalathoz Qiu és munkatarsainak 1998-ban  megjelent
kozleményében szerepld TSWV-51983 5'-CCCTCGAGGCTTTCAAGCAAGTTCTGCG-3’
¢s TSWV-S2767 5'-GCTCTAGAGCC-ATCATGTCTAAGGTTAAGCTCAC-3'" primereket
alkalmaztuk.

Virusvektor fonalféregfajok vizsgalata

Magyarorszag szoldiiltetvény talajainak vizsgalatait 2009 tavaszan kezdtik el. A
vizsgalatok soran célunk a virusvektor fonalféreg fertdzottség felmérése volt. Az orszag 7
borvidékének (Tokaj-Hegyalja, Egri, Matraaljai, Tolnai, Mecsekaljai, Villanyi,
Balatonmelléki), 12 telepiilésérdl (Tokaj, Tarcal, Szomolya, Bogacs, Noszvaj, Eger,
Gyongydstarjan, Izmény, Gorogszo, Kismoragy, Villany, Nagyrada) gytjtottiink talajmintat.
Munkank sordn parhuzamosan vizsgaltuk az liltetvények talajanak fonalféreg fertdzottségét,
valamint a novények virusfertozottségét. A sz616tokék melldl torténd talajmintavétellel egy
idében sor keriilt a levélmintdk gyljtésére is a késébbi viroldgiai vizsgalatokhoz. A
mintagytiijtés soran feljegyeztik a szO16 fajtajat, az tltetvény korat, és a talaj tipusat. A sz6lo
novények gyokér zonajabol, kb. 40-50 cm mélységig gyiijtottiink mintanként 1-1,5 kg talajt,
amit feldolgozasig hiitdszekrényben taroltunk. A talaj mintavételezés méjus-jinius ¢és
szeptember-oktober honapokban tortént. A fonalférgek kinyerése céljabol tolcséres illetve
szitas futtatast alkalmaztunk. A tdlcséres futtatas sordn az u.n. Baermann-féle modszerrel
nyertlik ki az dllatokat a mintdkbol. A szitds futtatds utan minden esetben keverés utan 500g
talajt mértiink be a mintdkbol. Az utdbbi eljarast két eltérd modon alkalmaztuk. Az els6
esetben (az G.n. Cobb- médszer) 4 kiilonboz6 lyukbdségli szitat hasznaltunk (1000, 500, 180
¢s 100 um), majd az atmosott talajmintat 12-24 o6rédig futattuk kb. 80-90 pum lyukbdségii
szitdban aztatva. A masodik esetben (Flegg nyoman) az 1000 um-es szita hasznalata utan a
talaymintat haromszor a 180 um lyukatmérdjii szitan mostuk at, majd a mintat kb. 80-90 um
lyukbdségli szitdba gytijtottiik 0ssze, igy gyorsabban (1-2 d6ra) és még nagyobb egyedszdmban
futtattuk a célcsoportba tartoz6 fonalférgeket.

Kiilonb6zo nehézfémek hatasa a Nematoda populaciokra

A vizsgalat elézményei feltartak a talajlako fonalférgek conodzisainak (valamely
¢léhely meghatdrozott mindségli és mennyiségli allat- €s ndvény fajokbol allo tarsuldsa)
érzékenységét egyes szennyezd mikroelemek, elsdésorban a Cr és a Se irant, de még mindig
nagyon  keveset tudunk a  kiilonb6z6  fonalféregcsoportok  érzékenységi-és
toleranciaviszonyainak hatterérél. A vizsgalat célja ezen mechanizmusok megismerése. Ezért
terepi €s fél-terepi kisérleteket hajtunk végre, eltérd hatéanyagformék, tovabba a szennyezés
eloregedésének vizsgalata céljabol. Az analitikai vizsgalatok soran az alkalmazott mddszerek
pontossaganak ¢€s reprodukalhatosdganak érdekében szamos elOkisérletet és proba-mérést
bonyolitottunk le, nagyrészt még szennyezetlen allatok bevonasaval. Teszteltiik az alabbi,
tarolas ce¢ljara, illetve kontrollként alkalmazhaté anyagok hatdsait az Aallatok talélési
mintazataira: csapviz, desztillalt viz, nagytisztasagu viz (Milli-Q), talajoldat. Azt tapasztaltuk,
hogy a desztillalt viz, illetve a nagytisztasdgi viz nagymértékben noveli a taléld allatok
szamat. Ujszerti megkozelitést alkalmazunk a kémiai analizisekben is: egy TXRF alapt
modszer révén kikiiszoboltiik az analizisnek a fonalférgek kis egyedi biomasszajabol ad6do
nehézségeit. A kiilonféle fémionokat megkotni képes szerves molekuldk azonositasara egy



kapcsolt HPLC-ICP-MS méréstechnikat alkalmaztunk. (A zavard hatasok kisziirésének
érdekében a fonalférgek nyomelem-tartalmanak meghatarozasat a talajrészecskéktdl gondosan
megtisztitott és tires béltartalmu allatokkal végeztiik.)

Vizsgalva a nagytisztasagn viz (Milli-Q) hatasat, azt tapasztaltuk, hogy ez
megvaltoztatja az 4allatok nyomelem-Osszetételét (hiszen az erdteljesen hipoozmotikus
kozegnek koszonhetden az allat ionokat ad le). A fonalférgeket nagytisztasaghi vizben
taroltuk, majd az éllatok eltavolitdsa utdn mértiik az oldatok nyomelem tartalmat TXRF
spektrometria modszerével. Az allatokat egyaltalan nem tartalmazo ,,vak” mintdhoz képest
novekedést tapasztaltunk az iontartalmat illetden. (Hasonld eredményre vezetett a
nematodédkat tartalmazo oldat néhany napig torténd vizsgalata fajlagos vezetdoképesség
szempontjabol). A TXRF spektrometriai modszer esetén mikroszkop segitségével mértiik az
allatok hosszat és szélességét, ezen adatokbdl az allatok tomege megbecsiilhetd. A jelentési
idészak végén lebonyolitottunk egy akut toxicitdsi tesztet réz kiilonb6z6 koncentracidinak
(100 mmol/l, 10 mmol/l, 1 mmol/l, 0,1 mmol/l, 0,01 mmol/l) az allatok tulélésére, illetve
mikroelemtartalmara gyakorolt hatdsaira vonatkozoan.

A kutatds gyakorlati eredményei koziil kiemelendd, hogy szélesebb korben is
alkalmazhaté szempontokat adnank e szennyezések hattérmechanizmusainak részleges
tisztazdsahoz. Masrészt a kisérletek eredményei hozzdjarulhatnak a kornyezet- ¢s
¢lelmiszerbiztonsag javitasahoz.

Trichoderma talajlako gombak hatiasa a Xiphinema index és C. elegans fonalféreg
fajokra

Szamos kutatasi eredmény bizonyitja hogy a Trichoderma talajlak6 gomba hatassal
van a ndvényparazita fonalféreg populaciok csokkenésére (pl. Meloidogyne fajok).
Vizsgalatunk célja volt, hogy felmérjitk a Trichoderma talajlakd gomba egyes fajai, milyen
hatast gyakorolnak a Xiphinema index valamint a C. elegans fonalféregre. Mindkét fonalféreg
esetében ugyanazon 16 Trichoderma fajt teszteltiik. A C. elegansndl steril foldben valamint
homokban is vizsgaltuk a gombak férgekre gyakorolt hatdsat, még a Xiphinema index
fonalféregnél csak az elobbi talajban mértiik az allatok pusztulasat. A kontroll petricsészékbe
kiilon-kiilon csak a két fonalféreg fajt helyeztiik el (gomba nélkiil) ugyanolyan koriilmények
kozott, mint a vizsgalt populaciokat. A felmérés 8-8 napig tartott mind a hat esetben
(Xiphinema index-steril f6ld; C. elegans- steril fold, homok; kontroll: Xiphinema index-steril
fold; C. elegans- steril fold, homok).



Eredmények

Mintavételezés és lagyszaru bioteszt eredményei

Tiinettani felmérések eredményei

A leggyakrabban tapasztalt tiinetek a kiilonboz6 foku levél deformacio (2., 3. abra),
mozaikfoltossag (4., 5. ébra), levélklorozis (6. abra), sarga mozaik (7. abra), kromsarga
mozaik (8. abra), levélelszinez6dés (vorosodés, sargulas) és levélsodrodas (9., 10. abra).
Egyes tokék esetében tapasztaltunk érmenti mozaikossagot, érkivilagosodast (11. ébra),
érnekrozist (12. 4dbra) és nekrotikus foltokat, egy esetben figyeltiink meg t6ke bardzdaltsag
komplexre utal¢ tiineteket (13. abra).

3. dbra Levéldfoécié ¢és nekrotikus foltok



4. dbra Mozaikos foltok levélen

5. 4bra Mozaikos levél

6. abra Klordzis



A 0 5 5""

7. abra Séa mozaikos folosség

9. 4bra Vorosodés és levélsodrodas



10. 4bra Sargulés és levélsodrodas

11. abra Erkiviligosodas




13. dbra Toéke barazdaltsag tlinete

Lagyszaru biotesztek eredménye

A Chenopodium quinoa és Ch. amaranthicolor esetében a virusfertézott mintak atvitelekor a
fertdzést kovetd 10. napon lokalisan klorotikus és nekrotikus 1éziokat tapasztaltunk, a nem
inokulalt leveleken pedig klorotikus pottyoket és levéldeformaciot (14. abra). Nicotiana
benthamiana tesztndvényeken lokalisan sarguld 1éziodk, és klorotikus pottyok voltak lathatok,
szisztemikus tiinetként levéldeformacio volt tapasztalhato.



14. abra Chenopodium quinoa és Ch. amaranthicolor tesztnévényen lathato lokalis klorotikus
1ézi6k és levéldeformacio

Szerologiai vizsgalatok eredményei

A gyljtott 277 mintdbdl 76 minta esetében mutattuk ki a vizsgalt virusok

valamelyikét. A virusok megoszlasat az 1. tdblazat mutatja. Tizenoét esetben két-két virus
egyiittes jelenlétét tapasztaltuk. Négy mintaban a GLRaV-1 és -3 fertézését, mig 2-2 esetben
GCMV-t talaltunk egyiittesen GLRaV-1-gyel és GLRaV-3-mal. Ezen kiviil 1-1 mintaban
GCMV-ArMV, GFkV-ArMV, TBRV-GFkV, ArMV-AMV ¢és TBRV-AMV komplex
fertdzést lehetett azonositani.
Mintegy 26 esetben GFkV fert6zést mutattunk ki. GLRaV-1 és GLRaV-3, jelenlétét azonos
aranyban 16-16 minta esetében talaltuk meg 6nalld vagy komplex fertézést eldidézve. A
GLRaV-2 megjelenését egy esetben igazoltuk. igy a virusos leromlast okozd nepovirusok
(GFLV, ArMV, TBRV, GCMV) a virusos leromlas tiinetcsoportnadl nagyobb szamban
fordultak eld. A GFLV eldfordulasat 5, az ArMV megjelenését 7, a TBRV fert6zést 5, a
GCMV jelenlétét pedig 8 esetben sikertiilt szerologiailag kimutatni. AMV fertézést 6 esetben
talaltunk. A GVA jelenlétét egyetlen esetben sem sikeriilt igazolni.

1. tablazat A szerologiai vizsgalatok eredménye

Virus Mintak szama (db)
GFLV 5
ArMV 7
TBRV 5
GCMV 8
GFkV 26
AMV 6
GLRaV-1 16
GLRaV-2 1
GLRaV-3 16
GVA 0
Ebbél komplex fert6zésben




ArMV+GCMV
ArMV+GFkV
ArMV- TBRV
ArMV- GCMV
ArMV+AMV
TBRV+GFkV
TBRV+AMV
GCMV+GLRaV-1
GCMV+GLRaV-3
GLRaV-1+GLRaV-3

Ny I O I ] S e N I e

A szimptomatoldgiai és a szeroldgiai vizsgalatok eredményei alapjan megallapithat6,
hogy a GFLV-val fert6zott mintak esetében a tapasztalt tiinetek levéldeformacid, mozaik,
klorozis, és sarga mozaik voltak. A begylijtott mintak koziil tobb is ezekhez hasonld tiineteket
mutatott, de a GFLV-t nem tudtuk azonositani.

Az ArMYV pozitiv mintdkndl megfigyelhetd volt ugyancsak levéldeformacid, mozaik,
sarga mozaik és egy esetben a lombozat vorosre szinezddése.

A TBRV-re pozitiv leveleken, mozaikon, levéldeformacion kiviil, levélelszinezodést
(vOrosodés) és levélsodrodast is tapasztaltunk.

A GCMYV esetében a pozitiv eredményt add6 mintdk olyan tOkékrél szarmaztak,
amelyek kiilonféle levéldeformaciokat, kromsarga mozaikot és a GLRaV-3-al komplex
fert6zésben vorosodét és levélsodrodast mutattak. A virus jelenlétét olyan mintaban is
kimutattuk, amely nem mutatott virufert6zésre utald tiineteket.

Az egyik legnagyobb mennyiségben pozitiv eredményt adé korokozé a GFkV volt,
amelyet nagy gyakorisagban elsésorban Magyarorszag északkeleti régidiban azonositottunk.
A tiinetek rendkiviil valtozatosak voltak és nem utaltak egyértelmiien a virus jelenlétére. Ezek
a levél nekrotikus foltossaga, klordzis, mozaik, levéldeformacio, esetenként krommozaikszerti
¢€s sargamozaikos tiinetek, valamint érkivildgosodashoz hasonl¢ tiinetek voltak.

Az  AMV-ArMV  komplex fertézés esetében klorozis, levéldeformacio,
levélelszinezddés. A korokozo jelenlétét tiinetmentes levélminta esetében is kimutattuk.

A Grapevine leafroll-associated virus 1, 2, 3 az altaluk okozott tiinetek alapjan nem
kiilonithetd el. A megfigyelések szerint csak levélelszinezddést (vorosodeést, sargulast) vagy
az elszinezddés melett levélsodrodast is okoztak. A fertézott novényeken néhdny nem tipikus,
de virusfertozottségre utald tiinetet is lejegyeztiink, mint a sarga vagy kromsarga mozaik,
nekrotikus foltok, érmenti mozaik, levéldeformaci6. Egy esetben a GLRaV-1 et mutattunk Ki
levéldeformacidt mutatdo mintabol, amelynek tokéje tipikus faszoveti barazdaltsag korokozdjat
jelezte.

A leggyakoribb komplex fertézést el6idéz6 virusok a GLRaV-1 és GLRaV-3 voltak.
Gyakran tapasztaltuk jelenlétiiket és GCMV-vel egyiitt. A GLRaV-3-mal alkotott
komplexben a levélsodrodas és vorosodés tiinete dominalt, a GLRaV-1-gyel kdzdsen, pedig a
GCMV-re jellemzdbb levéldeformacié volt dominans.

Mindezek a levélmintak az orszag 17 borvidékérdl szarmaztak, igy a virusok jelenléte
borvidékenként a 2. tablazat szerint alakult.



2. tablazat A szeroldgiai felmérés eredménye borvidékenként

Borvidékek Gyijtott mintak | Fert6zott mintak | Virusok* Virus-
szima szama komplexek
Badacsonyi 43 10 4 GLRaVv1 2 GLRaV1-
GLRaV3
2 GLRaV3 1 GCMV-
GLRaVv1
1 TBRV
Balatonboglari 10 5 1 GLRaVv1 1 ArMV- GCMV
1 GLRaVv3 1 GCMV-
GLRaVv1
1 GFLV
Balaton-felvidéki 56 19 3 AMV 2 GCMV-
GLRaVv3
3 GLRaV3 1 GLRaV1-
GLRaV3
3 GFkV
2 GLRaV1
2 GFLV
1 TBRV
1 GLRaV2
1 GCMV
Balatonfiired- 4 1 1 GFLV
Csopaki
Biikki 3 -
Egri 14 8 7 GFkV
1 ArMV
Etyek- Budai 7 0
Kunsagi 12 3 2 GLRaV1
1 GLRaV3
Matrai 15 9 9 GFkV
Nagy-Somloi 3 0
Pécsi 8 1 1 GLRaV3
Soproni 8 3 2 GLRaVv3 1 GLRaV1-
GLRaV-3
Szekszardi 21 4 2 GCMV 1 ArMV-GFkV
1 GFLV
Tokaji 15 6 4 GFkV 1 ArMV-TBRV
1AMV
Tolnai 13 2 1 GFkV 1 TBRV-GFkV
Villanyi 11 1 1 GLRaVv1
Zalai 34 4 2 ArMV 1 ArMV-AMV
1 AMV-TBRV
Osszesen 277 76 61 14

A Badacsonyi borvidék mintagy(ijtd helyeirdl szarmaz6 mintdkban leggyakrabban
levéldeformaciodt, sargulast, klorézist, nekrotikus foltossagot €s levélsodrodast tapasztaltunk.
A gyljtott 43 mintabol 10 mintdban mutattuk ki virus jelenlétét. 4 mintaban talaltunk
GLRaV-1-t, kettében GLRaV-3-at, egy mintdban pedig TBRV-t. Harom esetében komplex
fertdzést mutattunk ki. A sargulast és érmenti mozaikot mutato tOkékrol gyljtott levelekben a
GLRaV-1 és a GLRaV-3 egyiittes jelenlétét tapasztaltuk. Levéldeformaciot mutattak a
GCMYV és GLRaV-1 virusokkal fertdzott tokek.




A Balatonboglari borvidék mintagy(ijté helyein 10 olyan levélminta gyiijtése tortént,
ahol kromsarga mozaik, levéldeformacio, vordsodés ¢és levélsodrodas tiinetek voltak
megfigyelhetdk. 5 mintaban talaltunk virust. Egy-egy esetben GLRaV-1, GLRaV-3, GFLV,
valamint, egy-egy minta esetében igazoltuk a GCMYV jelenlétét ArMV-sal és GLRaV-1-gyel.
Az elébbi krommozaikos elszinez6dést mutatott, az utobbi levéldeformaciot.

A Balatonfelvidéki borvidékrdl szdrmazdé 56 minta koziil 19-ben mutattunk ki virus
jelenlétet. A leggyakoribb tiinetek sargulds, vorosodés, levélsodrodas, levéldeformacio,
mozaik ¢és klorézis voltak. Harom - harom mintdban bizonyitottuk szeroldgiai iton AMYV,
GLRaV-3 és GFkV virusok jelenlétét. Két mintdban GLRaV-1l-et és GFLV-t, egy-egy
mintaban pedig a GCMV, ArMV ¢és TBRV virusokat azonositottuk. Harom mintaban
komplex fert6zést mutattunk ki. Vorosodést és levélsodroddst mutatott az a harom tdke,
amelyek koziil kettében GCMV és GLRaV-1-et, egyben pedig GLRaV-1-et és GLRaV-3-at is
kimutattunk.

A Balatonfiired-Csopaki borvidékrdl szarmazé négy, sarga mozaikot mutatdé minta
kozil egyben sikeriilt GFLV-t talalni.

Az Egri borvidékrdl szarmazé 14 levélminta gylijtésekor levéldeformaciot, mozaikot,
klordzist és sargamozaikot figyeltiink meg. Koziiliik nyolcban talaltunk virusfertézést. Hétben
GFkV egyben pedig ArMV.

Az Etyek-Budai és a Nagy-Somloi és a Biikki borvidékekrél szarmazod
levélmintadkban, amelyeknél sargulds, sargamozaik ¢és mozaik valamint levéldeformdcio
tiineteket figyeltiink meg, nem taldltunk a vizsgalt 10 virusbol. A tiinetek feltehetdleg
tdpanyaghianyt vagy vizhidnyt jelezhettek, vagy olyan virus jelenlétét, amelyre a vizsgalat
nem terjedt Ki.

A Kunsagi borvidék 12 levélmintajabol 3 mintdban talaltunk levéldeformécio, sarga
mozaik, érnekrozis, vorosodés tiineteket, és egy esetben GLRaV-1-et ¢s két esetben GLRaV-
3-at mutattunk Ki.

A Matrai borvidéken mozaikot, sargamozaikot, levéldeformaciot, klorozist és
kromsarga mozaikot tapasztaltunk. A begylijtott 15 mintabdl 9 mintdban talaltunk GFkV-t.

A Pécsi borvidékrdl gyiijtott 8 mintabol egy mintaban tudtuk csak a GLRaV-3
jelenlétét bizonyitani. Vordsodés €s levélsodrodast tobb esetben is tapasztaltunk, ez mellett
pedig levéldeformaciot €és mozaikot is megfigyeltiink. A tiinetek kivaltd okai valoszintileg
élettani eredetliek, esetleg fitoplazmas fertdzés vagy tdpanyaghiany kovetkezményei.

A Soproni borvidékrdl szarmazd nyolc mintdbol 3 minta volt fertdézott. Két mintaban
GLRaV-3-at, egy mintdban pedig GLRaV-1 és -3 egyiittes jelenlétét mutattuk ki. A fert6zott
to0kék lombozata vords elszinezddést és levélsodrodast mutatott. A kromsarga mozaikos
levélmintabol nem tudtunk kimutatni virust.

A Szekszardi borvidékrdl gytijtott 21, leggyakrabban vordsodeés, sargulas, sarga
mozaik és érkivilagosodas tiineteit mutatd tékékrél szarmazo levélmintakbol négy esetében
mutattunk ki virust. Két mintdban GCMV, egy mintaban GFLV ¢s egy mintaban ArMV ¢és
GFkV egyiittes jelenlétét bizonyitottuk az ELISA teszttel.

A Tokaji borvidéken leggyakrabban megfigyelt tiinetek levéldeformacid, mozaik,
klordzis, sarga mozaik és nekrotikus foltossag voltak. A tiineteket mutatd t6kékrdl 15 minta
keriilt begyljtésre. Koziiliikk hat minta esetében igazolddott virus jelenléte. Négyben GFkV-t,
egyben AMV-t, szintén egy minta esetében ArMV-TBRV komplexét mutattuk ki.

A Tolnai borvidekrdl gylijtott 12 mintabol kettd esetében azonositottunk virust. Az
egyikben GFkV egyediil, a masikban pedig TBRV-vel egylittesen volt jelen. Az elsé esetben a
toke lombozatan nekrotikus foltossagot, a masodik esetben mozaikfoltossagot tapasztaltunk.

A Villanyi borvidékrél 11 minta keriilt begyljtésre. A leveleken voOrdsodés,
levélsodrodas, mozaik és levéldeforméacio is megtigyelhetd volt. Koziiliikk egy minta esetében
tudtuk GLRaV-1 jelenlétét bizonyitani.



A Zalai borvidékrdl szarmazo, leggyakrabban mozaikot, sarga mozaikot, vorosodést és
levélsodrodast mutatd tokék esetében 34 begyljtott mintdjabol 4-ben mutattunk ki virust.
Kettében ArMV, egy-egy esetben pedig AMV mellett ArMV ¢és TBRV jelenléte is
bizonyithato volt.

A 2010. évi felmérés alkalmaval olyan virusok jelenlétét is vizsgaltuk, amelyek
hazankban még egyaltalan nem, vagy csak sz6l6r6l nem keriiltek leirasra, viszont
eléfordulasuk feltételezheté vagy varhatd. Ilyenek voltak Cherry leafroll virus (CLRV),
Raspberry ringspot virus (RpRSV), Raspberry bushy dwarf virus (RBDV), Strawberry latent
ringspot virus (SLRSV), Tomato ringspot virus (ToRSV) és a Tobacco ringspot virus
(TRSV).

A felmérés eredményeként szerologiai vizsgalattal pozitiv eredményt kaptunk RBDV
esetében 2 mintaban, ahol a levélzet elszinezddése volt megfigyelhetd, egyik minta esetében
sargulas, a masik esetben pedig vorosodés. RpRSV 1 esetben lett pozitiv, nekrotikus foltokat
tapasztaltunk a t6kér6l begytijtott levélmintan. A Cherry leafroll virust 3 esetben mutattunk Ki
szerologiai  vizsgalattal mozaik tlinetet mutatd tékér6l. GCMV-val komplexben
érkivilagosodast, ToORSV-t klordzist mutato téke levélmintdjabol. TORSV-t ezen kiviil még 1
esetben mutattunk ki, ahol a téke levélzetén klorézist figyeltiink meg. Valamint egy esetben
TRSV virus estében is pozitiv eredményt kaptunk, levéldeformaciot mutatd tékérdl szdrmazo
levélmintaban.

A pozitiv eredményeket adé levélmintdkat -80 °C- os mélyfagyasztoba helyeztiik el a
tovabbi vizsgalatok elvégzéséig.

Az eddigi eredmények meggydzden bizonyitottdk, hogy a betegségtiinetek egyediil
alkalmatlanok a kérokozo virus pontos azonositasara, ezért mindenképp sziikség van azoknak
mas modszerek eredményeivel vald dsszevetésére.

Molekularis vizsgalat eredményei
Szeroldgiai vizsgalat soran a korabban begytijtétt GLRaV-1 és GLRaV-3 virusokra
pozitiv eredményt add sz6l6 levélmintdk molekularis vizsgélatara keriilt sor reverz

transzkripcids polimerizacios lancreakcio (rt-PCR) modszerrel (3. tablazat).

3. tdblazat Molekularis vizsgalathoz felhasznalt sz6l6levélmintik

PCR vizsgalat sorszam | ELISA vizsgalat mintaszam | Minta erdete

1. 2. Kdszeg

2. 3. Kdszeg

3. 24, Badacsonytomaj
4. 33. Cserszegtomaj
5. 1. Kdszeg

6. 9. Badacsonytomaj
7. 15. Balatonboglar
8. 20. Badacsonytomaj
9. 137. Pécs

10. 37. Cserszegtomaj
11. 51. Kecskemét

A GLRaV-1 és a GLRaV-3 virusok HSP70h fehérjének kimutatdsara alkalmas
primerek segitségével 6t mintdban (1. 2. 3. 4. és 6. szamu) kaptunk olyan 546 illetve 540
bazispar nagysagu PCR termékeket, amelyek a GLRaV-3 illetve GLRaV-1 virus jelenlétét
bizonyitjak. Az rt-PCR soran pozitiv eredményt adé mintak koziil az egyes és kettes szamu



mintdk Ko&szegrél szarmaznak, a hdrmas szaml minta Badacsonytomajrol szdrmazik, a
négyes izolatum Cserszegtomajrol szarmazo szol6levélminta. A hatos szdml minta ugyancsak
Badacsonytomajrol szarmazik.

A termékeket gélbdl izolaltuk (15. abra).

15. abra Gélbdl izolalt PCR termékek gél elektroforézis képe

Jelmagyarazat: M - marker, 1 - 1. mintaszami GLRaV-3 izolatum, 2 - 2. mintaszami GLRaV-3 izolatum, 3 - 3.
mintaszamu GLRaV-3 izolatum, 4 — 4. mintaszamt GLRaV-3 izolatum, 6 - 6. mintaszamt GLRaV-1 izolatum

A ligalast és transzformalast kovetéen a rekombinans plazmidokat felszaporitasakor,
az elsé négy minta esetében a mintankénti hat minipreparatumbol (16. dbra) az 1/4; 2/2; 3/5;
4/2 jelzetli minipreparatumokat valasztottuk ki, majd Ujra felszaporitottuk, tisztitottuk, €s
meghataroztuk a szekvencidjukat. A hatos szaml minta esetében a minipreparatumokban
felszaporitott termékeknél két mérettartomanyba estek a PCR termékek, igy két transzformalt
baktériumkolonia vizsgélatara is sor kertilt a kiillonbségek meghatarozasa céljabol (6/3 és 6/4-
es szdmu minipreparatumok).

11 12 13 15 1/6 2/1[2/2]2/3 2/4 2/5 2/6 3/1 3/2 3/3 E

S D EEDED S . -
M 3/4 [3/5]3/6 4/1 [412] 4/3 4/4 4/5 4/6 6/1 6/2 6/5 6/6

16. abra A klonozas soran szekvenalasra kivalasztott minipreparatumok gélfotoja



Jelmagyarazat: 1/1, 1/2, 1/3, 1/4, 1/5, 1/6 - az 1. szaml minta PCR termékének miniprepardtumai, 2/1, 2/2, 2/3,
2/4, 2/5, 2/6 - a 2. szamt minta PCR termékének minipreparatumai, a 3/1, 3/2, 3/3, 3/4, 3/5, 3/6 - a 3. szamu
minta PCR termékének minipreparatumai, 4/1, 4/2, 4/3, 4/4, 4/5, 4/6 - a 4. szamu minta PCR termékének
minipreparatumai, a 6/1, 6/2, 6/3, 6/4, 6/5, 6/6 — a 6. szamu minta PCR termékének minipreparatumai

A kivalasztott minipreparatumokban 1évé baktériumokat felszaporitottuk, majd
szekvenalasra elokészitettiik, kitisztitottuk, és ujra elvégeztiik a gélelektroforézist. A 17. abran
lathato, hogy az egyes, kettes, harmas ¢és négyes szamu minta esetében a PCR termékek
azonos magassagban vannak, a hatos szamu minta esetében a 6/3 szdmu koldniaban
felszaporitott PCR termék mérete megegyezik az els6 négy mintaéval, mig a 6/4 jelzési
minipreparatumban felszaporitott termék méretében magasabb tartomomaényba esik.

‘;“.a: - W ey —

1000

—_—

750 -1
546, 540
500 e

14 2/2 3/5 4/2 6/3 6/4

17. abra A tisztitott és emésztett PCR termék minipreparatumok gélfotoja

Jelmagyarazat: M - marker, % - az 1. szaml minta 4. minipreparatuma altal felszaporitott PCR terméke, 2/2 - a 2.
szamu minta 2. minipreparatuma altal felszaporitott PCR terméke, 3/5 - a 3. szdml minta 5. minipreparatuma
altal felszaporitott PCR terméke, 4/2 - a 4. szamu minta 2. minipreparatuma altal felszaporitott PCR terméke, 6/3
- a 6. szamu minta 3. minipreparatuma altal felszaporitott PCR termék, 6/4 - a 6. szamu minta 4.
minipreparatuma altal felszaporitott PCR terméke

A felszaporitott PCR termékek aminosav sorrendjének meghatarozéasara 2011. februar
végén kerilt sor. A 4. tablazatban a 6/4-es és 6/3-as E. coli baktérium koloniak altal
felszaporitott PCR termékek aminosavsorrendje lathatd. A 5. tdblazat a 1/4, 2/2, 3/5 és 4/2
jelzésh baktérium kolonidk altal felszaporitott PCR termékek szekvencidja lathato.

A 6/3 és 6/4-es szamu minipreparatumok, - amelyek ugyanannak a 6. szamu
Badacsonytomaji GLRaV-1 virusizolatumnak az E. coli DH5a torzsének eltéré koloniai -,
altal felszaporitott PCR termékek a gélelektroforézis soran méretiikben eltérést mutattak. A
szekvencia meghatarozas soran megallapitottuk, hogy amindsav sorrendjiik majdnem teljesen
megegyezik. Az 1/4, 2/2, 3/5 és 4/2- es szamu kolonidk PCR termékeinek dsszehasonlitasbol
lathat6, hogy az 1/4-es szdmu kolonia esetében tobb helyen is lathaté aminosav csere, a tobbi
koldnia altal felszaporitott termékhez képest.

4. tablazat A 6/3-as és 6/4-es kolonia altal felszaporitott PCR termékek nukleotid szekvenciaja

6 3 1 TGCCGGCGGAGTATAACTCGTTCAAGCGAAGTTTTGTGGGCGTCGCTTTGGAAGGGTTAG
6 4

1 TGCCGGCGGAGTATAACTCGTTCAAGCGAAGTTTTGTGGGCGTCGCTTTGGAAGGGTTAG



6 3 61 GTAAGCCGTTGAGAGCTCTCATAAACGAACCAACGTCAGCAGCTTTGTACGGCGCTGTTA
6 4 61 GTAAGCCGTTGAGAGCTCTCATAAACGAACCAACGTCAGCAGCTTTGTACGGCGCTGTTA
6 3 121 GGGGAGGTGCGCTGAAAGAGACGTACGCCGTCTTCGATTTCGGAGGAGGGACTTTAG. .A
6 4 121 GGGGAGGTGCGCTGAAAGAGACGTACGCCGTCTTCGATTTCGGAGGAGGGACTTTAGATA
6 3 179 TATCGTTCATTTCAAGGTTCAATAACGTCGTGAGCGTCTTATTTTCGAAAGGAGACAACT
6 4 181 TATCGTTCATTTCAAGGTTCAATAACGTCGTGAGCGTCTTATTTTCGAAAGGAGACAACT
6 3 239 TTTTGGGAGGTCGCGACATAGACAGAGCGATAATACAATTCCTGCGTAAAGAGAAACGAA
6 4 241 TTTTGGGAGGTCGCGACATAGACAGAGCGATAATACAATTCCTGCGTAAAGAGAAACGAA
6 3 299 TAACCGGTGAGATAGATGCGGGTATATTGGCGGTTATGATAGCTGACCTAAAAGAGAAAA
6 4 301 TAACCGGTGAGATAGATGCGGGTATATTGGCGGTTATGATAGCTGACCTAAAAGAGAAAA
6 3 359 TTTGTGTTAATGGTGGTACACAATACACGCAAATGAAGACGTCGAACGGCTTAGAAACCT
6 4 361 TTTGTGTTAATGGTGGTACACAATACACGCAAATGAAGACGTCGAACGGCTTAGAAACCT
6 3 419 TATCATTGTCGGTAGACGAATTGAACACCGTCTCTGAACCATATATAGACAGAGCGATCA
6 4 421 TATCATTGTCGGTAGACGAATTGAACACCGTCTCTGAACCATATATAGACAGAGCGATCA
6 3 479 AAATCTTCGTAGAAGGTGCTGA

6 4 481 AAATCTTCGTAGAAGGTGCTGA

5. tablazat az 1/4, 2/2, 3/5 és 4/2 jelzésii koloniak altal felszaporitott PCR termékek nukleotid
szekvenciaja

1 CAAAACTGGTCTTGACAACTTTTACCCAGACCCGGTTATTGCTGTTATGACTGGGGGGTC

121 GTTCGACAGTACCGATTTTAGATGTTCGGTGGCTTGTGGGGCTAAGGTTTACTGCGATAT
L2 L e et e e
121 o i e e e e e e e e e e e
121 ... A...T....o.... Gevvvnins T T.....
181 TTTGGCAGGTAATAGCGGACTGAGACTGGTGGACACTTTAACGAATACGCTAACGGACGA
e
181 ...... I
e Ge et e e e
241 GGTAGTGGATTTTCAGCCGGTGGTAATTTTCCCGAAAGGTAGTCCAATACCCTGTTCATA
2 L e e et e e e e e e e e e e e e e
e
241 Gl Cov.t B e e e et et et et e i e e e e
301 TACTCATAGATACACAGTGGGTGGTGGAGATGTGGTATACGGTATATTTGAAGGGGAGAA
B0 i e e e e e e e e e e e e e e
B0 i e e e e e e e e i e e e e e
301 C..... et e i e e
361 TAACAGAGCTTTTCTAAATGAACCGACGTTCCGGGGCGTACCGAAACGTAGGGGAGACCC
30l i e e e e e e e T
30l i e e e e e e T...... T
361 ...... Gttt e e Ao, T e
421 AGTAGAGACCGACGTGGCGCAGTTTAATCTCTCCACGGACGGAACGGTGTCTGTTATCGT
L
B2 L it e e e e e e e e e e e i e e e e e
421 AA. ..o A..... A...... T.A...ooooa.. T..... Ao, T..
481 TAATGGTGAGGAAGTAAAGAATGA
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Az altalunk gyljtott izoldtumok HSP70-es gén 500 bp hosszisagu szakaszanak
aminosav sorrend meghatdrozasat kovetden a Biotechnoldgiai Informaciok Nemzetkozi



Kozponti Adatbazisaban (National Center for Biotechnology Information, NCBI) elhelyezett
GLRaV-1 (18. abra) és GLRaV-3 (19. abra) HSP70-¢s fehérjetermék variansainak adataival

Osszevetve a kovetkez6 torzsfakat kaptuk:
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18. abra GLRaV-1 HSP70-es génszakaszanak rokonsagi viszonyai

Jelmagyarazat: génbanki azonositoval rendelkez6 izolatumok: AY754914.1 - sv12-5 (Csehorszag), AY754912.1
- sv12-3 (Cschorszag), AY754929.1 - sv26-1 (Csehorszag), AY754931.1 - sv26-3 (Csehorszag), AY754920.1 -
sv17-1 (Csehorszag), AY754944.1 - TI33-6 (Szlovékia), AY754939.1 - TI133-1 (Szlovakia), FI952150.1 - IR-S7
(Iran), AF233935.1 - (USA), AY754924.1 - sv20-1 (Csehorszag), AY644650.1 - Czech heat shock protein gene
(Csehorszag), AY754933.1 - TI29-1 (Csehorszag), AY754915.1 - sv15-1 (Csehorszag), AY754905.1 - sv11-1
(Csehorszag), AF195822.1 - (Ausztralia), a magyarorszagi izolatumok jeldlése: 6.4.1. (Badacsonytomaj)

A GLRaV-1 HSP70-es gén 500 bp hosszusagu szakaszédnak génbankbdl és az altalunk
gyljtott izolatum nukleinsav sorrendjének analizisébdl kapott dendrogramon is jol lathatd,
akarcsak Kominek is munkatarsai (2005) publikacidjaban.

Az eddig ismert szekvenciaadatok alapjan GLRaV-1 HSP70 gén esetében a genetikai
valtozékonysag alapjan két csoportot lehet elkiiloniteni. Az egyik az éltaluk A csoportnak, a
masik az E csoportnak nevezett. Az ,,A” csoportot alkotja az AF233935-6s génbanki
azonositészami Amerikai Egyesiilt Allamokbél és az AF195822-es Ausztralidbol vald
1zolatumok (Amerikai-Ausztral ,,A” csoport). Az ,,E” csoportba az 540 bp hosszusagtt HSP70
gén szakaszanak analizisekor pedig olyan eurdpai izolatumok keriiltek, mint az AJ404738
szami Ausztridbol ¢€és az Y15891 azonositoval ellatott Olaszorszagbdl szarmazéd
virusizolatumok. Kominek és munkatdrsai a sajat csehorszagi és szlovakiai izolatumokat és
azok i1zolatumainkénti 4-6 klonjait helyezték ebbe a rendszerbe. A 24. dbran latszik, hogy
valdban van genetikai tavolsag a két csoportosulas kozott.

Az els6 csoportot az AY754914.1 sv12.5., az AY754912.1 sv12.3., az AY754929.1
Sv26.1, az AY754931.1. sv26.3. és az AY754920.1 sv17.1. csehorszagi izolatumok, valamint
az AY754944.1. TI133.6. és az AY754939.1. TI133.1. Szlovakiabol szdrmazo izolatumok.
alkotjak.

A masodik csoportba az altalunk készitett dendrogram adatai alapjan az FJ952150.1.
IR-S7 (Irdn), az AF233935.1 (USA), az AY754924.1 sv20.1., az AY644650.1., az
AY754933.1 TI29.1-es, az AY754915.1. sv15.1., valamint az AY754905.1 sv1l1.1.
(Csehorszag) izolatumok tartoznak. Habéar a fent emlitett publikdcié adatai szerint az
AF195822.1 jelzésli, ausztraliai virusizolatum is ugyanebbe a csoportba sorolhato, a tobbi
izolatumtol jol lathatdan eltér.

A 6.4.1-es szammal ellatott Badacsonytomajrol szarmazé izolatum a filogenetikai
elemzés utan lathatéan az elsé csoportba tartozik.



ef508151 | I.
270 3.5
1601 2j748524
aj748521
aj748512
aj748514
dq780887
2.2
dq780891 [,
94352631
aj748511
aj748517
eu344893
4.2
af037268

—'aj748522j
I

dq780889

s34[—*aj748513

03 u2[ e 9q352632
4584 —e 01259806
964 s | V.
aj748516

L 2j748510
1000~ aj748519
Legq352633

0,060

19. dbra A GLRaV-3 HSP70-es génszakaszanak 0Osszehasonlité elemzésébol elkészitett

filogenetikai torzsfa

Jelmagyarézat: génbanki azonositoval rendelkez6 izolatumok: ef508151 - NZ-1 (Uj- Zéland), aj748524 - I1L1
(Izrael), aj748521-MT-48-4 (Olaszorszag), aj748512 - AUSG5-5 (Ausztria), aj748514 - C3 (Kina), dq780887 -
C3-1 (Kina), dq780891 - WA N1-1 (USA), gg352631 - 621 (Dél- Afrika), aj748511 - AUSG5-4 (Ausztria),
aj748517 - Sy2-7 (Sziria), eu344893 - CI-766 (Chile), af037268 - NY1 (USA), aj748522 - Tu32 (Tunézia), dq
780889 - C5-1 (Kina), aj748513 - AUSG5-8 (Ausztria), gq352632 - 623 (Dél- Afrika), eu259806 - GP-18 (Dél-
Afrika), aj748516 - Sy2-4 (Sziria), aj748510 - AUSGb5-2 (Ausztria), aj748519 - MT-48-2 (Olaszorszag),
00352633 - PL-20 (Dél-Afrika), a magyarorszagi izolatumok jelolése: 3.5. (Badacsonytomaj), 2.2. (Készeg), 4.2.
(Cserszegtomaj), 1.4. (Készeg)

A GLRaV-3 HSP70-es gén 500 bp hosszusagu szakaszanak szekvencia analizise és a
génbankban talalhato kiilfoldi izolatumok adatai alapjan készitett dendrogram adatai alapjan 5
csoportot lehet elkiiloniteni.

Az els6 csoportba az ef508151 génbanki azonositéji NZ-1 Uj Zélandbol szarmazd
izolatum tartozik.

A masodik csoportba tobb izolatum is sorolhatd. Ezek az aj748524 IL1 (Izrael),
aj748521 MT-48-4 (Olaszorszag), az aj748512 AUSG5-5 (Ausztria), aj748514 C3 (Kina), a
dq780887 C3-1 (Kina), dq780891 WA N1-1, (USA), a gq352631 621 (Dél-Afrika), aj748511
AUSG5-4 (Ausztria), az aj748517 Sy2-7 (Sziria), az eu344893 C1-766 (Chile), az af037268
NY1 (USA) valamint az aj748522 Tu32 jelzéssel ellatott (Tunézia) GLRaV-3 HSP70-es gén
szekvencia adatai. Ebbe a csoportba tartozik 3 magyarorszagi altalunk gyiijtott és vizsgalt
izolatum is. A 3.5 jelzésli badacsonytomaji izoldtum a legnagyobb hasonlosagot az IL1, az
MT48-4 és az AUSG 5-5 izolatumokkal mutat azonossagot. Jol lathaté a dendrogramon, hogy
nincs kozottik kiilonbség. A 2.2 kdszegi minta a C3 és C3-1 kinai mintdkhoz hasonlit
leginkabb, mig a 4.2 Cserszegtomajrél szdrmazd izoldtumunk a CL-766 izoldtummal all
kozelebbi rokonsagba.

A harmadik csoportba, az altalunk készitett torzsfa adatai alapjan csak a dq780889-es
génbanki azonositoval rendelkezd C5-1-es kinai izolatum tartozik.



A negyedik csoportot az aj748513 szami AUSGS5-8 ausztriai minta, a 9gq352632-es
azonositoju 623-as Dél- Afrikabol szarmazo, az eu259806- GP-18-as szintén dél- afrikai, az
aj748516 génbanki azonositdju Sy2-4-es sziriai minta és az, aj748510-es AUSGS-2 jelzési
ugyancsak Ausztriabol aszarmazdé GLRaV-3 izolatumok alkotjdk. A vizsgalt magyarorszagi
izolatumok koziil a szintén Kdszegrdl szarmazo 1.4 jelzésili izoldtum ebbe a csoportba kertilt a
vizsgalataink alapjan.

Az 6todik utolsd csoportot a torzsfat alkotd izolatumok koziil az aj748519-es szamu
MT-48-2 olaszorszagi izolatum és a gq352633 génbanki azonositoju P1-20-as dél-afrikali
izolatum alkotja.

A virus izolatumok szekvencia adatai a Nemzetkdozi Génbanki Adatbazisba
HE794021-HE794025 nyilvantartasi szamokkal keriiltek be a magyarorszagi sz0616
levélsodrodas virus izolatumok koziil.

A kozonséges farkasalma (Aristolochia clematitis L.) levélminta vizsgalatanak
eredménye

A sz016 levélmintakkal egyidében elektronmikroszkopos vizsgalatot végeztiink a
virusfertézésre utald tiineteket mutaté levélmintdkon (20. &bra). Megallapitottuk, hogy a
levélmintadkban kb. 80-120 nm 4tmérd;jii, kozel izometrikus glitkoproteid burokkal rendelkezd
virionok (virus partikulumok) lathatok (21. dbra). A morfologiai felépités alapjan Tospovirus
nemzetséghez tartozd Tomato spotted wilt virus (TSWYV) jelenlétét valdszintsitettiik, igy
tovabbi molekularis vizsgalatokat végeztiink S1983 és S2767 primerek segitségével, melynek
eredményeként RT- PCR-rel is igazoltuk (6. tablazat) a levélmintdban a virus jelenlétét.

20. 4bra Klorotius foltok kozonséges farkasalma (Aritolochia clematitis L.) levelein



21. abra Tomato spotted wilt virus virionok kozonséges farkasalma (Aristolochia
clematitis) levélben (Fotd: Boka Karoly)

6. tablazat TSWV kopenyfehérje régiojanak nukleotid szekvenciaja

ACCCCAAACATTTCATAGAACTTGTTAAGAGTTTCACTGTAATGTTCCATAGCAATACTTCCTTTAGCATTAGGATTGCT
GGAGCTAAGTATAGCAGCATACTCTTTCCCCTTCTTCACCTGATCTTCATTCATTTCAAATGCTTTGCTTTTCAGCACAG
TGCAAACTTTCCCTAAGGCTTCCCTGGTGTCATACTTCTTTGGGTCGATCCCAAGGTCCTTGTATTTTGCATCCTGATAT
ATAGCCAGGACAACACTGATCATCTCAAAGCTATCGACTGAAGCAATAAGAGGTAAGCTACCTCCCAGCATTATGGCAAG
CCTCACAGACTTTGCATCATCAAGAGGTAATCCATAGGCTTGAATCAAAGGGTGGGAAGCAATCTTAGATTTGATAGTAT
TGAGATTCTCGGAATTCCCAGTTTCCTCAACAAGCCTGACCCTGATCAAGCTATCAAGCCTTCTGAAGGTCATGTCAGTG
GCTCCAATCCTGTCTGAAGTTTTCTTTATGGTGATTTTACCAAAAGTAAAATCACTTTGCTTAATAACCTTCATTATGCT
CTGACGATTCTTCAGGAATGTCAGACATGAAATAACACTCATCTTTTTGATCTGGTCAAGGTTTTCCAGACAAAAAGTCT
TGAAGTTGAATGCTCCC



Kovetkeztetések javaslatok

A tiineteket mutatd mintdkban azonositott alacsony virusfertdzottség oka részben
abban keresendd, hogy mas tényezok is szerepet kaphattak a tiinetek kialakuldsaban, pl. a
viroid €s mas altalunk nem vizsgalt virusferézések is levélsodrodast okoznak, a fitoplazmas
tiinetek pedig gyakran Osszetéveszthetok a virusbeteg ndvények tiineteivel. Szamos sz616virus
kimutatdsdhoz nem all rendelkezésre antiszérum. A kimutathatosagot Iényegesen befolyasolja
a mintavétel ideje €s a feltdrds moddja, a viruskoncentracio, valamint a novényi szévetek
inhibitor tartalma, ami szintén eredménytelenségre vezethet. Ez lehet az oka annak, hogy a
szimptomatologiailag fert6zottnek tekinthetd tokék esetében a begyljtott mintdk kevesebb,
mint felébdl sikertilt kimutatni valamely virust.

Szamos esetben GFkV fertézottséget tudtunk kimutatni, olyan tékékrdl, melyek a
szakirodalomban leirt tiineteket nem mutattak. A virussal fert6zott tokék levelei sargultak,
levél deforméciokat mutattak és néhany esetben mozaik foltossagot figyelhettiink meg. Ezeket
a mintakat Tokaj, Gyongyostarjan és Szomolya teriiletérdl gyiijtottiikk be, itt a GFkV volt a
leggyakrabban el6fordulé korokozo.

A virusos leromlast okozd nepovirusok nem voltak kiilon-kiilon nagy szamban jelen.
A felmérés eredményei azt mutatjak, hogy a GFLV a korabbi eredményekkel ellentétben, mar
kevésbé gyakori, vagy a fert6zd leromlés tiinet egyiittesét mas korokozok is eldidézhetik.

A sz0616 fert6zo leromlas tiinetcsoportba sorolt virusok egyiitt is kisebb gyakorisagban
fordultak eld, mint a levélsodrodas tiinetet okozé GLRaV 1-3, amelyeket 33 esetben sikertilt
azonositani. A tipikus levélsodrddas és levélelszinezddést mutatd szolotokékrol szarmazo
mintaknal csak kisszamu GLRaV 1-3 jelenlétet tudtunk bizonyitani szerologiailag.

A tlinettani és szeroldgiai vizsgalatok O0sszevetése utan arra kovetkeztetiink, hogy a
novény az esetek legnagyobb részében valamilyen anyagcserezavarral jelzi a koérokozok
szakirodalmi leirdsoknak megfelenek, viszont az adott virusra jellemzd és jol behatarolhato
tiinetek ritkan fordultak eld. A GFkV esetében megfigyeltiink élettani elvaltozasokat, ilyen
tiinetekre valo utalast, azonban az indikator fajtan kiviil, e virus esetében nem taldlni. A
levélsodrodast okozo virusok esetében a tiinetek és virusok jelenléte volt a legnagyobb
biztonsaggal kimondhaté a barmely virussal fertdzott tokék koziil. Azonban a begyiijtott
mintak koziil a hasonl6 tiineteteket mutatok csak egy része volt virusfert6zott, GLRaV-1, -2
vagy -3-mal. Egy hazai sz6l6levélmintabol kiilf6ldon mar kimutatott GLRaV-7-et, valamint a
hatot nem tudtuk szerologiai Giton kimutatni. A Magyarorszagon, szeroldgiai iton mar egyszer
kimutatott négyes csoportot, valamint a hazai mintdkbol eddig ki nem mutatott 6tds, nyolcas
¢s kilences szamu csoportokat pedig antiszérum hidnyaban nem tudtuk vizsgalni. Arra lehet
kovetkeztetni, hogy a tiineteket a nem vizsgalt viruscsoportjainak is, de feltehetden fitoplazma
fertézés vagy a novény élettani sajatossadgainak kovetkezménye. Esetleg a szerologiai
kimuthatosag volt gatolt, a ndvények magas inhibitoranyagainak, a tanninnak és a fenoloknak
koszonhetden, vagy a viruskoncentracio nem volt kelléen magas ezekben a levélmintakban.

A felmérés adataibol kitlinik a GFkV-val fert6z6tt mintdk nagyobb szama, kiillondsen
az orszag Eszak-Keleti részén: az Egri, a Matrai, a Tokaji borvidéken, de jelen van a Tolnai €s
a Balatonfelvidéki borvidéken is. Jelenlétére utald specialis tlinet nincs, az indikatorfajon
(Vitis rupestris cv. St. George) kiviil mas fajtakban nem irtak le tiinetet, latens fert6zést idéz
eld. A felmérés tapasztalata az volt, hogy levél deformacio, mozaik és klorozis is jelezheti a
virus fertdzését. Sok esetben a levélsodrodas €s vords vagy sarga elszinez0dés sem a
Magyarorszagon gyakorinak szamit6 GLRaV-1 és GLRaV-3 jelenlétét mutatta. Ezeket a
virusokat a Balaton koriili borvidékekben (Badacsonyi, Balaton-felvidéki), az orszag Eszak-
Nyugati részén fekvé Soproni és a Déli- Dél- Nyugati Pécsi és Villanyi borvidékeken talaltuk
meg nagyobb szamban. Ezen kiviil a Kunsagi borvidéken is észleltiik jelenlétét. AMV-t is



talaltunk a Balatonfelvidéki, a Tokaji és a Zalai borvidékeken is. A Nepovirus nemzetség
tagjai kozlil a GCMV ¢és az ArMV voltak a gyakoribbak, kiilonosen a Zalai borvidéken. A
vilagszerte nagy problémat okozo korai virusos leromlast el6idéz6 Nepovirusok valamelyikét,
a tiinettani felmérés alapjan varthoz képest kevesebb esetben sikeriilt kimutatni. A
legelterjedtebbnek tartott GFLV-t is csak 6t minta esetében lehetett igazolni a Balatonboglari,
Balatonfelvidéki, Balatonfiiredi és a Szekszardi borvidéken.

A kapott eredményekbdl jol lathatd, hogy a kordbban nagy jelentdséggel bir6 GFLV
gyakorisagat tekintve a vartnal kisebb mértékli, bar a tobbi nepovirussal (GCMV, TBRYV,
ArMV) egyiitt még mindig jelentds ardnyt képvisel. Vizsgalataink alapjan levélsodrodas
tiineteit okozé6 GLRaV-1 és GLRaV-3 jelent6sége nagyobb. Tovabba a GFkV fertdzések
magas szama.

Molekularis uton egy Badacsonytomajrol szarmazd6 GLRaV-1 és négy
Badacsonytomajrol, Koszegrél és Cserszegtomajrol szarmazd GLRaV-3  izolatumot
vizsgaltunk. A HSP70 homolog fehérjét kodold gén 500 bazispar hossziisagh génszakaszanak
nukleinsav sorrendjének meghatarozdsa utdn Osszevetettik a mar génbanki adatbazisban
szerepld kiilfoldi izolatumok szekvencia adataival. Az igy kapott filogenetikai torzsfa
adataibol jol lathato, hogy a GLRaV-3 izolatumok koéziil a 3.5 Badacsonytomajrol, a 4.2
szamU Cserszegtomajrol és a 2.2 szamu Ko&szegrél szarmazd izolatumok a genetikai
tavolsaguk figyelembe vételével egy csoportba sorolhatok. A 3.5. minta kozel azonos a
génbankban mar szerepld IL1 izraeli, MT48-4 olaszorszagi és az AUSGS-5 ausztriai
virusokkal. Ezektdl kis mértékben tér el a 2.2 minta, a tole legkevésbé eltér6 a C3-1 és C3-as
Kinabol szdrmazo izoldtumok. A 4.2 cserszegtomaji minta a dendrogram adatai alapjan a
legkozelebbi rokonsagot a CL-766-0s chilei, az SY2-7-es szir és az AUSGS5-4-es ausztriai
izolatumokkal mutatja. Ebbe a csoportba tartozik két Amerikai Egyesiilt Allamokbél, egy
Dél- Afrikabol és egy Tunézidbdl szdrmazd izolatum is. Jol lathatd, hogy ezek kozott az
orszagok kozott a foldrajzi tdvolsag olyan nagy, hogy pontosan nem lehet megallapitani, hogy
melyik orszagbol indulhatott ki a virusfertdzés, viszont a terjedésben az adatok alapjan a
kereskedelemnek lehetett a legnagyobb szerepe.

Az 1.4 —es minta ugyancsak Kdszegrol szarmaz6 minta, habar ugyarrdl a tablarol
szarmazik, mint a 3.5 szdmu, a dendrogram adatai alapjan egy masik csoportba tartozik,
legnagyobb hasonlosagot a GP-18-as és 623-as dél-afrikai és az AUSG5-8-as ausztriai
izolatumokkal mutatja. Ugyanide tartozik még SY2-4 jelzésii szir, valamint egy masik
ausztriai AUSG5-2-es izolatum is. Az 1. csoportba tartozod, jol lathatéoan a tobbi csoporttol
leginkabb elkiiloniild6 NZ-1-es Uj Zélandrél szarmazé virus, valésziniisithetben a sajatos
genetikai dllomanyat az elszigetelt fejlodésének koszonheti.

A Magyarorszagrol szarmazo izolatumok hasonldsdgot mutatnak a szomszédos
Ausztriabol szarmazd virusokkal, igy akar mas terjedési mod is kozrejatszhatott a mindkét
orszagban megjelend virusfertdzésnek. Akar természetes modon bizonyos pajzstetii fajok is
szerepet jatszhatnak, ennek megerdsitése azonban tovabbi vizsgalatok elvégzését koveteli
meg.

A GLRaV1 esetében a korlatozottan rendelkezésre 4ll6 adatok tiikrében korabbi
munkak alapjan csehorzsagi, szlovékiai, irani, Amerikai Egyesiilt Allamokbeli és ausztral
izolatumokkal lehetett 6sszehasonlitod elemzést végezni. Megerdsitést nyert, hogy valdoban két
csoportba lehet sorolni. Az 6.4.1 jelzésli badacsonytomaji izoldtum az sv12.5-0s
Csehorszagbol szarmazo virussal mutatja a legnagyobb hasonldsagot, de egy csoportba
sorolhatd az sv15.1-es, az sv12.3-as, az sv17.1-es, az sv26.1-es és az sv26.3-as csehorszagi,
valamint a T1 33.1 és T133.6-os szlovakiai izolatumokkal, amelyet korabban ,,E” europaiként
neveztek el. A masik ,,A” amerikai-ausztral csoportot egy irani, egy amerikai, hat csehorszagi
¢€s egy ausztral izolatum alkotja.



Ezen adatok alapjan sem tudjuk biztosan igazolni, hogy a magyarorszagi
virusizolatum honnan szarmazhat, feltehetdlega terjedésében a fertdzott szaporitdoanyag
jatszhat fontos szerepet.

A génbanki adatbazisban megtalalhatd informaciokra tamaszkodva a genetikai
hasonlésagok feltérképezhetdk, azonban ahhoz, hogy minél helytallobb kovetkeztetéseket
lehessen levonni az egyes virusok eredetét és igy a virus genetikai anyagaban bekodvetkezo
valtozéasokat illetéen, sziikség van arra, hogy minél tobb adat alljon rendelkezésre és az egyes
orszagokban megjelent virusizolatumok szekvenciaadatai is elérheték legyenek minél
nagyobb szdmban.

A dolgozatban szerepld virus izolatumok szekvencia adatai HE794021-HE794025
nyilvantartasi szdmokkal elhelyezésre kertiltek a génbankban.

Sziikség lenne a tovabbiakban a hazai virusizolatumok molekularis feltérképezését
folytatni és szekvencia adataik elhelyezését a virus génbank adatbazisdba, hogy ezek is
hozzaférhet6k legyenek tovabbi genetikai vizsgalatokhoz, amellyel meg lehet pontosan
allapitani a terjedésiik modjat. A jelenlegi adatok alapjan valoszintsithetd a fertézott
szaporitdbanyaggal val6 terjedés, amely a kereskedelmi tevékenységgel fligg 0ssze.

Eredményeink megerdsitik azt a mar korabbrol ismert tényt, hogy csak a szimptoémak
alapjan a virusok pontos azonositdsa nem lehetséges.

Ezeknek egy része élettani problémakkal fiigghet O0ssze, tapanyaghidny (Bovey és
mtsai, 1980), mas résziik valoszintisithetden fitoplazmdas eredetii, habar a tiinetek nagyon
hasonloak (Martelli, 1993). Ezzel a felméréssel mod nyilt a sz016 virusfertézottségében az
utobbi években bekodvetkezett valtozasok nyomon kovetésére, ugymint egyes korokozok
megjelenése illetve eldretdrése.

A hagyomanyos lagyszara és fasszaru tesztelés a GFLV kiilonb6zd torzseit, vagy az
eltéré atviteli tulajdonsaggal is rendelkez6 GLRaV szeroldgiai csoportjait nem tudja
elkiiloniteni, vagy 0j kérokozdk esetén a pontos azonositast biztositani. Tovabbi hatranya az
idoigénye és az egyéb biotikus és abiotikus kornyezeti tényezOk befolydsold hatasanak
érvényesiilése. A jovoben mindenképp sziikséges €s kivanatos volna a szerologiai vizsgalatok
mellett a molekularis vizsgalatok parhuzamos elvégzése is €s annak bevezetése a gyakorlatba
a kérokozok pontos azonositasa érdekében.

A dolgozat elkészitéséhez sziikséges vizsgalatok elvégzésekor a szdldlevélmintak
mellett kdzonséges farkasalma (Aristolochia clematitis) levélmintak is begytijtésre keriiltek.
Az esetiikben elvégzett eletronmikroszkopos ¢és rt-PCR  molekularis  vizsgalatok
eredményeképpen Paradicsom bronzfoltossag virust (Tomato spotted wilt virus, TSWV)
azonositottunk. Ez idaig a korokozot hazankban errdl a fajrol még nem irtdk le. Mivel a
virusfert6zott gyomndvényt szO16 lltetvényben talaltuk, igy tovabbi vizsgalatokat folytatunk a
virus sz010 levélmintak esetében is.

A virusvektor fonalféregfajok elofordulasa a hazai szoléiiltetvényekben

A vizsgalt hazai sz6l8iiltetvényekbdl gyiijtott 97 db talajmintabol 42 esetben (40,7%)
azonositottuk a Xiphinema genus valamely fajat. A Xiphinema vuittenezi-t az altalunk vett
mintdk egyharmadaban talaltuk meg. A 97 db talajmintabol 37 esetben (35,9%) azonositottuk
ezt a fajt. A Xiphinema index fonalféreg 5 esetben volt jelen a mintakban. A vizsgalt
teriiletekrél elmondhatdé, hogy a Villanyi, Mecsekaljai és a Tolnai borvidék
sz6l6iiltetvényeiben megtalaltuk a X. vuittenezi-t, de csak alacsony egyedsiiriségben. A
Balatonmelléki borvidék vizsgalt talajaiban szintén a X. vuittenezi fonalféreg fajt
azonositottuk, nagyobb egyedszamban, mint az elobb emlitett teriileteken. A Matraaljai és az
Egri borvidék sz6ldiiltetvényeibdl nyertiik ki a legnagyobb egyedstiriiségben a X. vuittenezi



fonalféreg fajt a vizsgalt teriiletek koziil. Emellett a Matraaljai és az Egri borvidékrdl a X.
index-et azonositottuk a begyiijtott talajmintakbol. Az utobbi faj itteni eléfordulasa az eddigi
szakirodalombol nem ismert. A Tokaj-Hegyaljai borvidék vizsgalt liltetvényeibdl nem sikeriilt
virusvektor fonalféreg fajt kimutatnunk. Uj eredménynek tekintheté a X. index eléfordulasa
olyan teriiletekrél, ahonnan korabban nem volt ismert ennek a — hazankban feltételezhetéen
ritka és sporadikus el6fordulast- fajnak a jelenléte.

A nehézfémek hatasa a nematodakra

Vizsgalva a nagytisztasagi viz (Milli-Q) hatasat, azt tapasztaltuk, hogy ez
megvaltoztatja az allatok nyomelem-osszetételét (hiszen az erdteljesen hipoozmotikus
kozegnek koszonhetden az allat ionokat ad le). A fonalférgeket nagytisztasagi vizben
taroltuk, majd az allatok eltavolitdsa utan mértiik az oldatok nyomelem tartalmat TXRF
spektrometria modszerével. Az éllatokat egyaltalan nem tartalmazoé ,,vak” mintadhoz képest
novekedést tapasztaltunk az iontartalmat illetden. (Hasonl6 eredményre vezetett a
nematodakat tartalmazoé oldat néhany napig torténd vizsgalata fajlagos vezetoképesség
szempontjabol). A TXRF spektrometriai mddszer esetén mikroszkop segitségével mértiik az
allatok hosszat ¢s szélességét, ezen adatokbdl az allatok tdomege megbecsiilhetd. A jelentési
id6észak végén lebonyolitottunk egy akut toxicitdsi tesztet réz kiilonb6zd koncentracidinak
(100 mmol/l, 10 mmol/l, 1 mmol/l, 0,1 mmol/l, 0,01 mmol/l) az allatok talélésére, illetve
mikroelemtartalmara gyakorolt hatdsaira vonatkozoan.

A kutatds gyakorlati eredményei koziil kiemelendd, hogy szélesebb korben is
alkalmazhatoé szempontokat adnank e szennyezések hattérmechanizmusainak részleges
tisztazasahoz. Masrészt a kisérletek eredményei hozzdjarulhatnak a kornyezet- ¢s
¢lelmiszerbiztonsag javitasahoz.

Trichoderma fajok hatasa a fonalférgekre

A Trichoderma fajok eltérd intezitassal 3-4 napon beliil elérték a fonalférgeket. Mar a
3. napnal megfigyelhetd volt egyes gombafajok pusztitdé hatdsa. A vizsgilat eredményei
mindenképpen pozitivnak mondhatoak, hiszen még a C. elegans fonalféreg faj rendkiviil
intenziv szaporodasa mellett is a totalis pusztitast érték el a vizsgalt gomba fajok. A felmérés
gyakorlati eredményei koziil kiemelkedd, hogy a Xiphinema index virusvektor fonalféreg faj
esetében is igazolddott a hipotézisiink.
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