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2. BEVEZETES

A viroidok a virusoknal is egyszerlibb novényi parazitak, melyek egy fehérjét nem kodolo,
csupasz cirkularis egyszali RNS-bdl allnak. A szdldviroidok tobbnyire latensek, ha mégis
okoznak tiineteket, akkor azok megjelenése kiszamithatatlan. Sz6loben gazdasagi
jelentdségiik nem tisztazott, azonban ismeretes, hogy egyes sz6l6viroidok szinergisztikusan
hathatnak bizonyos virusokkal kevert fertdzésekben. Az altalunk vizsgalt viroid, a Komlo
torpiilés viroid (Hop stunt viroid — HSVd) volt, mely jelentds karokat okoz a komlo és
uborkatermesztésben, de fertéz kiilonb6z6 citrus- és csonthéjas fajokat is. Mivel sz616n a
HSVd latens, igy az tiinetmentes rezervoarnovényként, tehat fertdzési forrasként
funkcionalhat.

Maig egyetlen olyan munka ismert, melynek sordn néhany sz6léviroidot sikerrel
eliminédltak szomatikus embriogenezis soran, ismereteink tehat korlatozottak ebben a
témaban. A sz6ldviroidok sejtmagi lokalizacidjuak, mig a sz616virusok tobbsége citoplazmas,
ezért elképzelhetd, hogy a viroidok més mechanizmus utjan vesznek el a szomatikus
embriogenezis soran, mint a virusok. Feltételezziik, hogy a sejtmagi lokalizacio
megnehezitheti a viroid eliminéaciojat a kallusz-fazis alatt, illetve a szomatikus embriogenezis
folyamén. Ez gyakorlati szempontbo6l jelenthetné azt, hogy a viroidokat elvesztett regeneralt
novények jo eséllyel a virusokat is elvesztették, igy a viroidmentesség egyfajta indikatora
lehetne a virusmentességnek a patogénmentes szaporitoanyag eldallitasakor.

A HSVd ilyen szempontbdl idedlisan kovethetd viroid: szinte minden sz6lében
megtalalhat6 a vilag minden tajan, olcson és nagy biztonsaggal kimutathatdo PCR-el, stabilabb
egy novényi mintdban, mint a virusok altalaban.

Munkénk kezdetén kiilonb6z6 sz6léfajtdkon virus- és viroid teszteket végeztiink. HSVd-t
¢és legalabb még egy virust tartalmazo szolonovényekkel dolgoztunk. In vitro szomatikus
embriogenezisen keresztiili ndvényregeneralashoz portokokbol embriogén
kallusztenyészeteket inditottunk. Mivel zommel olyan szdl6fajtakkal dolgoztunk, melyeknek
szovettenyésztésbe vondsardl nem voltak eldzetes ismereteink, ezért adatokat gylijtottiink
néhany fajta kalluszosodési képességérdl a portokméret, valamint a téke (azaz az egyedek
kozti variacio) szerint.

Eredményeink eltéréseket mutatnak a fajtak és az egyedek kalluszosodasi képességében, és

biztatdak a viroidmentesités tekintetében is.



3. CELKITUZESEK

Sz6l6 esetében a szomatikus embriogenezis a leggyakrabban felhasznalt modszer a
novény-sejt-novény regeneracioban, mely szamos biotechnologiai modszer alapjat képezi.
Munkam soran a szomatikus embriogenezist elsdsorban mint viroidmentesitési modszert
kivantam alkalmazni kiilonb6z6 interspecifikus és Vitis vinifera szélofajtak esetében.
Ugyanakkor, a fajtak kozott jelentds eltérések lehetnek az embriogén kalluszképzés terén,
ezért fontosnak tartottuk, hogy errdl is adatokat gytijtsiink.

Célul tiztiik ki, hogy

1.) a bizonyitottan virus- ¢és HSVd-fertézott novényekbdl virus- és viroidmentes

novényeket allitsunk el in vitro szomatikus embriogenezisen keresztiil,

2.) olyan Magyarorszagon elterjedt szél6fajtakat vonjunk szdvettenyésztésbe, melyekrol
nem rendelkeziink irodalmi informaciokkal az in vitro embriogén kalluszindukciorol, és
megvizsgaljuk ezen fajtak esetében, hogy a portokok mérete hatassal van-e a kalluszosodo
portokok aranyara, illetve, hogy az egyes tokék hatassal vannak-e a kallusz indukcid

hatékonysagara,

3.) parhuzamosan kovessiik a viroidok és virusok elvesztését a szomatikus embriogenezis

soran, ezzel vizsgalva, hogy a viroidmentesség jelezheti-e a virusmentességet.



4. IRODALMI ATTEKINTES
4.1. A sz0l6 gazdasagi jelentosége

A sz016 vilagszerte igen jelentds novény, mind gylimolcsként, mind pedig borkészités
szempontjabol. A nyers fogyasztason és boraszati felhasznalason kiviil is fontos szerepet tolt
be az ¢lelmiszeriparban (ivolé, aszalt gytiimdlcs). A Food and Agriculture Organization (FAO)
adatai alapjan vilag teljes szOl6termeszto teriilete 2012-ben 7,528 millié hektar volt. Ennek a
terliletnek jelentds része (49%) az Eurdpai Unid orszagainak teriiletén taldlhat6. Koziiliik is
kiemelkedik Spanyolorszag, hiszen ez az orszag rendelkezik a vilagon a legnagyobb
sz6l6term¢é teriilettel (1,2 millid6 hektar, ami a vilag sz6létermd teriiletének 16%-a)
(www.fao.org).

A vilag szdl6termd tertileteire csokkend tendencia jellemzd, aminek a legfébb oka az, hogy
a kioregedett iltetvények felszdmoldsa gyorsabb iitemben zajlik, mint az 0j iltevények
telepitése. Europaban és FEszak-Amerikdban a széltermeszté teriiletek csokkenése
tapasztalhatd, mig ezzel parhuzamosan, a fejlédé orszagokban gyors iitemben ndvekszik a
sz016termo teriilet és egyre jelentOsebb szerepet kap a meglévo teriiletek fejlesztése. Chile
példaul 2000 és 2007 kdzott majdnem a duplajara novelte a sz6létermd teriiletét. A Fold teljes
sz6l6termé teriiletének csokkend tendenciaja mellett (2000-ben 7,913 millio hektar, 2007-ben
pedig 7,501 millio hektar), a teljes termésmennyiség stagnal, illetve enyhén novekszik (a fent
emlitett id6szakban 26,422 milli6 literr6l 26,987 milli6 literre nétt) (www.fao.org). Hazankra
is a sz6loteriilet folyamatos csokkenése jellemz6. 2000-ben a teljes sz816termd teriilet 127000

hektar, 2013-ban pedig mindéssze 72000 hektar volt (www.ksh.hu).

4.2. Virusok és viroidok

4.2.1. Sz6lévirusok

A virusok olyan fert6z6képes obligat sejtparazitak, melyek sejtes organizmusok
megfertdzésére képesek. A virusok sajat anyagceserével nem rendelkeznek, replikaciojuk sordn
a gazdasejt fehérje ¢és nukleinsav szintetizald képességeit hasznaljak fel. A fert6zés
folyamatdban a virus a gazdasejt anyagcseréjét programozza at. A virusok genetikai
informaciojukat egy vagy kétszal, linearis vagy cirkuldris ribonukleinsav (RNS) vagy
deoxiribonukleinsav (DNS) szalon hordozzak. A nukleinsav védelmét a kapszidnak
(kopenynek) nevezett fehérjeburok latja el, mely tigynevezett kapszomerekbdl, kopenyfehérje

egységekbol épiil fel.



Minden ndvényi virus atvihetd az adott virusra fogékony gazdandvényre. A természetes
terjedés vektorokkal, vagy mechanikai uton, sériiléseken keresztil torténik. Novényi
virusvektorok lehetnek fonalférgek (Nematoda), pajzstetvek (pl. Pseudococcidae), vagy
parazita novények (pl. Cuscuta spp). A vektor rovarok a fertdzott novényt ragva, szivogatva
veszik fel a virust, majd athurcoljdk azt az egészséges novényre ¢€s taplalkozas kozben
megfert6zik azt. A virusok terjedhetnek még kertészeti oltassal, illetve vegetativ szaporito
szervekkel. A mechanikai terjedést megakadalyozhatjuk, ha tigyeliink a miivel6 eszkozeink,
példaul a metsz6olld tisztdn tartasara, fertdtlenitésére. Az oltvannyal valo terjedés

patogénmentes szaporitdanyag hasznalataval kiiszobolhet6 ki (Uyemoto et al. 2009).

1. dbra. Néhany gazdasdagilag is jelentds virus tiinete (A) GLRaV-1; (B) ArMV; (C) RSPaV (Uyemoto et al.
2009)

Sz6l6ben a vilagon Osszesen 63 virusfajt irtak le (Ferguson 2012), ebb6l hazadnkban tizenot
megjelenését regisztraltak eddig (Cseh 2012). A virusok fertézése a sz6l6ben tokeleromlast,
majd tékepusztulast okozhat. Ennek kovetkeztében csokken a terméshozam, és romlik a

termés mindsége, rovidiil a tokék produktiv idoszaka.

4.2.2. Magyarorszagon fellelheté szélovirusok csoportositasa tiineteik alapjan

A sz616t fert6z6 virusokat tiineteik alapjan 6t csoportba soroljuk (Uyemoto et al. 2009), de
ezek koziil Magyarorszagon csak az alabb részletezett négy tlinetegylittes jelentds:

A sz0616 fert6zé leromlasa. A betegséget a Grapevine fanleaf virus (GFLV) és mas
Nepovirus nemzetségbe tartozd virusok okozzak. A betegség Europa szerte komoly

problémakat okoz.



- Grapevine fanleaf virus, Sz616 fert6zé leromlas virus (GFLYV)

A GFLV a Secoviridae csaladba, Nepovirus torzsbe tartozik. A virusnak tiinettanilag két
csoportjat kiillonboztetjiik meg, a sarga mozaik torzset (yellow mosaic strain GFLV-YM) és az
érmenti szalagosodas torzset (vein banding strain GFLV-VB). A GFLV szinergisztikusan
okoz tiineteket a Grapevine yellow speckle viroid-1 (GYSVd-1) viroiddal (Cseh 2012). A
tiinetek leginkdbb Osszel, €s nyar végén latszanak. A tiinetei igen valtozatosak lehetnek. A
leveleken klorotikus foltok jelennek meg, a levél torzul, széle erésen fogazottd valik. A
hajtason az izk6zok rovidiilnek, a riigyek kisebbek, mint az egészséges novényen. Az egész
vildgon szinte minden szOl6fajtat fertéz. Gazdasagi jelentésége nagy, a tokék gyors
leromlasat, pusztulasat okozza. Els@sorban fonalférgekkel, de oltéssal is terjedhet.

- Arabis mosaic virus, Arabis mozaik virus (ArMYV)

A virus a Secoviridae csaladba Nepovirus torzs ,,A” alcsoportjaba tartozik, tiinetei sokban
hasonlitanak, a GFLV viruséhoz. Igen sok gazdandvénye ismert, sz616n kiviil rengeteg mas
novényt is fertdz, mint példaul komlot, kendert, és muskatlit is. A virust szintén a fonalférgek
terjesztik, de akar oltassal is terjedhet. Hazankban jelentds karokat okoz (1. abra B).

- Grapevine chrome mosaic virus, Sz616 krom mozaik virus (GCMYV)

A virust el0szor hazankban a Balaton-felvidék iiltetvényeiben talaltak meg (Lehoczky et al.
1969). A GCMV a Secoviridae csaladba, és a Nepovirus torzsbe tartozik. A fert6zott ndvény
levelei kromsargara szinezOdnek, esetleg deformélddhatnak, a hajtds izkozei rovidiilnek.
Vektora nem ismert, de a talajban valo terjedése feltételezhetd. Oltdssal, €s szaporitdanyaggal
terjed.

- Tomato black ring virus, Paradicsom fekete gyiiriis virus (TBRYV)

A virus a sz010 tokesatnyulas ,,T” tipusat okozza. A tOkeék novekedése lassul, az iddsebb
leveleken aprobb foltok jelennek meg, a levél széle sargul. Frissen fert6zott sz6lo levelén
nekrotikus foltok kialakulasat is okozhatja. Fonalférgekkel, oltassal is terjedhet.

- Grapevine Bulgarian latent virus, Sz6l6 bolgar latens virus (BGLYV)

A Comoviriane csaladba és a Nepovirus torzsbe tartozik. A virus a sz6l6fajtakat altalaban
latensen fertézi. Fert6zésre utald jelek lehetnek a kései riigypattands, hajtds megnyuldas,
valamint az egyenetlen fiirtképzés. Vektora még nem ismert, oltassal terjedhet.

A sz6l6 levélsodrodasa. A betegséget a Grapevine leafroll-associated virus 12 faja
okozhatja (GLRaV-1;-2;-3;-4;-5;-6;-7;-8;-9, -Pr, -Car és -De). A GLRaV-1 -3, az egész
vilagon jelentés, mig a tobbi tipus csak Eurépaban lelhetd fel (Uyemoto et al. 2009). A



levélsodrodas tiinetet a virusok kiilon-kiilon, vagy akar egyiittesen is okozhatjak. A korokozok
a Closteroviridae csaladba, Closterovirus, valamint az Ampelovirus nemzetségbe tartoznak,
kivéve a GLRaV-7, mely taxonomiailag nincs besorolva (Ferguson 2012). Gazdasagi
jelentéségiik vitathatatlan, hiszen akar 20-70%-os terméskiesést is okozhathak. Crimson
seedless és Pinot noir fajtaknal a bogyok beltartalmi értékét is ronthatja (Uyemoto et al.
2009). Jellemz6 tovabba, a bogyok alacsony cukortartalmahoz kothet6 kései és aszinkron
bogyo6érés, rendellenesen megvastagodo, lefelé sodrodo levelek és a vorosbort add fajtak
leveleinek vOroses elszinezddése. A tlinetek Osszel, a vegetaciés idOszak vége felé a
legszembetlinébbek. A virus terjedése GLRaV-fajonként valtozo, de mindegyikiik terjedhet
kertészeti oltassal, vegetativ szaporitassal. Egyes fajok vektorai lehetnek pajzstetvek (pl.
GLRaV-1), mig masok (GLRaV-2) természetes vektorai eddig nem ismertek. (Cseh 2012) (1.
abra A)

Sz616 faszoveti barazdaltsag (Rugose wood complex). Négy kiilonb6z6 betegségcesoport
alkotja: a Rupestris faszoveti barazdaltsag, amit a Rupestris stem pitting-associated virus
(RSPaV), a Kober faszoveti barazdaltsag, aminek a korokozdja a Grapevine virus A (GVA), a
Grapevine virus B (GVB) altal okozott Parakérgiiség, és az LN33 faszoveti barazdaltsag.

- Rupestris stem pitting-associated virus, Rupestris faszoveti barazdaltsaga (RSPaV)

Az RSPaV Betaflexiviridae csaladba, és a Foveavirus nemzetségbe tartozik. A virus
mechanikai atvitele nem lehetséges, természetes vektora nem ismert. Tiinete az oltas helye
alatt, de esetenként a fas részen barhol megjelend savos godrok, barazdak (1. abra C).

- Grapevine virus A; Grapevine virus B, Sz6lé A és B virusa (GVA; GVB)

A virusok a Betaflexiviridae csalad Vitivirus nemzetségéhez tartoznak. Tiinetiik lehet az
oltaskor fellépd alany-nemes Osszeférhetetlenség, kései riigyfakadas, a tékék korai leromlasa,
majd pusztulasa.

A sz616 latens foltossaga. A tiinetet tobb kiillonbozd betegség, vagy virus is okozhatja, de
a legelterjedtebb a Grapevine fleck virus (GFkV). A virus a Tymoviridae csaladba, a
Maculavirus nemzetségbe tartozik. Eszlelhet6 tiinetet csupan a Vitis rupestris St. George
fajtan okoz, a vinifera fajtakon latens. Tiinetei lehetnek az erek kivilagosodasa, a
levéllemezen attetsz0 foltok megjelenése. Magyarorszagon 2014-ben jelentds GFkV

fertdzottséget regisztraltak (Cseh 2014).



4.2.3. Széléviroidok

A viroidok a virusoknal sokkal kisebb (szubviralis) novényi molekularis parazitak, melyek
nem rendelkeznek koOpenyfehérjével, csak egy egyszalu, csupasz cirkularis RNS szalbol
allnak, mely mindéssze 100-500 bazis hossztiak. A viroidok fehérjét nem kodolnak.
Formajukat a genomjuk masodlagos szerkezetének koszonhetik, mely lehet palcika alaku,
vagy un. kalapacsfej. Tiineteikben hasonlitanak a virusokhoz, de lehetnek latensek is.
Nehezen kimutathat6 tiineteik miatt a széloviroidok sokdig rejtve maradhattak. A HSVd volt
az elsé viroid, amit kimutattak sz6l6ben 1984-ben (Eiras 2006). Ezutan tobb mas viroidot,
Citrus excortis viroidot (CEVd), Grapevine yellow speckle viroid 1. és 2. torzsét (GYSVd-1,
GYSVD-2), valamint Australian grapevine viroidot (AGVd) is kimutattak (Gambino et al.
2014). Mostanra vildgossa valt, hogy a viroidok minden jelent6s szélokultiraban jelen
vannak, gazdasagi jelentdségiik azonban még nem tisztazott (Uyemoto et al. 2009).

A GYSVd-1 és -2 viroidok a virusok kozé, a viroidok osztalyaba, a Pospiviroidae
csaladba, és az Apscaviroid nemzetségbe tartoznak. Ezek a viroidok okoznak makroszkopikus
tiineteket is, sarga klorotikus foltokat a fobb erek mentén. A tiinetek tobbnyire nyar kozepén
jelentkeznek fiatal novényeknél. GYSVd-1, GYSVd-2 és HSVd-vel fertdzott ndvényekben
kimutattak, hogy azok szinergisztikusan hatnak a GFLV-vel, azaz felerésitik, stlyosbitjak
annak tiineteit (Szychowski et al. 1995) Az Apscaviroid torzsbe tartoz6 AGVd és a
Pospiviroidae csaladba tartozo CEVd viroidok 6nmagukban ismert tiinetet nem okoznak, de
példaul CEVd, és HSVd kozos fertdzése okozhat lathato tiineteket is (4. abra) (Eiras et al.
2006).

4.2.4. Komlo torpiilés viroid (Hop stunt viroid, HSVd)

A HSVd a virusok ko6z¢é, a viroidok osztalyaba, a Pospiviroidae csaladba, és a Hostuviroid
nemzetségbe tartozik. Az egész vildgon elterjedt, jelentds kartevonek szamit a komlo
(Humulus lupulus) iiltetvényekben (3. abra), de tobb mas novényfaj fertézésére is képes.
Magyarorszagon szOl6iiltetvényekben jelentds (90%) fertézottséget regisztraltak (Farkas et al.
1999).
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2. dbra Hop stunt viroid szerkezete. A viroid 5 részre tagolhaté: bal termindlis (BT), patogén szakasz (PSz),
kozponti konzervalt régio (KKR), valtozo szakasz (VSz), jobb termindlis (JT) régio (Eiras et al. 2006).
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A HSVd a Pospiviroidae csaladra jellemzé genomi szerkezettel rendelkezik, ami 6t részre
tagolhat6: bal terminalis, patogén szakasz, kdzponti konzervalt régid, valtozod szakasz, jobb
terminalis (2. dbra). Korabbi kutatdsok eredménye szerint a méas-mas gazdandvénybdl izolalt
HSVd viroidok szekvencidja kiilonbozik, ami jol tiikkr6zi a virusok, és viroidok alkalmazkodo
képességét (Tabler & Tsagris 2004).

A viroid gazdandvény kore igen tdg, a komld ndvényen kiviil uborkat, kiillonbozo
citrusféléket, Prunus fajokat, eperfat, fligét, almat, kortét és szolot is fertéz. A legtobb

gazdanovényben azonban nem, vagy csak alig észlelhetd tiineteket okoz, melyeknek

3. dbra A Hop stunt viroid tiinetei komloban. A novény néovekedése ledll (A) (Pethybridge et al. 2008)
levelei besargulnak (B) (Radisek et al. 2012).

gazdasagi jelentdsége alacsony. A HSVd szinergisztikus tlineteket azonban okozhat mas
virusokkal, vagy viroidokkal (Eiras et al. 2006) (4. abra), és jelentds karokat okoz az uborka
és komlotermesztésben. Komlo esetén a fertézott novények novekedése lelassul, megall,
romlik a ndvények kondicidja, romlik a viragok mindsége, ezzel jelentds terméskiesést okoz a
vildg szinte minden részén. Az egyetlen védekezési lehetéség a fertézott ndvények
mihamarabbi eltavolitasa az iltetvénybdl. A viroid terjedése a természetben limitalt, nincs
ismert vektora. Termesztési koriilmények kozott azonban igen gyorsan terjedhet, mind a
vegetativ szaporitdskor, mind pedig mechanikai uton kiilonb6zé agrotechnikai munkak

folyaman (példaul aratas) (Parkinson & Reed 2013).
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4. dabra A HSVd és CEVA szinergisztikus fertézésének
tiinete szolon (Eiras et al. 2006)

4.2.5. Torvényi szabalyozas a sz6l6 szaporitéanyagok eléallitasarol, minositésérol és
forgalomba hozatalardl

Elmondhato, hogy a sz616 novényt tamadd korokozok elleni védekezés fontos feladat. A
patogénmentes szaporitdbanyagok felhasznalasa uj iiltetvény telepitésekor meghatarozo
tényez6je a gazdalkodd késobbi sikerének. Egy elhanyagolt, virusokkal fertézott iiltetvény
komoly gazdasagi kiesést okoz a tulajdonosnak (Borroto-Fernandez et al. 2009), valamint a
vektorként miikodoé rovarok migralasa miatt veszélyt jelent a kornyezetében 1évd egészséges
teriiletekre is. Az egész kozOsség szamara fontos, hogy térvényi szinten legyen szabalyozva a
novényvédelem, €s a korokozok terjedésének megeldzése is. Az Eurdpai Unidban sokaig nem
volt egységes sziirési rendszer, a tagorszagok sajat szabalyozasa volt érvényben. Ez tobbnyire,
csak az adott régiora jellemzd korokozok sziirését tette kotelezévé. Az Eurdpai Unidban
jelenleg csupan a kovetkez6 virusokra kotelez6 tesztelni: GFLV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-3
¢s GFkV (ez utébbit csak alanyokban) (Briisszel, 2010.7.5. COM(2010)359).

A 57010 szaporitdanyag allami elismerésérdl, valamint a szaporitoanyagok eldallitasarol, és
forgalomba hozatalar6l Magyarorszagon a 87/2006. (XII. 28.) FVM. rendelet gondoskodik. A
rendelet célja, hogy tovabbszaporitasra és koztermesztésbe a felhasznédloi igényeknek
megfeleld, gazdasagosan termeszthetd, a mindségi igényeket kielégitd sz6l6fajtak és azok
klonjainak j6 mindségli, egészséges szaporitéanyaga keriiljon. A rendelet fitoplazmak,
baktériumok, és virusok ellen teszi kotelezové a sziirést. A szaporitdanyag tesztelése az alabbi

virusokra kotelez6 Magyarorszagon: GFLV; AtMV; GFkV; GLRaV-1,-3; GVA; GVB; GVD.
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4.3. A virus- és viroidmentesités moédszerei

4.3.1. A virus- és viroidmentesités hattere

Gombas fertdzések lekiizdésére hatékony vegyszerek allnak a rendelkezésiinkre, ezek
hasznalata elterjedt a kertészeti és szantofoldi termesztésben. Virusok ellen azonban
semmilyen hatékony vegyszeres védekezés nem all rendelkezésiinkre. Itt meg kell emliteni,
hogy virusok ellen nem, de azok vektorai ellen tudunk védekezni (Lukacs 2013). Minden
novényvirus tovabb vihetd mas gazdandvényre oltassal, de természetes terjedésiik foképpen
vektorokkal, példaul levéltetvekkel, kabocakkal, fonalférgekkel, talajban él6 gombakkal és
parazita novényekkel torténik. A vektormentes atvitelen kiviil a vegetativ szaporitdszervekkel
(gumd, hagyma, rizoma), a generativ szaporitdszervekkel (pollen) és a mechanikai uton
torténd terjedésnek van jelentdsége. Mechanikai terjesztésnek szamit tobbek kozott az is,
hogy az agrotechnikai munkdk koézben a miiveléshez hasznalt eszkozeinkkel ndvényrdl
novényre hordozzuk a virusokat, ezért fontos a szerszdmok rendszeres tisztitasa, valamint a
novényeken okozott feliileti sériilések gyors kezelése. Ha a novényt a virus megfert6zi, annak
elimindldsara mar nincs lehetdséglink. Fontos azonban megemliteni, hogy a tilinetek
megjelenése erdsen fligg a ndvény éElettani allapotatdl, egy esetleges virusfertdzés stilyosabb
termésveszteséget okozhat egy rossz kondicidban 1évé iiltetvényben.

A szaporitdbanyag korokozo mentessége kiemelt fontossdgu a szantofoldi, és a sz616hoz
hasonléan vegetativan szaporitott kertészeti novények esetében. A magrol szaporitott
novényeknél ennek jelentdsége kevésbé fontos, mivel az eddig ismert virusok tobbsége
maggal nem terjed. Vegetativ szaporitds esetén viszont, a korokozok jelen vannak a
szaporitasra hasznalt szervekben is, tehat feltételezhetd, hogy a fertdzott anyandvény klonjai
is fertézottek lesznek, ezzel jelentds gazdasagi karokat okozva. Eppen ezért kiemelt
fontossagi a korokozomentes szaporitd anyag eldallitdsa. A probléma lekiizdésére tobb
kiilonbdz6 modszert dolgoztak ki (Dudits & Heszky 2000). Az alabb felsorolt modszereken
kiviil mas modszerek is léteznek (hidegkezelés, kemoterapia, elektroterapia, krioterapia)
(Panattoni et al. 2013, Bayati et al. 2011), de ezek gyakorlati jelentésége sz616 esetében
csekély.

4.3.2. Hokezelés

A hokezelés a novények, vagy azok valamilyen vegetativ szervének magas, a virusok

crer
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magas homérséklet hatdsara a virusok részben, vagy teljesen eliminalédhatnak a terapia ideje
alatt frissen nové hajtdsokban. A hdkezelést eredetileg a mult szazad elsé felében mas
patogének (gombak ¢és baktériumok) eliminalasara alkottdk meg, hiszen a technika
kidolgozasakor (Kunkel 1936) a virusokat még nem tudtak kimutatni.

Napjainkra a diagnosztika fejlédésével igazolodott, hogy a hdkezelés alkalmas lehet
bizonyos virusok elimindldsara, €és igy a legelterjedtebb virusmentesitési modszerré valt. A
hokezelést szamtalan novény esetében sikerrel alkalmaztak (1. tdbldzat) (Panattoni et al.
2013). Sok esetben a nagyobb hatékonysag érdekében a hékezelést a gyorsan fejlédo in vitro
merisztéma kultirdk 1étrehozasaval (ami Onmagaban is alkalmas virusmentesitésre)

kombinaljak (Skiada et al. 2009).

1.tablazat. A hokezelés segitségével az alabbi csaladokba tartozo virusokat elimindltak sikerrel fontosabb fas
szaru gazdanovényekbdl (Panattoni et al. 2013).

Gazdanovény Virus csalad

Sz616 Bromoviridae, Comoviridae, Secoviridae,
Flexiviridae, Closteroviridae, Tymoviridae

Alma Betaflexiviridae, Bromoviridae,
Flexiviridae, Potyviridae

Barack Bromoviridae

Korte Flexiviridae, Tombusviridae

Sargabarack Potyviridae

Szilva Bromoviridae

4.3.3. Merisztématenyésztés, mint virusmentesitési modszer

A modszer azon az elven alapszik, hogy a virusok és a viroidok eloszlasa a ndvényen beliil
egyenlétlen. Mar a mult szdzad kozepén, megfigyelték, hogy a virussal fert6zott novény
gyokér tenyészokupja virusoktol mentes. Kés6ébb ugyanezt kimutatattak hajtascsticsokban is.
A virusmentesitési céllal létesitett merisztéma tenyészeteknél az izolalt apikalis merisztémat
in vitro tenyésztik, és ebbdl regeneralnak novényeket. Virusmentesitésnél a lehetd legkisebb
méretli merisztémabol kell kiindulni, ennek mérete 0,1-0,5 mm. Ennél kisebb merisztéma
tulélésének ¢és fejlddésének az esélye azonban nagyon alacsony, valamint nagy a
kalluszosodas valoszintisége is. Az optimalis méret fajonként eltérd lehet (Panattoni et al.
2013).

Az eliminacio sikere azonban ndvényfaj- és virusfiiggd, a modszer igy nem alkalmazhato

minden novénynél, illetve nem minden virus, viroid mentesitésére alkalmas. Példaul burgonya
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esetében merisztéma tenyésztéssel sikeriilt eliminalni a burgonya A- és Y-virust (Potato A
virus, Potato Y virus), mig az X-és S-virusokkal (Potato X virus, Potato S virus) fertézottek
maradtak (Dudits & Heszky 2000).

4.3.4. Az indirekt szomatikus embriogenezis, mint virusmentesitési moédszer

A merisztématenyésztés mellett elterjedt masik szovettenyésztési eljards a virusmentes
novények eldallitdsdra az indirekt szomatikus embriogenezis. A gyorsan osztdodd kallusz
kultaradban a virusok sejtrél-sejtre valo mozgéasa nagyon lelassul vagy teljesen megall, de a
virusvesztés pontos bioldgiai hattere mindezidaig még nem ismert (Gambino et al. 2006,
Panattoni et al. 2013).

A szomatikus embriogenezist, mint virusmentesitési modszert leggyakrabban a sz616nél
alkalmazzdk. Az elmult husz évben publikalt sikeres virusmentesitések tobb mint
egyharmadat sz6l6ben hajtottak végre, de a mdodszer méas ndvények mentesitésére is alkalmas
(2. tablazat) (Panattoni et al. 2013). Sikeresen eliminaltak kilenc kiilonb6z6 virus csaladba
tartozo virust, koztiik sok, a sz6loben gazdaségilag is jelentds virust, mint példaul a GLRaV-
1, GLRaV-3, GVA, RSPaV, (Gambino et al. 2006) GFLV (Gambino et al. 2009) ArMV
(Borroto-Fernandez et al. 2009) valamint viroidokat is, mint példaul a GYSVd-1 és HSVd
(Gambino et al. 2011).

2. tablazat A szomatikus embriogenezis, mint virusmentesitési modszer alkalmazasa kiilonbozé névényeknél.
A szazalékos eloszlas az adott novénynél publikalt sikeres virusmentesitések aranya az dsszes sikeres
virusmentesitési beszamolohoz képest (Panattoni et al. 2013).

Novény Eliminalt virus csalad Szazalékos eloszlas

Fas szaru

32816 Clos_te_rqviridae, Cor_ngviridae, 34,5%
Flexiviridae, Tymoviridae
Eovéb Bromoviridae, Caulviridae, 13,8%
gye Potyviridae
Ligeara ]
Cukornad Luteoviridae, Potyviridae 13,8%
Fokhagyma Potyviridae 10,3%
Burgonya Potyviridae 6,9%
Bromoviridae, Caulviridae, 20,7%
Egyéb Potyviridae, Flexiviridae

Tobb kutatdcsoport a kallusz kultirdkbol folyamatosan, rendszeres id6kozonként vett
mintakat és tesztelték azokat PCR segitségével. Azt tapasztaltak, hogy kiilonb6z6 virusok

eliminalasahoz a tenyészeteknek eltérd ideig kell kallusz fazisban maradniuk, valamint, hogy
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a portokbdl indukalt kallusz gyorsabban veszit a virusaibol, mint a bibébdl szarmazo. Harom
hénap kallusz fazis utdn regenerdlt novényekbdl jelentettek sikeres ArMV eliminéciot
(Borroto-Fernandez et al. 2009). Mas kutatasok GLRaV-1 GLRaV-3, GVA, RSPaV virusok
vizsgalatanal szamoltak be négy honap kallusz allapot utdn részleges virus eliminaciorol,

nyolc honap azonban elégnek bizonyult a kisérleti anyag teljes megtisztitdsahoz (3. tablazat)

(Gambino et al. 2006; Gambino et al. 2010).

3. tablazat. A virusfertézottség nyomonkovetése szomatikus embriogenezis soran Miiller-Thurgau, Grignolino és
Bosco fajtakon (Gambino et al. 2006)

Eltelt hénapok Virustesztek eredményei (fert6zott minta db/6sszes minta db)
szima a kallusz GLRV-1 GLRaV-3 GVA RSPaV
indukciotol mérve
Embriogén
kallusz (portokbol) 5 Ui . . B/15
Embriogén
Kallusz (bibébél) 4 4/4 3/5 1/4 8/14
Szomatikus 8 0/32 0/10 0/32 074
embrid
In vitro névény 12 0/45 0/49 0/46 0/95

4.4, Az indirekt szomatikus embriogenezis hattere
Az indirekt szomatikus embriogenezis, melynek soran differencialatlan kallusz
sejtekbdl embridk fejlédnek az éldvilagban egyediilalld és csak a novényekre jellemzd. Ennek
egyik lehetséges magyarazata, hogy az élet stratégidja a novények és allatok esetén jelentdsen
eltér. Mig az allatok aktiv mozgéasuk révén képesek valaszolni a kornyezeti koriilmények
megvaltozasara, addig a novények erre anyagcseréjiilk modositasaval és/vagy merisztéma
szoveteiknek koOszonhetéen folyamatos fejlodésiikkel képesek. A novények bizonyos
differencidlt testi sejtjei képesek szélsdséges koriilmények kozott az egyed igényeinek
megfeleléen a dedifferencialodasra és osztodasra, ami az ontogenetikai program nagyfoku
rugalmassagat tiikrozi. Altaldnossagban igy elmondhatd, hogy a névényi fejlédési program
sokkal nyitottabb a kiilonb6z6 ,,alternativ” fejlodési utakra, mint az allatoké. Erre az egyik
legszélsdségesebb példa, hogy a zigdtan kiviil példaul tobb sejttipus is képes a természetben
embrionalis fejlddésre (apomixis) (Fehér et al. 2003).
A novények fejlodésének ezen rugalmassdga nyujtott lehetdséget arra, hogy az 1900-as
évek elején elkezdddhessenek azok a novényi sejt- és szovettenyésztési munkak, melyeket a

jelenlegi in vitro szovettenyésztés alapjainak tekintiink.
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4.4.1. Az indirekt szomatikus embriogenezis kialakulasanak torténete

A ndvényi biotechnologia alapjanak tekinthetjiik azt az elméletet, melyet a német Theodor
Schwann és Matthias Schleiden alkotott meg 1838-ban. Feltételezték, hogy a soksejtil
szervezetek minden egyes differencialoédott sejtje megtartja azt az ,,informaciét”, amely a
megtermékenyitett petesejtben, az egyetlen kiinduld sejtben jelen van (Dudits & Heszky
2000). Egy masik, a novényi biotechnoldgia szempontjabol fontos feltételezés, Gottlieb
Johann Friedrich Haberlandt osztrdk botanikus nevéhez kothetd. A ndvényi sejtek
totipotensek, vagyis, ha tartalmazzak az 0sszes genetikai informacidt, ami a megtermékenyiilt
petesejtben, zigotaban jelen van, akkor a ndvény vegetativ szoveteibdl 01j ndvény (szomatikus

embrio) allithatd eld mesterséges koriilmények kozott.

4.4.2. A novényi szovetek dedifferencialédasa és redifferencialédasa

A magasabb rendli ndvények sejtjei szovetekbe, szervekbe ¢€s szervrendszerekbe
organizalddnak. Minden egyes szerv sajat feladatokat 1at el, az adott feladatra specializalodott
szovetei, sejtjei révén. A Schwann- és Schleiden-féle sejtelmélet szerint a differencialodott
sejtek ugyan rendelkeznek az adott ndvény teljes genetikai készletével, de ennek csak a
toredéke van ,,bekapcsolva”, attol fiiggben, hogy a sejt milyen feladatot 1at el. Sejttenyészet
inditasakor osztodd, még nem differencialédott merisztéma szoveteket kell izoldlnunk.
Amennyiben mar differencidlodott szovetekbdl akarunk kiindulni, elészor a sejtek
dedifferencialodasat kell indukdlnunk. A felhasznalt szovetrészek dedifferencidloddsanak
indukalésdhoz valamely stressz kezelés alkalmazasa sziikséges, hogy a sejtek eredeti fejlodési
iranyat ,,atprogramozzuk”. Ezek koziil legelterjedtebbek a ndvényi ndvekedésszabalyozok
alkalmazasa (legtobbszor auxinok esetleg citokininekkel kombindlva), valamit a szovetek
hokezelése (Zavattieri et al. 2010). A kallusz (dedifferencialt osztodosejtek halmaza)
fenntartasa és szaporitdsa, valamint a ndvényregeneracid (redifferencidlodas) eltérd
feltételeket igényel (Arnold et al. 2002). Mig a kallusztenyészetek fenntartasahoz a névényi
novekedésszabalyozok alkalmazasa elengedhetetlen, addig a szomatikus embriogenezis
indukcigjat gatoljak. Ezeken feliil a tenyészetek siirlisége és pH-ja is hatdssal lehet a
szomatikus embriogenezis indukcidjara és a novényregeneraciora (Arnold et al. 2002).

4.4.3. Sz616 indirekt szomatikus embriogenezis

A szomatikus embriogenezist mint in vitro regeneracidos rendszert rutinszerlien
alkalmazzak kiilonb6z6 sz6ldvel kapcsolatos nemesitési, és biotechnologiai eljarasok soran

(Panattoni et al. 2013), mint példaul a genetikai transzformaci6 (Vidal et al. 2009) vagy akar
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in vitro szelekcios és mutacids kisérletek (Kuksova et al. 1997, Jayasankar et al. 2000).
Elmondhatjuk, hogy szamos novényi rész (levél, parta, hajtdsszegmens, portok, termd)
felhasznalasaval allitottak el6 embriogén kalluszt, majd végeztek sikeres ndvényregeneraciot
(Vivier & Pretorius 2000). Jelenleg viszont két inokulum hasznalata a legelterjedtebb: a még
fel nem nyilt bimbobdl preparalt portok ¢€s a termd (Kikkert et al. 2005; Vidal et al. 2009,
Olah et al. 2009). A kallusz indukcio hatékonysagat tovabba a zart virdgzatok hidegkezelése
is javithatja a portokok izolacidja el6tt (Perl et al. 1995). Az éltalam tanulmanyozott kisérletek
soran, a 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav (2,4-D) és benzil-aminopurin (BAP) névekedésszabalyozok
kombinacidja bizonyult a leghatékonyabbnak (Olah et al. 2009). A Genetika ¢&s
Novénynemesités Tanszék korabbi Osszehasonlitd vizsgalata szintén igazolta, hogy ezen
novekedésszabalyozok alkalmazasa Murashige és Skoog (1962) (MS) alaptaptalajban
hatékony indirekt szomatikus embriogenezis indukalasara (Oldh et al. 2007, Novak et al.
2010).

A kallusztenyészetek 1étesitéséhez felhasznalt portokok mérete és fejlettsége is hatdssal
lehet a kallusz indukciora. Gribaudo és munkatarsai (2004) 6 fejlettségi stadiumot
kiilonitettek el. A portokok hossza 0,5-2,5 mm kozott volt. Ugy tapasztaltik, hogy a
kiilonb6z6 fajtak esetén eltérd fejlettségli portokok az alkalmasak a tenyészetek inditdsdhoz.
Chardonnay és Barbera fajtaknal a fejletlenebb 2-es stadiumu, a Vitis berlandieri x V.
rupestris Richter 110 fajta esetén pedig a fejlettebb 5-6s stadiumu portokok kozott magasabb
volt a kalluszosodd portokok aranya. Vidal és munkatarsai (2009) viszont 3 fejlettségi
stadiumot kiilonitettek el és szintén gy tapasztaltak, hogy kiilonbozo fejlettségii portokok
esetén eltérd a kalluszindukci6 hatékonysdga az egyes fajtakndl,, valamint a regeneracio
genotipus fliggdségérdl szamoltak be.
embriogén kallusz tipusok fejlodésérdl. Az embriogén kallusz jellemzdéen fehér-halvanysarga
szinll, szemcsés illetve morzsalékos szerkezetii, mig a nem embriogén kallusz jellegzetesen
vizeny0Os/lagy vagy kompakt szerkezetii, de szamoltak be az embriogén kalluszhoz hasonl6an
morzsalékos szerkezetiir6l is (Kikkert et al. 2005; Vidal et al. 2009). Sok esetben a kallusz
csomokat ezek a tipusok vegyesen és heterogén modon alkotjak (Kikkert et al. 2005).

4.5. Virusdiagnosztikai médszerek

Barmely virus-, és viroidmentesitési eljaras értelmetlen lenne, ha nem lennénk képesek a
virusok, és viroidok jelenlétét kimutatni. A legegyszeriibb modszernek a vizualis megfigyelés

tekinthetd, bar kiillondsen nagy szakértelmet, és tapasztalatot igényel, hiszen gyakran a
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tinetek (ha vannak) nehezen észlelhetéek, vagy nehezen elkiilonithetéek mas élettani
tiinetektdl. Némely virusok és viroidok azonban semmilyen ismert tlinetet nem okoznak adott

gazdandvényen, ilyen példaul a HSVd is sz616 esetében (Kawaguchi-Ito et al. 2009).

4.5.1. Bioteszt

Klasszikusnak tekinthetd, széles korben alkalmazott mddszer. Jelentésége nem csak azért
fontos, mert ez az egyik legrégebb Ota hasznalatos moddszer, hanem azért is mert olyan
virusok, és viroidok is kimutathatdak vele, melyekre nem all rendelkezésre mas diagnosztikai
modszer (Dudits & Heszky 2000). A hasznalt lagyszart vagy fasszaru tesztnovényeken egy-
egy virus, vagy viroid jellegzetes, jol definidlhato tiinetet okoz. Ezeket a tesztnovényeket
fertdzziik meg mesterségesen (inokulaljuk) a vizsgalanddé novényekkel oltassal, vektor
segitségével, vagy mechanikai aton (pl. ndvényi nedvvel vald bedorzsoléssel). Ha a fertzés
sikeres volt, a tesztndvényeken megjelennek az ismert tlinetek. A lagyszara teszt (ahol a
tesztelendd szO16r6l lagyszaru tesztndvényre viszik a virusokat) gyors, de nem minden virus
szlrhetd vele. A fasteszt (ahol egy indikator sz6léfajtat oltanak a vizsgalando szolofajtara)
sok 1d6t vesz igénybe (2-3 év), valamint a vizudlis teszthez hasonldan problémat jelenthet a
megjelend tlinetek elkiilonitése az élettani tiinetektdl, ez pedig a kapott eredmények

kiértékelését bizonytalanna teheti.

4.5.2. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Az enzimhez kotott ellenanyag vizsgalat (ELISA) az egész vilagon elterjedt szerologiai
diagnosztikai modszer, melyet novényi virusok kimutatasara is széleskoriien alkalmaznak. A
gerincesek adaptiv immunvalasza sordn egy idegenként felismert molekula (antigén)
antitestek termelddését indukalja a B-sejtekben. Ezeket az antitesteket a kimutatandd virussal
immunizalt allatbol (altalaban nyulbol) kitisztithatjuk, és ezzel kimutathatjuk az antigénként
hasznalt virust. Az antigén-antitest kdlcsonhatas nagyon specifikus €s erds, az ELISA eljarés
pedig ezt hasznalja ki. A moddszer Iényeges eleme, hogy felszinhez kototten zajlik, tehat az
antigén immobilizaciojat igényli. Az immobilizalt antigénhez kotddd antitesteket egy vagy
tobb 1épésben szinreakcidt add szubsztrattal mutathatjuk ki, melyet egy, az antitesthez
kovalensen kotott enzim allit eld. A szinreakcid erdssége informéciot ad az antigén

koncentracidjardl is, tehat a modszer kvalitativ bizonyos hatarokon beliil.
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Mivel az ELISA modszer igen érzékeny, és nem igényli a vizsgalandé mintdk hosszas €s
bonyolult elokészitését, igy gazdasdgosan lehet tOmegtesztek elvégezésére hasznalni, és

hamar a legnépszeriibb eljaras lett névényi virusok diagnosztizalasara (Lukacs 2013).

4.5.3. Polimeraz lancreakcid, (Polymerase chain reaction) PCR

A PCR a nukleinsavak (DNS, RNS) felszaporitasara hasznalt eljaras. A modszert Kary
Mullis fejlesztette ki 1983-ban, ezzel nagyban hozzajarulva a biotechnologiai kutatasok
felgyorsulasahoz. A felfedezés fontossagat jol mutatja, hogy Mullis talalmanyat 1993-ban
Nobel-dijjal jutalmaztak.

A PCR-t a DNS rovid (maximum 10000 bazispar) szakaszanak megsokszorozasara
hasznaljuk. A folyamat soran kis mennyiségl templatot sokszorositunk exponencidlisan. A
sejtekben lezajlodo DNS replikaciohoz hasonld folyamat zajlik le in vitro koriilmények
kozott. PCR készitéséhez sziikségiink van enzim specifikus pufferre, 5’ és 3’ primerre (inditd
szekvencia), dezoxinukleozid-trifoszfatokra (ezekbdl épiilnek fel az uj DNS szalak), DNS-
polimerdz enzimre, valamint DNS templatra amit felszaporitani szeretnénk. A primer
kivalasztasa, és a PCR kondiciok megfeleld beallitdsa miatt pontosan ismerniink kell a
sokszorozni kivant DNS nukleotid sorrendjét.(Lukacs 2013)

A PCR igen pontos diagnosztikai eszkdz, segitségével, nagy hatékonysaggal kereshetiink
virusokat és viroidokat, hiszen a felszaporitdshoz elméletileg elég egyetlen virus DNS
molekulat sikerrel izoldlnunk. Az éltalunk vizsgalt 6sszes virus és a HSVd genomja ismert,

megfeleld primerek alltak a rendelkezésiinkre, igy lehetséges volt a PCR hasznélata.
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5. ANYAG ES MODSZER
5.1. Novényanyag
A vizsgalt fajtak kivalasztasakor arra torekedtiink, hogy legyen kozte olyan vilagfajta is,
mely tobb munka soran is alkalmasnak bizonyult szomatikus embriogenezis indukaldsara
(Chardonnay), valamint tartalmazzon régi magyar fajtakat is (Kovidinka, Ezerjo), melyeket
eddig nem vizsgaltak szovettenyészté munkakban, illetve olyan fajtakat, melyek virusmentes
szaporitdanyagaval nem rendelkeziink. A vélasztott fajtak a kovetkezdek voltak: Chardonnay,
Csillam, Cserszegi filiszeres, Duna gyongye, Viktoria gyongye, Ezerjo, Bianca, Kdvidinka,
Csaba gyongye és Pegazus. A kisérletben hasznalt Chardonnay mintdkat a Karoly Robert
Foiskola Szolészeti és Boraszati Kutatdintézete (3301 Eger, Kolyuktetd, Pf. 83.) bocsatotta
rendelkezésiinkre, mig a tobbi minta a Corvinus Egyetem Genetika és NOovénynemesités
Tanszék, valamint a Szdélészeti Tanszék fajtagylijteményébdl szdrmazott. A begytijtott érett
vesszoket fényszobaban hajtattuk és ezekrdl gyljtottiik a virdgzatokat mind a virustesztekhez,

mind a portokok preparalasahoz.

5.2. Indirekt szomatikus embriogenezis

5.2.1. Embriogén kallusz fejlédésének indukalasa

A munkankhoz a téli nyugalmi idészakban gytijtottiink vesszoket szabadfoldrdl €s azokat a
hajtatds megkezdéséig hiitdszekrényben 4°C fokon taroltuk. Egyriigyes csapokra vagtuk dket,
és vizbe helyeztiik. A hajtatast fényszobdban végeztiik ahol allandd hémérsékletet (22°C), és
hosszunappalos megvilagitast (16 ora fény/8 ora sotét) biztositottunk (5. abra). A riigyek
kihajtasa utdn a lombleveleket folyamatosan eltavolitottuk, igy késztetve a ndvényt a

viragriigyek megtartasara és viragképzésre.

5. dbra Az egyriigyes csapok hajtatdsa fényszobdaban
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A virdgok felszinét 15 madasodpercig 70% etanolban, majd 10 percig 15% Clorox és
feliiletnedvesitd (3 csepp Tween-20 (Duchefa)) oldatban sterilizaltuk, ezutan pedig haromszor
3 percig steril desztillalt vizben mostuk. Laminaris boxban (DEFI Laminar Air Flow BA900)
steril koriilmények kozott, sztereomikroszkop (Leica MZ6) alatt, szike és csipesz segitségével
feltartuk a virdgokat és a portokokat a porzdszallal egyiitt Petri-csészékbe (csészénként 5
bimbo, kb. 25-30 portok) taptalajra helyeztiik.

Cserszegi fiiszeres, Bianca, Ezerjo, Csillam és Csaba gyongye fajtak esetén 3 kiilonb6z6
fejlettségi stadiumu portokot helyeztiink taptalajra (6. abra A) 1-es stadium: a kocsanykorona
a bimbd hosszanak legalabb a felét teszi ki, a portokok attetszdek és a porzdszal nem haladja
meg a portok hosszénak a felét. 2-es stadium: A partasapka megnyult, a kocsanykorona nem
haladja meg a bimbo hosszanak a felét, a portokok vilagossarga szintiek. 3-as stadium: A
partasapka er6sen megnyult, duzzadt, a portokok sarga sziniiek, a porzoszal er6sen megnyult,
duzzadt (6. abra B).

A Csillam, Cserszegi fiiszeres, Ezerjo és Csaba gyongye fajtaknal 3-3, a Bianca esetén 2
t6kérél tékeazonosan helyeztilk a portokokat a téptalajra. Igy lehetéségiink nyilik vizsgélni,
hogy az egyes tokék esetén van-e eltérés a kalluszosodd portokok aranyaban, illetve hogy a
kiilonboz6 méretli portokok eltéré mértékben kalluszosodnak-e. A vizsgalt fajtak minden
tokéje esetén méretenként 20-24 petricsészényi portokot preparaltunk ki. A tobbi fajta esetén
(Duna gyongye, Pegazus, Chardonnay, Kovidinka és Viktoria gyongye) pedig 1-3 t6kérdl,
tékeazonosan Osszesen kb. 1500-1500 portokot helyeztiink taptalajra a portokok méretének
feljegyzése nélkiil.
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6. abra A kisérlet sordn harom kiilonbozé portok fejlettségi stadiumot kiilonboztettiink meg (A). A kiilonbozé
portokok kiilonbozd fejlettségii bimbokbol szarmaznak (B) (Csaba gyongye)



A kisérlet soran Murashige és Skoog (MS) (Duchefa) alaptaptalajt hasznaltuk (Murashige,
& Skoog 1962), 2,4-D (2,4-diklorfenoxi-ecetsav) 1mg/l és BAP (6-benzil-aminopurin) 0,2
mg/l (Duchefa) hormonokkal és 20g/1 szachar6zzal (Reanal) kiegészitve. A pH értéket 5,80-ra
allitottuk, majd 6,5 g/l agarral szilarditottuk meg a taptalajt. A portok tenyészeteket sotétben,
inkubdcios szekrényben (Labor Miszeripari Miivek LP114) 22-25°C-on tenyésztettilk a
tovabbiakban (7. 4dbra). A tenyészeteket ezutan havonta friss taptalajra passzaltuk. Ez azért
indokolt, mivel a taptalajban 1évé hormonok egy része lebomlik, masik részét maguk a
kalluszcsomok veszik fel, valamint a taptalaj viztartama is folyamatosan csokken. A
hormonok biztositasa fontos az embriogén kallusz szamara, a megfelelé6 hormonszabalyozas
nélkiil id6 elétt megindul a sejtek differencidlodéasa, az embriok fejlédése, €s a ndvények
regeneralddasa. A harmadik passzalds alkalmaval szelektaltuk a tenyészeteket és csak a
kallusz csomoékat passzaltuk friss taptalajra, és hasznaltuk a tovabbiakban a szomatikus

embriogenezis indukcidjdhoz és a ndvényregeneracidhoz (8. abra)

7. abra A kallusz tenyészetek taroldasara haszndlt inkubadcios szekrény
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8. dbra A szomatikus embriogenezis folyamatdbrdja. 1; A bimbokat sterilizaljuk és prepardljuk 2; A portokokat
taptalajra helyezziik 3; A portok és a portoknyél megduzzad, feliiletén megjelennek a kalluszcsomok 4; A
kalluszesomo novekedésnek indul, rendszeres idékozonként passzaljuk 5; Az embriogén kallusz megjelenésével,
mar csak azt passzdljuk tovabb 6; Az embriogén kallusz csomdkat daraboljuk, és felszaporitjuk 7; A
hormonmentes taptalajra helyezés utan megindul az embrio regenerdlodasa. Az embrio sziv formdju lesz 8; Az
embrio megnyulik, felveszi az un. torpedo format 9; Megjelennek a sziklevelek és a gyokerkezdemeny 10; Az

embrio csirdzdasa

5.2.2. A novények regeneralisa

Chardonnay fajta esetén 1 év elteltével elkezdtiik a ndvények regeneralasat (9. dbra A).
Korabbi kisérletek azt mutattdk, hogy nyolc hénap elegendd kallusz allapotban, hogy a
regeneralt sz616 novénybdl mar ne lehessen virusokat kimutatni (Gambino et al. 2006). A
regeneralashoz 2MS hormonmentes taptalajt hasznaltunk 2 g/l aktiv szénnel (Reanal) és 10
g/l szachardzzal kiegészitve (MSEMC taptalaj), a pH értéket szintén 5,80-ra allitottuk és 6,5 g
agarral (Duchefa) szilarditottuk meg a taptalajt.

A Kalluszcsomokat ezutan a fent leirt taptalajra Petri-csészékbe passzaltuk (9. abra B-D),
majd fényszobaba helyeztiik. A fényszoba allandé homérséklete 25°C, a nappalok és a sotét

szakaszok aranya pedig 16/8 6ra volt (10. abra).
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9. dabra Portoktenyészet MS taptalajon EK- embriogén kallusz, NEK- nem embriogén
kallusz (A), regenerdlédé embrick (B), csirdzo embriok (C) és regenerdlt novények (D)

A hormonmentes taptalajon elkezdddott a kalluszkultirak differencialodéasa, a csomok
mérete gyors ilitemben novekedett, megjelentek az elsé differencidlodott embridk (9. abra B),
majd azok csirazasat kovetéen az elsd sziklevelek és hajszalgyokerek (9. abra C). Az
allomanyt ezt kovetéen négy héten keresztil kéthetente passzaltuk MSEM taptalajra
(MSEMC taptalaj aktiv szén kiegészités nélkiil). A negyedik héten a fejlettebb embridkat
nagyobb tarolé tivegbe iiltettiik, ahol elegend6 hely allt rendelkezésére a novekedéshez (4-5
novény tivegenként) (9. abra D). A passzalasok strliségét ez utan a névények novekedéséhez
egyedileg igazitottuk (4-5 hetente), illetve a Petri-csészékbdl is folyamatosan Kiiiltettiik a
fejlettebb embriokat. A ndvények esetében mindig csak a hajtascsucsot csiptiik le a felso két
izkozzel egyiitt, és raktuk at a friss taptalajba.

Az allomanybdl végiil huszonnégy fiiggetleniil regeneralt embriobdl szarmazd vonalat
kiilonitettiink el (vonalanként tobb mikroszaporitott novényt fenntartva) a késébbi

vizsgélatokhoz.
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10. dbra A sz6léndvények regenerdlasdara és mikroszaporitasara hasznalt fényszoba

5.3. Diagnosztika

5.3.1. Sz616nél alkalmazott RNS kivonas

Az extrakcios puffert (2% cetil-trimetil-ammonium-klorid (Molar Chemicals), 2,5%
polivinil-pirrolidon (VWR), 100 mM TRIS (pH 8,00) (VWR), 25 mM EDTA (Reanal), 2 M
NaCl (Reanal) 65°C-ra melegitettiik, majd hozza mértiink 20 pl/ml B-merkapto-etanolt
(Fluka). 100 mg sz6l6hajtast folyékony nitrogénben lefagyasztottunk, dorzsmozsarban még
fagyos allapotban homogenizaltunk, és mintdnként 650 pl extrakcios puffert adtunk hozza,
tovabb homogenizaltuk, majd 1,5 ml térfogatd mikrocsévekbe ontottiik. A kivonds alatt végig
jégen tartottuk a mintadkat, hogy megakadalyozzuk az RNS lebomlasat. Ezutdn erdsen
vortexeltiik a mintdkat, majd 10 percig 65°C-on inkubaltuk 6ket. A mintakra ramértiink 650
pl  kloroform/izoamil-alkoholt (Reanal), majd vortexeltiik. Ezutdn 4°C-ra elShiitott,
szabalyozhat6 homérsékletli centrifugaban (Hermle Labortechnic GmbH Z216MK) 10 percig
centrifugaltuk a mintdkat (10000 rpm). Uj mikrocsvekbe mértiink 600 pl kloroform/izoamil-
alkoholt, majd ramértiik a mar lecentrifugalt minték feliiluszojat, vortexelve kevertiik. Ujra 10
percig centrifugaltuk a mintakat (10000 rpm 4°C), majd 0j mikrocsdvekbe pipettaztuk a
feliiluszot, majd rdmértiink 0,5 térfogatnyi 9M LiCl-ot (Molar Chemicals) minden mintéra.
Ovatosan kevertiik, majd 30 percig jégen inkubéltuk. Ezutan 20 percig centrifugaltuk a

mintakat (13000 rpm), majd dvatosan kiontottiik a feliiliszot. A mikrocsdvekbe mértiink 450
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ul 65°C-ra elémelegitett SSTE puffert (LM NaCl, 0,5% Na-dodecil-szulfat (Reanal), 10mM
TRIS-HCI-t (pH 8,00), 1 mM EDTA-t (pH 8,00), vortexeltiik, és hozza adtunk tovabbi 450 pl
kloroform/izoamil-alkoholt, majd 6vatosan kevertiik. A mintakat 10 percre (10000 rpm 4°C)
centrifugaba raktuk. Uj mikrocsdvekbe mértiink mintanként 280 pl izopropanolt (Reanal), és
40 pl 3 M Na-acetatot (Molar Chemicals), valamint 400 pl feliilluszét a mar lecentrifugalt
mintakrol, és ovatosan forgatva kevertiik. A mintakat ismét centrifugaltuk 20 percig (10000
rpm 4°C). Ezutdn ledntottiik a feliiliszot, és a csapadékot atmostuk 1 ml 70%-0s 4°C-0s
etanollal (Reanal). Ujra centrifugaltuk a mintakat 5 percig (10000 rpm 4°C), ezutan dvatosan
pipettaval eltavolitottuk az alkoholt a mintakrél, majd szobahémérsékleten szaritottuk Oket.
Végiil 25 pl steril desztillalt vizben visszaoldottuk a kicsapott RNS-t.

Osszemértiink 3 pl steril desztillalt vizet, 2 ul RNS-t, és 5 ul FDE festéket (100 %
deionizalt formamid (VWR), 0,25 % bromfenolkék (VWR), 0,25 % xiléncianol (VWR), 1
mM EDTA), termoblokkban (Bio TDB 105) 65°C-on 5 percig inkubaltuk, majd ezutan vittiik
fel a gélre a mintakat.

A kivonas utan agardz gélelektroforézissel (Cleaver Scientific MultiSUB) ellendriztik a
mintak mennyiségét és mindségét 1,2%-0s agaroz (SeaKem) 1XTBE pufferben (89mM TRIS,
89 mM borsav (Reanal), 2 mM EDTA), 0,8 V/cm-el (tapegység: Major Science MP-250V).

5.3.2. cDNS iras

Az RNS mintakrol DNS-t kell késziteni reverz transzkriptazzal ahhoz, hogy azokrdl majd
PCR-t lehessen készteni. A CDNS-ek elkészitéséhez az Applied Biosystems (Life
Technologies) High Capacity cDNA Reverse transcription Kit-jét hasznaltuk, a gyartd

utasitasait kovetve.

5.3.3. PCR vizsgalatok

A cDNS elkésztése utan ellendriztiik azok mindségét 18S riboszomalis RNS-re (rRNS)
készitett PCR segitségével (GeneAmp PCR System 9200) (18S-F:
CGCATCATTCAAATTTCTGC, 18S-R: TTCAGCCTTGCGACCATACT). Két virusra
sziirtink, a GLRaV-1-re (GLRaV-1-F: TCTTTACCAACCCCGAGATGAA, GLRaV-1-R:
GTGTCTGGTGACGTGCTAAACG) és az RSPaV-ra (RSPaV-F:
GGGTGGGATGTAGTAACTTTTGA, RSPaV-R: GCAAGTGAAATGAAAGCATCACT)
(Gambino et al. 2006), valamint a HSVd-re (HSVd-F: ACTCTTCTCAGAATCCAGCGAG,
HSVd-R: TGCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGT (Eiras et al. 2006)), majd megkezdtiik a
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virus- ¢és viroid-teszteléseket az anyandvényekre, a kalluszokra és a regeneralt novényekre is,
melynek atfogo folyamatat a 10. abra mutatja be.

A PCR reakcidoban a Tag-polimerdz enzimet hasznaltuk, az aldbbi beéllitasokkal: 18S:
94°C 5 perc, (94°C 30 s. 55°C 30 s. 72°C 60 s.) 35 ciklus 72°C 7 perc; GLRaV-1, RSPaV:
94°C 5 perc (94°C 30 s, 55°C 30's, 72°C 30 s) 35 ciklus 72°C 7 perc; HSVd: 95°C 5perc (95°C
30, 60°C 30s, 72°C 60 s) 35 ciklus 72°C 5 perc.

A kivonas utdn agardz gélelektroforézissel (Cleaver Scientific MultiSUB) ellendriztiik a
PCR termékeket 1,2 %-os agaroz 1xTBE-ben (89 mM TRIS, 89 mM borsav, 2 mM EDTA),
0,8 Vicm-el.

Anyanovény

Tesztelés

Virusteszt

Regeneralt novény

185 DNS

Tesztelés

—)

Regeneracio

10. dbra A dolgozatban bemutatott viroidmentesités sémdja
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6. EREDMENYEK

6.1. Az anyanovények tesztelése

A munkankhoz kivalasztott 10 fajtabol (Chardonnay, Csillam, Cserszegi fliszeres, Duna
gyongye, Viktoria gyongye, Ezerjo, Bianca, Kovidinka, Csaba gyongye és Pegazus) eldszor
RNS-t vontam ki minden anyandvénybdl, majd gélelektroforézis segitségével ellendriztem
azok mennyiségét és mindségét (11. dbra RNS panel). Minden mintabol sikeres volt a
kivonas, a mintak kozott csak mennyiségi (koncentracios) kiilonbségek voltak. Ezutan az
anyandvényekbdl kivont RNS cDNS-re irasat végeztem el, a ¢cDNS mindségét pedig az
endogén 18S rRNS-re specifikus PCR-el ellendriztem (11. abra 18S panel). A Chardonnay,
Csillam, Cserszegi fiiszeres, Duna gyongye, Viktoéria gyongye, Ezerjé, Bianca, Kovidinka,
Csaba gyongye mintaknal sikeres volt a cDNS készités, mivel ezekben az esetekben kaptunk
megfeleld méreti PCR terméket. Ezzel szemben tobbszori probalkozas utdn sem sikeriilt
megfeleld cDNS-t irni a Pegazus fajtanal kivalasztott anyandvénybdl izolalt RNS-rél, igy azt

a tovabbi tesztekben nem szerepeltettem (11. abra 18S panel).

4. tablazat A NAIK MBK —ban megrendelt virustesztek eredményének osszefoglaldsa.

" Chardonnay

N Csillam

™ Dunagyongye

M Viktoria gyongye
N Kovidinka

N Csabagyongye

w2
P
Bt
4
N
3
S
o=
o0
D
N
w2
I
3
w2
O
+

N Pegazus

.,.
4
+
+
+

++
n
"
"
4

1
+
1

1

1

|

1

1

1
+

Ez utan felkértik a godolléi Nemzeti Agrarkutatasi és Innovaciés Kozpont (NAIK)
Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdintézet (MBK) Diagnosztikai Csoportjat, hogy a
kovetkezd virusokra végezzenek nekiink PCR-el sziirést: GLRaV-1 -2 -3, RSPaV, GVA,
GVB, GFLV, ArMV ¢és GFkV. GLRaV-1 tesztre pozitivak lettek az Ezerjo és a Chardonnay
anyanovények, GLRaV-2 pozitivak lettek a Cserszegi fiiszeres és a Pegazus mintak. Az
RSPaV pozitiv lett az dsszes anyandvény, GVA pozitiv lett az Ezerjo minta, GVB pozitivak
lettek a Csillam és a Pegazus fajtdk, valamint GFkV pozitivak lettek a Duna gyongye, a
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Viktoria gyongye ¢és az Ezerjo tokék. ArMV, GFLV, és GLRaV-3 virusoktdl mentes volt az

Osszes kiindulasi anyag (4. tablazat).

Chardonnay
Duna gyongye
Viktoria gyongye
Kovidinka
Csaba gyongye

fuszeres

S
P
-
=
=
-z
=
~—
- —
N
=
(-

Negativ kontrol

GLRaV-1

RSPaV

11. dbra Az dltalam elvégzett anyandvény Virustesztek eredménye (agaroz gélelektroforézis kép).
RNS (az ossz RNS kivonatok mennyiségi és mindségi ellendrzése), 18S riboszomalis RNS-re
keészitett PCR( ~900 bazispar), HSVd kimutatasara készitett PCR (~330 bazispar), GLRaV-1 virus
kimutatasara készitett PCR(~230 bazispar), RSPaV kimutatasdara készitett PCR (~155 bazispar).
pozitiv kontrol: minden esetben az adott virusra/viroidra pozitiv mintabol késziilt ¢DNS-t
hasznaltam, negativ kontrol: vizes kontrol

A g6dolléi eredmények alapjan kivalasztottuk az RSPaV és GLRaV-1 virusokat, ¢és ezekre
ujra elvégeztem a teszteket. GLRaV-1 virusra pozitiv lett a Chardonnay, Ezerjé (11. abra
GLRaV-1 panel, 5. tablazat), mely megerésitette az eldzetes eredményeket. Az RSPaV teszt
pozitiv lett a Chardonnay, Cserszegi fiiszeres, Csillam, Viktoria gyongye, Ezerjo, Bianca, és
Kovidinka mintdk esetében, negativ eredményt kaptunk azonban a Csaba gyongye és a Duna
gyongye minta tesztelésénél (11. abra RSPaV panel, 5. tablazat). Itt tehat a Csaba gyongye és

a Duna gyongye esetén nem sikeriilt aldtdmasztanunk a G6dollén kapott eredményt.
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5. tablazat Az anyanovényeken dltalam végzett PCR alapu virus tesztek eredményének
osszefoglaldsa. +: az adott tesztre pozitiv eredmény, -: az adott tesztre negativ eredmény, n.t.. nem
tesztelt

) )
d + [+ |+ |+ [+ +[+]|+ ]+ |nt
Ra + | -]-1-|-|1+|-1-1]-]|nt
RSPa + |+ [+ |-+ +]|+[+] - |nt

6.2. Szomatikus embriogenezis indukalasa

Munkank sordn 6sszesen mintegy 29000 portokot preparaltunk ki és helyeztiink kallusz-
indukcids taptalajra. Az eltérd méretli portokok kalluszosoddsanak vizsgalatahoz 21000
portokot izolaltunk a Bianca, Csaba gyongye, Cserszegi fliiszeres, Csillam és Ezerjo fajtakbol,
¢és tovabbi 8000 portokot virusmentesitési munkdhoz a Chardonnay, Duna gyongye, Viktoria
gyongye, Kovidinka és Pegazus fajtakbol. A tenyészetek fenntartdsa/passzaldsa soran a
befert6z6dott tenyészeteket (kb. 5800 portok) nem vontuk be a kiértékelésben. Hairom honap
utdin megszamoltuk a kalluszosod6d portokokat. A portokok jelentds része elbarnult ¢és
elpusztult, mig néhany portok esetében a portokok megduzzadtak, felrepedtek és jol lathatdéan
kallusz fejlodott rajtuk (9. abra A).

A kiilonbozo fajtak esetében eltérd mértékii volt a kalluszosodas. Legnagyobb aranyban a
Bianca fajta portokjain fejlodott kallusz (6,9 %), Ezerjo esetében 5,6 %, mig a tobbi fajta
esetében ez az értek 1,9-3,0 % volt (Cserszegi fiiszeres, Csillam és Csaba gyongye) (12. abra,

1. és 2. mellékletek).

A kalluszosodas mértéke a vizsgalt fajtakban
8,0
7.0
6,0

5,0

3.0
2,0
‘1 n 0 n
0,0

Bianca Csaba gyoangye Cserszegi fiiszeres Csillam Ezerja

12. abra A kalluszosodo portokok mértéke szazalékban

31



Szerettilk volna azonban azt is vizsgalni, a megfigyelt fajtdknal, melyik fejlettségi
stadiumu portok kalluszosodik el a legnagyobb mértékben. Az adatok alapjan Bianca és
Ezerjo fajtak esetén gy tapasztaltuk, hogy a fejlettebb (2-es és 3-as méret) portokok esetén
nagyobb volt a kalluszosodd portokok aranya (5,8-8,3 %), mig az 1-es stddiumu portokoknal
ez 0,7 % ¢és 3,4 % kozott volt. Fontos megemliteni azonban, hogy a Csaba gyongye fajtara is
jellemzd volt a fenti tendencia, de ennél a fajtanadl minden mérettartomanyban az eléz6 két
fajtatol eltéréen alacsonyabb értékeket kaptunk (13. abra, 1. melléklet).

Cserszegi fuszeres és Csillam fajtdknal azonban azt tapasztaltuk, hogy az 1-es stadiumu
portokbol fejlodott nagyobb aranyban kallusz (2,5-4,4 %), mig a nagyobb portokokbdl kisebb
aranyban alakult ki (1,6-3,0 %) (2. melléklet).

Kiilonbdzd portokméretek kalluszosodasanak aranya fajtankeént

10,0

8,0

6, l

4, Méret 3

2, ' Méret 2
- Méret 1

0,0

%
[=] [=]

o

Bianca Csaba gydngye Cserszegi Csillam Ezerjo
fliszeres

B Méret1 B Méret2 Méret 3

13. dbra A kalluszosodas mértéke a vizsgalt fajtakban fejlettsége szerint a vizsgalt fajtaknal
szazalékban kifejezve

A kisérlet folyaman vizsgalni kivantuk a fajtakon belill a tokék kozotti variabilitast, ezért
vizsgalatunk sordn a fajtdkon beliil tobb kiilonbozd tokét hasonlitottunk 0Ossze. Azt
tapasztaltuk, hogy a kalluszosodas mértéke nagyban eltér a fajtakon beliil az egyedek kozott.
Bianca, Csaba gyongye ¢és Ezerjo fajtdkndl minden tOke esetén a 2-es vagy 3-as méretll
portokok bizonyultak a legjobbnak. A fajtakon beliil az 1-es méretii portokok a Cserszegi
fiiszeres és Csillam fajtaknal kalluszosodtak el a legnagyobb mértékben (13. abra).

Azonban, ha a fajtak utan az egyedek szintjén vizsgaljuk a kalluszosod6 portokok
szazalékat azok fejlettségének fliggvényében, lathatjuk, hogy igen nagy a variabilitds. Nem
minden téke esetén az a portokméret bizonyult a legjobbnak, amely a fajta esetében. 14
tokeébdl 7 esetben (Bianca 2. toke, Csaba gyongye 1. toke, Cserszegi 1. és 2. téke, Csillam 1.

¢és 2. toke és Ezerjo 1. toke) azt tapasztaltuk, hogy nem az a portokméret kalluszosodott el
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legnagyobb széazalékban, ami az adott fajtdknal. Egy esetben (Csillam 3. téke) az 1. és a 3.
portokméretek mind szazalékba, mind lerakott és elkalluszosodott portokszamban tokéletesen
egyeztek (1. melléklet).

Ha a portokméreteket sorrendbe tessziik a kalluszosodas mértékében, akkor kevés olyan
tokét talalunk, ahol a fajtaknal felallitott sorrend megegyezik a tokéknél megfigyelt
sorrenddel. A vizsgalt 14 téke koziil ez csupan harom — a Bianca 1. téke, a Csaba gyongye 2.

toke, és a Cserszegi fliszeres 3. tOkére volt igaz (13. abra v.6. 14. abra).

A kalluszosodas meértcke a vizsgalt tokeknel meret szerint

B B2 Csal Csa2 Csad Csel Csel Csed Csil Csi2 Csi3 El E2 E3

mhéret | @ Méret 2 m Méretd

14. abra Kalluszosodas mértéke a vizsgalt tékéknél B- Bianka, Csa- Csaba gydngye, Cse- Cserszegi fiiszeres, Csi- Csillam, E-
Ezerjo.
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6.3. Kalluszmintak tesztelése

Bar Osszesen tiz fajta virusmentesitését inditottuk el, jelenleg még csak a Chardonnay
esetében allnak rendelkezésiinkre megfelelé méretii kalluszcsomok és regeneralt novények.
Ezért a tovabbi virusteszteket ezen a fajtan végeztik el. Tiz honapos Chardonnay
kalluszcsomok makroszkopos vizsgalatait kovetéen a kalluszcsomok feltételezhetden
embriogén részébdl kivalasztottunk négy véletlenszerli mintat, és teszteltik HSVd viroidra,
GLRaV-1 és RSPaV virusokra. Egyediil a 2. szamu minta mutatott pozitiv eredményt HSVd,
¢s RSPaV virusokra, GLRaV-1 virusra mind a négy minta negativ lett (15. abra és 6. tablazat)

BEEE 6. tablazat A kallusz mintakon végzett

= ' virustesztek eredményének osszefoglalasa +:
az adott tesztre pozitiv eredmény, -: az adott
tesztre negativ eredmény, n.t.: nem tesztelt

Pozitiv kontrol
Vizes kontrol

GLRaV1

| ——
B

— =

15. dbra Az dltalam elvégzett kallusz virustesztek eredménye (agardz gélelektroforézis
kép). RNS (az ossz RNS kivonatok mennyiségi és minoségi ellendrzése), 18S riboszomalis
RNS-re keészitett PCR( ~900 bazispar), HSVd kimutatasara készitett PCR (~330 bazispar),
GLRaV-1 virus kimutatasara készitett PCR(~230 bazispar), RSPaV kimutatasara készitett
PCR (~155 bazispar). pozitiv kontrol: minden esetben az adott virusra/viroidra pozitiv
mintabol késziilt cDNS-t hasznaltam, negativ kontrol: vizes kontrol

6.4. Regeneralt novények tesztelése

Végiil elvégeztem a 24 regeneralt Chardonnay vonal tesztelését is. E10szor az RNS kivonas
sikerességét ellendriztem (16. ara RNS panel). Ezutan ¢DNS-t készitettem, majd ennek
sikerességét is ellendriztem a 18S rRNS belsé kontrollra készitett PCR-el (16. abra 18S
panel). Husz minta esetén sikeres volt a cDNS tesztelése, azonban tobbszori probalkozas utan
sem sikeriilt megfelel6 mindségli cDNS elballitasa a 17; 21; 22 és 23 vonalak mintaibol, ezért
ezeket a vonalakat a kisérlet tovabbi részében nem vizsgaltam (16. abra 18S panel). Ezutan
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16. dbra Az dltalam elvégzett anyanovény-virus tesztek eredménye (agaréz gélelektroforézis kép(agaroz
gélelektroforézis kép). RNS (az ossz RNS kivonatok mennyiségi és mindségi ellendrzése), 18S riboszomdalis RNS-re
keszitett PCR( ~900 bazispar), HSVd kimutatasara készitett PCR (~330 bazispar), GLRaV-1 virus kimutatasara
keészitett PCR(~230 bazispar), RSPaV kimutatdisara készitett PCR (~155 bazispar). pozitiv kontrol: minden
esetben az adott virusra/viroidra pozitiv mintabol késziilt cDNS-t hasznaltam, negativ kontrol: vizes kontrol

végeztem el a virus és viroid teszteket. Az Osszes regeneralt vonal negativnak bizonyult
HSVd viroidra, és szintén negativ eredményt kaptunk GLRaV-1 és RSPaV virusokra (16.
abra).

A Chardonnay fajtan elvégzett dsszes virusteszt eredményét az aldbbi tablazatban foglalom
Ossze (10. tablazat). A vizsgalt anyandvény az altalam végzett tesztekben pozitivnak bizonyult
GLRaV-1 és RSPaV virusokra, valamint HSVd viroidokra. Ezzel szemben a Chardonnay
kalluszban, az indukciotol szamitott tizedik honapban csupan egyetlen mintanal sikertilt
kimutatni a GLRaV-1 virus és HSVd viroid jelenlétét. A ndvényregeneracido utan egyetlen

vonalban sem tudtunk virust, vagy viroidot kimutatni a novényekben (7. tablazat).

7. tablazat A Chardonnay fajta virus mentesitése kozben végzett virus tesztek osszefoglaldasa

Virus tesztek eredményei (fertozott

Kales minta db/6sszes minta db)

Tesztelt minta indukciotol eltelt

honapok szama

HSVd GLRaV-1 RSPaV

Anvanvény 0 1/1 1/1 1/1
Kallusz mintak 10 1/4 0/4 1/4
Regeneralt ndvények 12 0/20 0/20 0/20
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7. EREDMENYEK MEGVITATASA

7.1. Szomatikus embriogenezis indukalasa

Az embriogén kallusz indukcidjat és fejlodését, illetve annak mértékét rengeteg tényezd
befolyasolja. A tenyészetek inditdsahoz hasznalt genotipus, az alkalmazott taptalaj, a
felhasznalt ndévényi rész, a ndvényi inokulum fejlettsége, a kiilonb6z6 novényi
novekedésszabalyozok (azok mennyisége és egymdashoz viszonyitott ardnya) illetve az
évjarathatas is mind befolyassal lehet a tenyészetek inditasanak sikerére. Ot kiilonbozd fajtan
(Bianca, Csaba gyongye, Cserszegi fliszeres, Csillam, Ezerjo) vizsgaltuk a kallusz fejlodés
mértékét. Tudomdsunk szerint ezen fajtdkon embriogén kallusz indukaldsara iranyulo
kisérleteket még nem végeztek. Vizsgaltuk a portokok fejlettségének hatdsat a kallusz
indukciora, illetve a tenyészeteket tokeazonosan inditottuk, igy lehetéségiink volt vizsgalni,
hogy az egyes egyedek esetén mennyire tér el a kallusz indukcido mértéke a fajta atlagahoz
képest. Az eltérd fejlettségli portokok kalluszosodasanak vizsgalatdhoz 21000 portokot
izolaltunk Osszesen 3 fejlettségi stadiumban. A tenyészetek felvételezésére az inditas utani 3.
passzalast kovetden keriilt sor. A tenyésztés ezen szakaszaban még sok esetben nehéz a
kallusz embriogén jellegének megitélése, igy erre nem is torekedtiink, hanem felvételeztiik az
Osszes portokok kalluszosodasanak aranyat a tenyészetekben. A tovabbiakban még tervezziik
a kultarak ujboli felvételezését is az adatok pontositasa érdekében.

A vizsgalt fajtak koziil legnagyobb aranyban a Bianca fajta portokjain fejlédott kallusz (6,9
%), Ezerjo esetében 5,6 %, mig a tobbi fajta esetében ez az érték 1,9-3,0 % volt (Cserszegi
fiiszeres, Csillam és Csaba gyongye). Tobb szerzd is ehhez hasonldéan a kalluszindukcid
gyakorisaganak erés genotipus fliggéségérol szamolt be (Perrin et al. 2004, Kikkert et al.
2005, Olah et al. 2009, Vidal et al. 2009). Bianca és Ezerjo fajtak esetén gy tapasztaltuk,
hogy a nagyobb méretli (2-3-as méret) portokok nagyobb szazalékban a kalluszosodtak (5,8-
8,3 %), mig az 1-es stddiumu portokoknal ez 0,7-3,4 % volt. Fontos megemliteni azonban,
hogy a Csaba gyongye fajtara is jellemz6 volt a fenti tendencia, de ennél a fajtdnal minden
mérettartomanyban az el6zd két fajtatdl eltérden alacsonyabb volt a kallusz indukcio
hatékonysaga. Cserszegi fliszeres és Csillam fajtdknal azonban az 1-es stddiumu portokbol
fejl6dott nagyobb aranyban kallusz (2,5-4,4 %), szemben a nagyobb portokokkal (1,6-3,0 %).

A fajtdkon beliil az egyes tOkék vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a kalluszosodas
mértéke jelentdsen eltér a portokok méretének fiiggvényében. Mig a Bianca és a Csaba
gyongye fajtadknal minden tokénél a fejlettebb (2-3-as méret) portokok bizonyultak a
legjobbnak, addig Cserszegi fiiszeres, Csillam és Ezerjo esetében az egyedek kozotti
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variabilitds miatt nem valaszthaté ki egyértelmiien a legnagyobb aranyban kalluszosodd
portok méret. Sz6lében Gribaudo és munkatarsai (2004) kozolték elészor a portokok
fejlettségének hatasat a kallusz indukciora. 6 méretcsoportot kiilonitettek el. Chardonnay és
Barbera esetén a fejletlenebb (1-3) Vitis berlandieri x V. rupestris Richter110 fajta esetén
pedig fejlettebb (4-5.) méret esetén magasabb volt a kallusz indukcié mértéke. Vidal és
munkatarsai (2009) 3 méretcsoportot kiilonitettek el. Sultanina fajta esetén a fejlettebb, a
tobbi fajta (Albarino, Cabernet Sauvignon, Chardonnay, Garnacha, Muscat Hamburg,
Tempranillo) esetén viszont a fejletlenebb portokoknal volt hagyobb a kalluszosodas mértéke.
Vidal ¢és munkatarsai 2 egymast kovetd év adatai alapjan jelentOs eltérést tapasztaltak az
egyes ¢években tobb fajta esetén is a fajtak valaszadd képességében, amit az évjarathatissal
magyaraztak. Az évjaratok vizsgalata mellett viszont nincs tudomasunk arr6l, hogy az
egyedek kozotti variabilitast vizsgaltdk volna portokkultarakban. Eredményeink alapjan (ami
1 évjarat eredményeit tiikrozi) a tenyészetek inditdsdhoz - a felsorolt fajtak esetén -
alkalmasabb a nagyobb, fejlettebb portokok izolalasa.

Meg kell azonban jegyezniink, hogy az eddigi eredményeink nem tesznek kiilonbséget
embriogén és nem-embriogén kallusz indukéldsanak hatékonysaga kozott, mert jelenleg a
tenyészetek fejlettsége nem alkalmas ennek pontos meghatarozasara. Ez is lehet az egyik
magyarazata annak, hogy jelenlegi adataink nincsenek 0Osszhangban az irodalomban
kozoltekkel, mely szerint a fajtadk tobbségénél a fejletlenebb portokok esetén magasabb a
kalluszindukcié mértéke. A kiilonbség abbol is adodhat még, hogy a fejletlenebb portokok az
izolaci6 soran konnyebben megsériilhetnek, ami azok pusztuldsdhoz illetve sebkallusz
képzddéséhez vezethet. Ugyanakkor, mivel mas fajtakkal dolgoztunk, az eredményeink nem
feltétlentlil 6sszehasonlithatdéak az irodalmi adatokkal. A jovOben tehat Iényeges eleme lesz
munkanknak az embriogén/nem-embriogén kallusz ardnydnak meghatdrozasa. Ehhez

tervezziik még a tenyészetek tovabbi kiértékelését, valamint a kisérletek megismétlését.

7.2. Virusdiagnosztika

Irodalomban eddig szamos olyan munka készilt, melyben in vitro szomatikus
embriogenezis alkalmazasaval végeztek virusmentesitést (pl. Gambino et al. 2006, Borroto-
Fernandez et al. 2009, Gambino et al. 2010), de eddig csupan egy publikacid sziiletett a
szomatikus embriogenezis viroidmentesitésre vald alkalmazasarol (Gambino et al. 2011).
Egyetlen kozlemény sem sziiletett azonban, ahol a virusok és viroidok eliminaciojat

egymassal parhuzamosan kovették volna nyomon. fgy jelenleg nincs informécionk arrdl, hogy
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a virus- és viroidvesztés milyen relacioban all egymassal, és nem tudjuk azt sem, hogy milyen
mechanizmus altal torténik.

Munkam kezdetén 10 szdléfajta in vitro indirekt szomatikus embriogenezisen keresztiili
virusmentesitését kezdtem el. Arra a kérdésre szerettem volna valaszt kapni, hogy vajon a
szomatikus embriogenezis soran a viroidok elveszitése jelzi-e a virusok eliminalodasat is. A
valasztott sz6lofajtak kozott egy vildgfajta (Chardonnay), magyar fajtak (Ezerjo, Kovidinka,
Csaba gyongye, Cserszegi fliszeres), valamint interspecifikus fajtdk (Csillam, Bianca,
Pegazus, Duna gyongye, Viktoria gyongye) is képviselve voltak. Elsé 1épésként felmértiik a
valasztott fajtak virusfert0zottségét, és vizsgaltuk a HSVd viroid jelenlétét is. A Pegazus
csemegeszOl6 fajta kivételével mindegyik mintabodl sikeriilt kimutatnunk a HSVd-t. A
Pegazus esetében valoszinlileg az RNS kivonat mindsége nem volt megfelelé ahhoz, hogy
PCR-re alkalmas cDNS-t irjunk rola. A tovabbiakban tervezem a Pegazus fajtabol az Gjabb
RNS kivonast és a tesztek ismétlését.

A vizsgdland6 fajtakbol mintat kiildtiink a g6dolléi NAIK MBK  Diagnosztika
Csoportjanak is, hogy teszteljék azokat kilenc sz6l6virusra (4. tablazat). Eredményeik alapjan
két virust valasztottunk ki nyomon kovetésre: az RSPaV-t, melyre minden minta pozitiv lett,
illetve az GLRaV-1-et, mivel ez egy Magyarorszagon igen jelent6s és gyakran el6forduld
virus (Cseh 2012, Apro et al. 2014). Erre a két virusra mi is elvégeztiik a teszteket, melyek
nagyrészt megerdsitették az MBK-bol kapott eredményeket. Két minta esetében kaptunk
eltérést, a Duna gydngyénél és a Csaba gydngyénél nem sikeriilt kimutatnunk RSPaV-t,
ellentétben a godolldi eredményekkel. Ez az eltérés jol példazza, hogy rendkiviil fontos a
diagnosztikai vizsgalatokat tobbszor, egymastol fiiggetleniil elvégezni, és hogy a negativ
eredmény nem jelent feltétleniil virusmentességet.

A tovabbi virus- és viroid teszteket csak a Chardonnay fajtdn végeztem, mivel ezzel a
fajtaval kezdtem el legeldszor a portokizolalast és kalluszindukciot, ezért ebbdl a fajtabol
regeneralhattam el8szor novényeket.

Négy embriogén kallusz csomot teszteltem HSVd-re, RSPaV-ra és GLRaV-1-re. Mig
GLRav-1-et egyik kalluszban sem sikeriilt detektalnom, addig RSPaV-t kimutattam egy
kalluszbol. Ugyanebben a kalluszban a HSVd is kimutathaté volt. Ezek az eredmények
megerdsitik elképzelésiinket, miszerint a viroidmentesség utalhat a virusmentességre, illetve a
viroid jelenléte indikalhatja a virusok esetleges jelenlétét. Ugyanakkor itt is meg kell
jegyezniink a diagnosztika egyik f6 nehézségét, miszerint a negativ eredmény nem elégséges

ahhoz, hogy kijelenthessiik, virusmentes a mintank. Tovabb bonyolitja a képet, hogy a
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kalluszban a virusok, viroidok mozaikos eloszlasuak (Gambino et al. 2010 és 2011).
Elképzelhetd tehat, hogy egy adott kallusz kiemelt és tesztelt része virusmentes, mas része
azonban nem. A hipotézisiink megerdsitéséhez tovabbi, nagyszamu tesztre van sziikség.

A regeneralt novények koziil 24-et valasztottunk ki, melyek koziil 20-at tudtunk sikerrel
tesztelni. Ezek mind teljesen virus- €s viroidmentesnek bizonyultak mindharom nyomon
kovetett patogénre nézve. Ez megerdsiti, hogy az szomatikus embriogenezisen keresztiili
ndvényregeneraciod hatékony modszer a virusok és viroidok eliminalaséra is.

A virustesztek tehat biztatoak, hiszen egyetlen regeneralt novényben sem detektaltunk sem
virust sem viroidot. Mindazonaltal, a negativ teszt hatterében allhat alacsony virustiter,
mintavételi és feldolgozasi hiba is, tehat a teszteket meg kell ismételni majd az akklimatizalt

ndvényallomanyon is.
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8. OSSZEFOGLALAS

A viroidok szubviralis molekularis parazitak, melyek kozott szamos gazdasagilag jelentds
korokozot taldlunk. A szélokultardkban jatszott gazdasagi szerepiik valdsziniileg nem
relevans, de a sz016 szdmottevd termoteriilete €s vilagszerte kiterjedt viroidfertézottsége miatt
rezervoarndvényként jelentds szerepe lehet. A viroidok tobbsége mechanikai ton terjed, ezért
elleniik a legfontosabb védekezési modszer a viroidmentes szaporitdoanyag haszndlata. A
viroidokat nehéz elimindlni a virusmentesitésre hasznalt egyszeriibb technikakkal (hokezelés,
csticsmerisztéma-kultura), de az in vitro szomatikus embriogenezis igéretes technikanak tiinik
csakugy, mint a virusmentesités terén. A sz6léviroidok mind a Pospiviroidae csaladba
tartoznak, igy sejtmagi lokalizaciojuak, ami felveti annak lehet6ségét, hogy nehezebb
eliminalni azokat az in vitro tenyésztés soran, mint a virusokat. Ilyen modon elképzelhetd
lenne az is, hogy a viroidmentesség indikalhatnd a virusok elvesztését, ezaltal egyszeriisitené
¢s koltséghatékonyabba tenné a virusmentesités folyamatéat.

Munkamban célul tiztem ki, hogy Magyarorszagon elterjedt, virus- és viroid-fert6zott
sz6l6fajtakat viroidmentesitsek in vitro szomatikus embriogenezis alkalmazasaval. Olyan
szbl6fajtakat valasztottam, melyeket eddig nem vontak in vitro tenyésztésbe, ezért vizsgalni
kivantam ezen fajtdk kalluszosodasi képességét is. Célom volt ezen kiviil, hogy kdvessem a
HSVd viroid és néhany virus szomatikus embriogenezis soran vald elimindciojat.

Osszesen 10 fajta viroidmentesitését kezdtiik meg, ezek mindegyike fertdzott volt HSVd-
vel, és RSPaV-vel, illetve két fajta GLRaV-1-el is. A 10 fajtabol dsszesen 29000 portokot
preparaltunk, ebbdl pedig 6t fajta 15200 portokjanak kalluszosodasat értékeltem ki a portok
fejlettségi allapotanak, és az egyedek kozti variacioknak a fiiggvényében. Megallapitottam,
hogy a fajtdk kozott eltérd a kalluszosodasi képesség, €s hogy a fajtdk kozott mas-mas
fejlettségi allapotti portokokbdl képzddik nagyobb aranyban kallusz. A fajtdkon beliil az
egyedek kozott is eltérOnek bizonyult a kalluszosodasi képesség. Ez utobbi eredmény
kiilondsen érdekes, mivel jelenlegi tudasunk szerint az egyedek kozti kiilonbségekrdl eddig
nem rendelkeziink semmilyen irodalmi informacidval.

Novényregeneralast eddig csak egy fajta, a Chardonnay esetén végeztiik el. Ennél a
fajtanal a Hop stunt viroid (HSVd) viroid mellett két virust (Grapevine leafroll associated
virus 1 (GLRaV-1) és Rupestris stem pitting associated virus (RSPaV)) valasztottuk ki
nyomonkovetésre az in vitro szomatikus embriogenezis soran. A 10 honapos kalluszokban a
HSVd-t virussal egyiitt sikeriilt kimutatnunk, a viroidra negativ mintak viszont virust sem

tartalmaztak. Eddig 20 regeneralt novényt sikeriilt eléallitanom, melyek koziil egyikben sem
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detektaltunk sem virus-, sem viroidfertézést. Ez az eredmény megerdsiti, hogy a szomatikus
embriogenezis hatékony eszkdz a viroidok eliminalasara, de a regeneralt ndovények wjboli
tesztelése elengedhetetlen a virusmentesség aldtdmasztasahoz.

A tovabbiakban tervezem a ndvényregeneraldst a maradék 9 fajtanal, és a viroidfertdzés
nyomonkdvetését nagyszamu kalluszmintdban és regeneralt névényben, hogy vizsgalhassam,
vajon a viroidmentesség indikatora lehet-e a virusmentességnek a szomatikus embriogenezis

soran.
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11. MELLEKLETEK

1. melléklet A vizsgalatba bevont fajtak lerakott portokjainak szama, és az
kalluszosodas aranya tokékre lebontva
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2. melléklet A vizsgalatba bevont fajtaknal lerakott és elkalluszosodott portokok
szama

Méret Lerakott portok (db) Kapott kallusz (db) Kalluszosodas aranya (%)

Meéret 1 735

Méret 2 1020

Méret 3

Méret 1 1590

Méret 2 1310

Méret 3 1225

Osszes

Méret 1 475

Méret 2 640

Méret 3

Osszes

Méret 1 965

Méret 2 855

Méret 3 1190

Osszes

Méret 1 707

Méret 2 1055

Méret 3 1215

Osszes

Bianca
24 3,27
83 8,14
1095 91 8,31
2850 198 6,95
Csaba gyongye
11 0,69
27 2,06
41 3,35
4125 79 1,92
Cserszegi fiiszeres
21 4,42
19 2,97
1110 26 2,34
2225 66 2,97
Csillam
24 2,49
14 1,64
22 1,85
3010 60 1,99
Ezerjo
24 3,39
61 5,78
81 6,67
2977 166 5,58
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