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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE
18S rRNS - 18S riboszémalis ribonukleinsav
2,4-D - 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-diklorfenoxi ecetsav)
2-TU - 2-thiouracil
ACLSYV - apple chlorotic leaf spot virus (alma klorotikus levélfoltossag virus)
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polimorfizmus)
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AIDS - acquired immunodeficiency syndrome (szerzett immunhidnyos allapot)
ArMYV - Arabis mosaic virus (Arabisz mozaik virus)

ATP - adenosine triphosphate (adenozin trifoszfat)

AZT — azidothymidine (azidotimidin)

BA — benzyladenine (benzil adenin)
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CMYV - cucumber mosaic virus (uborka mozaik virus)

CTAB - Cetyltrimethylammonium bromide (cetil-trimetil-ammonium-bromid)
CVB - chrysanthemum virus B (krizantém virus B)

DHPA -dihydroxypropyl adenine (di-hidroxipropil-adenin)

DNS - dezoxiribonukleinsav

dNTP - deoxyribonucleotide triphosphate (deoxinukleotid trifoszfat)

EDTA — ethylen diamine tetraacetic acid (etilén-diamin-tetraecetsav)

EFlo — elongation factor-1 a (elongécios factor-1a)

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay (enzimhez kapcsolt immunoszorbens
vizsgalat)

G3P — glyceraldehyde-3-phosphate (glicerinaldehid-3-foszfat)

GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gliceraldehid-3-foszfat
dehidrogenaz)

GCLYV - garlic common latent virus (fokhagyma kozonséges rejtett virusa)
GCMYV - grapevine chrome mosaic virus (sz6l6 krém mozaik virus)

gDNS- genomi DNS



GFkV — grapevine fleck virus (sz0616 latens foltossag virus)

GFLV - grapevine fanleaf virus (sz616 fertdz6 leromlés virus)

GLPV- grapevine line pattern virus (sz016 vonalas mintazottsag virus)
GLRaV - grapevine leafroll-associated virus (sz616 levélsodrodas virus)
GPGV - grapevine Pinot gris virus (sz616 Pinot gris virus)

GRSPaV - grapevine rupestris stem pitting-associated virus (sz6l6 rupestris faszoveti
barazdaltsag virus)

GRVFV — grapevine rupestris vein feathering virus

GSyV-1 — grapevine Syrah virus-1 (sz616 Syrah virus-1)

GTP - guanosine-triphosphate (guanizon-trifoszfat)

GVA — grapevine virus A (sz6l6 A virus)

GVB - grapevine virus B (sz616 B virus)

GVD - grapevine virus D (sz6l6 D virus)

GVQ — grapevine virus Q (sz616 Q virus)
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HCYV - hepatitis C virus (hepatitisz C virus)
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felelés nemzetkdzi bizottsag)
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mT- meta-Topolin

NA — neuraminidase (neuraminidaz)

NAA - naphtylacetic acid (naftil-ecetsav)
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NRTI - nucleoside reverse transcriptase inhibitor (nukleozid reverz transzkriptaz
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1. BEVEZETES

A sz016t szdmos patogén fertézheti, koztiikk a viroidok, virusok, fitoplazmak,
baktériumok és gombak is. A felsorolt csoportokba tartozo patogének koziil tobb latens
formaban is fertézhet, amely fertdzott szaporitbanyag hasznalata esetén eldsegiti
terjedésiiket mas iltetvényekre, ezért kritikus fontossaghi a patogéntesztelt
szaporitdanyag hasznalata. Jelenleg nem létezik megfeleléen kidolgozott modszer
arra, hogy az iiltetvényekben a szaporitdanyaggal terjedé korokozok altal okozott
betegségek megjelenése utdn sikeresen tudjunk védekezni, igy sok esetben a
fertézésekben ¢érintett tokék kondicidja csokken, €s novényegészségligyl vagy
gazdasagi okok miatt gyakran kivagasra keriilnek. Ezek a patogének komoly gazdasagi
karokat okozhatnak, mivel a termés mennyiségét €s mindségét is hatranyosan
befolyasolhatjak. A gazdasagi karok minimalizaldsa érdekében a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem Sz6lészeti ¢és Boraszati Intézetének Kecskeméti
Kutatoallomasanak jogelddjében mar a 60-as évektdl folyt meghatarozott virusok
kimutatasa biotesztek alkalmazasaval, majd ezt kdvette az adott virusoktol mentesitett
kiinduldsi és prebazis allomanyok létrehozasa, amelyben Lehoczky Janosnak
meghatarozo szerepe volt. Ugyanitt napjainkban méar magas mindségii patogéntesztelt
szaporitdanyag eldallitas, illetve patogéntesztelt kiindulasi és prebazis allomanyok
fenntartasa zajlik izolalt és szabadfoldi koriilmények kozott is. A zarlati karositoktol
mentes statusz elérése fontos kritérium, hiszen ezen korokozok tiinetét mutatd
fajtak/klonok a Nemzeti Fajtajegyzékbe sem keriilhetnek be (87/2006. (XI1.28.) FVM
rendelet). A munka éppen ezért nagy jelentdséggel bir, ugyanis a hagyomanyos ¢és
molekularis szelekcid soran kivalasztott, valamint keresztezéses modszerekkel
eldallitott uj fajtak gyakran tobb virussal és viroiddal is fertézottek lehetnek, ami
komoly tlinetek megjelenését is eredményezheti.

Az elmult évtizedekben a kutatdék szamos moddszert dolgoztak ki a kiilonb6z6
koérokozok eltavolitasara. A gombdk ¢és a fitoplazmak koncentracidjanak
csokkentésére az egyszerlien kivitelezhetd melegvizes kezelés is alkalmas, mig a
virusok ¢€s virodiok eltavolitasa csak bonyolultabb szovettenyésztési modszerekkel
érhet6 el. Ilyenek a merisztéma tenyészetek, a szomatikus embriogenezis €s az ezeket
kiegészitd kemoterapia is. Ezek az eljarasok mas és méas mechanizmus alapjan hatnak,
igy eltéré hatékonysaggal alkalmazhatok a kiilonbozd szdlévirusok és viroidok
eltavolitasara. A virusmentesitési protokollok fejlesztésére folyamatos igény van, akar

a felhasznalt szovettipusok milyensége, akar a felhasznalt antiviralis szerek



tekintetében. A virusmentesitési folyamat hosszéanak csokkentése fontos tényezo,
ugyanis ezzel ndvelhetd az adott iddintervallum alatt eldéllithatd egészséges
ndvényegyedek szdma is.

A merisztémak regeneracios ideje lényegesen hosszabb, mint a nagyobb
hajtascsticsoké, igy utobbiak alkalmazasaval 1d6 sporolhatd, de ilyenkor kiillonbdzo
kiegészitd kezelések is sziikségesek lehetnek. Ilyen a hdterdpia, a krioterapia vagy az
antiviralis szerekkel végzett kemoterapia is. Az antiviralis szereknek a novényekre
nézve sokszor negativ hatdsaik is vannak (pl. klordzis, novekedésgatlas, pusztulas),
amelyeket felhasznalasuk kozben figyelembe kell venni. A kezelt szovettipusnak, a
kortiltekintést 1igényel. A szomatikus embriogenezis virusmentesitési hatasa
bizonyitott, de a portok és ovarium alapt tenyészetek létesitése csak a virdgzatok
meglétekor kivitelezhetd ¢és ha nem jarunk sikerrel, akkor mas modszerek
alkalmazaséra van sziikség.

A kiilonb6z6 moddon regeneralt novényegyedek virusmentességét ellendrizni
sziikséges. Erre a célra az enzimhez ko6tétt immunszorbens vizsgalat (enzyme-linked
immunosorbent assay — ELISA) és a polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction
— PCR) alapti modszerek a legelterjedtebbek. Utobbi esetében a ndovényegyedeinkbdl
izolalt nukleinsav meglétérél és mindségérél meg kell bizonyosodnunk. Ehhez
megbizhato referenciagént kell valasztanunk, amely eldzetes kisérletek elvégzését

teszi sziikségessé.
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1.

2. A MUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

Munkam egyik f6 célja volt a szovettenyésztési modszerek és a
patogénmentesitésben felhasznalhatdé egyéb technologiai lehetdségek
optimalis kombinacidojanak kidolgozdsa. A merisztéma tenyésztés és a
szomatikus embriogenezis a korabbi RT-PCR ¢és ELISA vizsgélatok szerint
hatékony virusmentesitési moddszerek, de utobbi hatékonysagadt munkam
megkezdésekor még nem vizsgaltak érzékenyebb technikék alkalmazésaval,
ezért a szomatikus embriogenezis virus- és viroidmentesitésben vald
hatékonysagat terveztem vizsgalni a kis RNS-ek nagy ateresztoképességii
szekvenalasanak segitségével, ami igy atfogobb képet adhat a modszer
jelentéségérol. Ezen kivill terveztem Osszehasonlitani a két modszer
hatékonysagat is.

A 0,2 mm-nél kisebb sz6l6 hajtascsucs-merisztémakbol csak 0,5-10%-ban
regeneralodnak hajtasok. Tapasztalataink alapjan 2 mm-es in vitro
hajtascsucsok regeneracios képessége ezzel szemben akar 100% is lehet, de
virusmentesitésre ez a méret onmagaban nem alkalmas. Erre a problémara a
szakirodalomban mar publikalt antiviralis szerek (pl. ribavirin, zidovudin, 2-
thiouracil) jo lehetéséget kinalhatnak, ugyanis alkalmazasukkal kikeriilhetd a
bonyolult ¢és sokszor koriilményes merisztéma tenyészetek hasznalata.
Munkam kovetkezé célja volt tehat a ribavirin virusmentesitési hatdsanak
vizsgalata nagy szamu novényen, valamint, hogy elséként kiséreljem meg a 2-
thiouracil és a zidovudin sz6l6 virusmentesitésére vald alkalmazasat.

A virusmentesitésen atesett novények tesztelése kulcsfontossagu, amire az RT-
PCR alkalmas modszer. Ehhez megfeleld6 mennyiségli és mindségii
nukleinsavbol torténd sikeres cDNS (copy DNS) szintézis sziikséges, igy
lehetéség nyilik az RNS genommal rendelkezd korokozok kimutatdsara is.
Ennek ellenérzésére szamos referenciagén primer van hasznalatban, de ezek
alkalmazésa soran nem egyértelmi a keletkezett PCR termék eredete. Erre a
célra olyan egy vagy tobb intront tartalmazo6 génszakaszra specifikus haztartasi
gén primereket terveztem tesztelni, amik eltér6é méreti fragmentumot
amplifikdlnak a genomi DNS-rdl (gDNS) és a cDNS-r6l, hiszen az mRNS-
ekbdl az érési folyamat soran az intronok kivagddnak, mig a gDNS-rél az

intronokat is tartalmaz6, hoszabb szakasz amplifikalodik.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A szolotermesztés helyzete és kihivasai

A Vitis vinifera (bortermd sz010) a Vitaceae csaladba (sz016félék), azon beliil
a Vitis nemzetségbe (szO0l6 nemzetség) tartozik. A bortermd sz6l6 a csalad
legnevezetesebb ¢s gazdasagilag is legjelentOsebb faja, amelyet az Antarktisz
kivételével a vilag 6sszes kontinensén termesztenek. A sz616t ma legnagyobb részt bor
¢s friss gylimoélcs, valamint ivolé formajaban fogyasztjak, de fontos megemliteni az
antioxidansokban gazdag sz6l0magbol kinyert olaj jotékony hatasat is (This et al.
2024; Martin et al. 2020). Ezeken kiviil a sz0l6 mazsola formdjaban, megfeleld
elokezeléseket kovetden hosszi ideig eltarthatdo és fontos asvanyi anyagok és
vitaminok forrasa is lehet (Singh et al. 2022).

Az 1860-as években Eszak-Amerikabol Eurépaba behozott sz&ldgyokértetii
(filoxéra) hatalmas pusztitasokat végzett, amely a termdteriiletek csokkenését
eredményezte, ugyanis az europai fajtak gyokere fogékony volt erre a kartevore. A
filoxéravészt kovetd rekonstrukcid kovetkeztében a vildg szoloteriiletének nagysaga
folyamatosan novekedett és 1975-ben 10,2 millié hektarnél tetézott. 2024-re ez 7,1
millié hektarra csokkent és jelenleg stagnalni latszik. Ez a csokkenés f6leg Europaban
volt megfigyelhetd és koszonhetd volt tobbek kozott a fejlettebb technologiak és az uj,
innovativ fajtdk megjelenésének, amelyek lehetdvé tették ugyanakkora mennyiségi és
mindségli termés eldallitasat kisebb teriileten is. A kemizalas és az eurdpai unios
szabalyozasok is ezt az irdnyt erdsitették. A fogyasztoi tarsadalom igénye is egyre
inkabb a mindségi borok iranyaba fordult, igy a mennyiségi termelést a mindségi
termelés valtotta fel (Barker 2024; Teleki & Csipkés 2017).

Eurdpa 2023-ban a globalis sz6l6produkcid 45%-at tudhatta magaénak, amely
aranyos az altala birtokolt szdl6teriiletek nagysagaval, azonban a bor eldallitas
tekintetében mar nagyobb, 61%-0s részesedéssel zart, amelyet 2024-ben is tartott
(OIV 2024; OIV 2025). Az eurdpai sz6ldtermo teriiletek nagysaga ma nagyjabol 3,2
milli6 hektar, amibél Magyarorszagon nagyjabol 58 ezer hektar talalhato a 22
borterm¢ vidéken. Ezen teriiletek 94%-an borsz6ld termesztés folyik, amelyen a
Hegykozségek Nemzeti Tandcsanak (HNT) 2024-es statisztikai adatai szerint a
fehérbort ado szoléfajtak (kiillonosképpen a ‘Bianca’, ‘Cserszegi fliiszeres’, ‘Olasz
rizling’ és ‘Irsai Olivér’) teriileti részesedése 0sszességében nagyobb (41 ezer hektar),
ugyanakkor a legnagyobb teriilettel (7 ezer hektér) a vorosbort ado ‘Kékfrankos’ fajta

rendelkezik, de jelentds teriileten termesztik a szintén vorosbort addé ‘Merlot’, a
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‘Cabernet sauvignon’, ‘Cabernet franc’ ¢és ‘Pinot noir’ fajtdkat is. A filoxéra
megjelenése Magyarorszagon is sziikségessé tette kiilonb6z6 szdldalanyfajtak
hasznalatat a termesztésben, amelyek koziil Teleki Zsigmond sz6léalany nemesitd a
20. szazad elején a meszes talajt kedveld Vitis berlandieri szabad beporzasabol
szarmazo6 hibrideket szelektalt, amelyekbdl tovabbi szelekciot kovetden Europa szerte
maig hasznalt alanyfajtak keriiltek kivalogatasra (pl. ‘Teleki 5C°, ‘Teleki-Kober 5SBB’,
‘Teleki-Fuhr S.0.4°, ‘Teleki-Kober 125AA’) (Kocsis 2018). Habar a valtozatos
tulajdonsagokkal rendelkezd Vitis vinifera fajtak alanyfajtakra torténd oltasa azdta is
hatékony védekezés a szOlogyokértetlii ellen, nem véd a kiilonb6zo szolot
veszélyeztetd korokozok fertézésével szemben. Kémai védekezéssel tobb korokozo
ellen is tudunk védekezni, de vannak, amelyek esetében ez nem lehetséges. A
kizarélag bonyolult szovettenyésztési eljarasok alkalmazasaval eliminalhat6é virusok
fertézése komoly gazdasagi karokat tud okozni. Adott virusokra fogékony fajtdk
esetében a kar mértéke akar 80%-os is lehet (Pocsai 2018). Bell et al. (2021) felmérései
alapjan példaul az egyik legkomolyabb karokozéasra képes virus, a GLRaV-3
(grapevine leafroll associated virus-3/sz016 levélsodrodas virus-3) 20%-o0s
gyakorisagt eléfordulasa egy Uj-zélandi iiltetvényben akar 10500 Uj-zélandi dollar
értékii kart képes okozni évente 1 hektar sz6lore vetitve, amely egy 1 hektar nagysagh
‘Merlot’ iiltetvény esetében a teljes bevétel 83%-at jelenti.

A szintén csak szdvettenyésztési eljarasokkal eliminalhato viroidok fertézése
is veszélyt jelent. A legtobb viroid dnmagaban ritkdn okoz tiineteket sz6l6n, de a
tobbek kozott a klimatol, kornyezeti tényezoktdl és az érintett fajtatol is, azonban a
virusokkal torténd komplex fertézésiik mar jelentds karokat okozhat (Bisztray et al
2012). Ezen koérokozok ismerete és vizsgalata éppen ezért sziikséges az elleniik

folytatott védekezésben.
3.2. Viroidok

A viroidok a novények legkisebb ismert korokozoi, amelyek koziil ma mar 44-
t azonositottak be (Hao et al. 2024). Erésen strukturalt, egyszalu, cirkularis RNS
orokitdanyaggal rendelkeznek, amelyen nincs kapszid fehérje, és nem mutatnak
semmiféle hirvivé (messenger) aktivitast sem, vagyis nem kddolnak fehérjét. A
gazdanodvényekben valo terjedésiik és replikéaciojuk teljes mértékben a sajat genomjuk
¢s a gazdandvény genomja kozti interakcion mulik. Annak ellenére, hogy nem
kodolnak fehérjét, mégis képesek tiineteket okozni a fogékony gazdandvényeiken,

amelyek sokszor a virusok altal okozott tiinetekre is hasonlitanak. Ez a jelenség azt
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indikélja, hogy a viroidok genomja valésziniileg szabalyoz6 szerepet tolthet be a
virusok genomjanal ismert mRNS funkcioval ellentétben. A fertézés sz616 esetében
legtobbszor latens modon torténik (Adkar-Purushothama & Perreault 2020; Kofalvi et
al. 1997).

3.2.1. Szolo viroidok

A mai ismeretek alapjan eddig hét sz616t fertdzo viroidot azonositottak, melyek
kozil hat a Pospiviridae csalddba tartozik. A legfontosabbak az ausztral sz6léviroid
(australian grapevine viroid - AGVd), a citrom kéregelhalas viroid (citrus exocortis
viroid - CEVd), a sz610 sargafoltossag viroid-1 és 2 (grapevine yellow speckle viroid-
I, -2 - GYSVd 1-2) és a komlotorpiilés viroid (hop stunt viroid - HSVd). Ezen kiviil
késobb irtdk le a szOld latens viroidot (grapevine latent viroid - GLVd) és egy
viroidszeri RNS-t is, amely az Avsunviroidae csalddra jellemzd szerkezeti

tulajdonsagokkal rendelkezik (Jiang et al. 2009; Martelli 2017).

3.2.1.1. A Pospiviridae csaladba tartozo sz616 viroidok

A Pospiviridae csaladba tartozo viroidok egyszall, parszaz nukleotid
hosszusagu cirkularis RNS genommal rendelkeznek, amely altalaban palca-szert (rod-
ike) szerkezetet vesz fel. A fert6zott ndvény vegetativ szaporitasa soran képesek
terjedni (Di Serio et al. 2021). Az ebbe a csaladba tartoz6 viroidok genomjanak
kozépsd szakaszan rendelkeznek egy kdzponti konzervalt régidval (central conserved
region - CCR), amely elkiiloniti 6ket az Avsunviroidae csalddba tartozoktol (Marquez-
Molins et al. 2021).

Az AGVd genomja 369 nt hosszisaglh és kevesebb mint 50% szekvencia
azonossagot mutat barmelyik korabban leirt viroiddal. Kutatok szerint a HSVd, a
GYSVd-1, a GYSVd-2 és a CEVd RNS-ek rekombinéciojabol eredeztethetd ez a
viroid. Mi tobb, eddig csak olyan sz6l6bdl izolaltak, amelyek rend szerint kevert
fertdzésben tartalmaztik az emlitett viroidokat is (Adkar-Purushothama et al. 2014).

A citrus exocortis viroid (CEVd) a citrus exocortis megbetegedés korokozdja
a citrusféléken. Genomja 371 nt hosszisagu. A fertdzésével érintett ndvények
megtorpant novekedést és csokkent terméshozamot produkalnak. A tiinetek fdleg
akkor jelentkeznek, ha a novényt korabban a viroidra fogékony alanyfajtara oltottak
(Hardy et al. 2008). Sz616 esetében a CEVd fert6zés nem jar tiinetek megjelenésével
(Morgan 2023).

A GLVd a legtijabban leirt sz616 viroid €s az 0j-generacids szekvenalas (next

generation sequencing - NGS) megjelenésének kdszonhetden tudtdk beazonositani.
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Genomja 328 nt hosszisagu. Ahogy arra neve is utal, sz616n nem okoz tiineteket
(Zhang et al. 2014).

A GYSVd-1, -2 viroidok a sz616 sargafoltossag megbetegedés (yellow speckle
disease) korokozoi. Genomjuk 366 és 363 nt hosszusagl. A betegség f0 tlinete a kicsi
sarga poOttyok elszort megjelenése a levélfeliileten, amely melegebb honapok alatt
valik kifejezettebbé, akar tiveghazi koriilmények kozott is. Az ismert sz616 viroidok
kozil csak a GYSVd-1 és GYSVd-2 voltak képesek tlinetek kialakitasara. Gyakran
kevert fertézésekben mutattdk ki dket a GFLV-vel, ahol érpotty6zottség tiinetet
okoztak (Singhal et al. 2019; Martelli 2017).

A HSVd egy széles gazdandvénykorrel rendelkezd, vilagszerte elterjedt viroid,
genomja 302 nt hosszisagu. Legalapvetdbb gazdandvénye a komld, amelyen
csokkenti a novény novekedését és terméshozamat is, de a tiinetek csak tobb évvel a
fertézés utan jelennek meg (Kappagantu et al. 2017; Marquez-Molins et al. 2021).
Fertézhet ezen kiviil szamos lagyszart ¢és fasszart ndvényt is, koztiik a sz6lot, de a
Prunus és Citrus nemzetségbe tartozd ndvényeket is. Sz016n a fertdzés csak nagyon
ritkdn eredményez tiineteket. A HSVd terjedhet vegetativ szaporitas soran, mechanikai

sériiléseken keresztiil, de akar sz0loémaggal is (Fajardo et al. 2018).

3.3. Novényi virusok

A virusok obligat intracellularis sejtparazitdk, amelyek jelentds karokat
okoztak ¢és okoznak a novényeknek, allatoknak és embernek egyarant, és az egyik
legjelentdsebb veszélyforrast jelentik barmely él61ény szamara (Chauhan et al. 2019).

A ndvényi virusok tanulmanyozasa az 1890-es években kezdddott. A
dohanymozaik virus (tobacco mosaic virus - TMV) volt az elsé leirt és jellemzett virus,
amelynek koszonhetéen a virusokat a betegségek korokozdjaként azonositottdk
(Roossinck 2010). A virusok taxonomigjaért felelds nemzetkozi bizottsag
(International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV) tizedik jelentése alapjan
tobb mint 1500 ndvényi virust azonositottak és még szamos uj var felfedezésre
(Lefkowitz et al. 2018).

A novényi virusok tilnyomo része egyszalit RNS virus, azon beliil is leginkabb
pozitiv szaltiak, amelyek polaritdsa megegyezik a hirvivd RNS-ekével. Ezen kiviil
léteznek negativ egyszali RNS virusok és kétszala DNS virusok is. Ezeknek a
genombeli eltéréseknek kdszonhetéen az egyes virusok reproduktiv ciklusa merében
eltérd is lehet. Minden virusnak legalabb haromfajta fehérje képzddéséért felelds gént
kell kodolnia, amelyek koziil az egyik a replikacios fehérje, ami a nukleinsav

masolasaért felelos. RNS virusok esetében a legfontosabb ilyen gén az RARP, ami az
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RNS-fiigg6 RNS polimeraz fehérjét kodolja. Ezen kiviil a strukturalis fehérjéket
koédolo gének is fontosak, amelyek a virusok fehérje burkanak és egyéb alkotdinak
kialakitasaban vesznek részt. Ilyen a CP (coat protein/burok fehérje) gén, amely a virus
fehérje burkanak kialakitasat végzo fehérjéket kodolja. Végezetiil a mozgasi fehérjéket
kodold gének, amely koziil az MP (movement protein/mozgasi fehérje) a virusok
sejtrél sejtre valo terjedését segitd fehérjéit iranyitja (Gergerich & Dolja 2011).

A termesztett ndvényeket érintd fertézések legnagyobb hanyada akut, vagyis
rovid idon beliil drasztikus tiineteket eredményez, mig a vad fajok esetében altalaban
perzisztens életciklust mutatnak, amelyet a novényi gazda segitségével folytatnak
tovabb. Ezek a virusfertdzések a novényekben jelentds karokat okoznak a termés

mennyiségét és mindségét tekintve is (Chauhan et al. 2019).

3.3.1. Szolé virusok

A sz0l6nek ma mar tobb mint 102 fertdzé virusa ismert, amelyek koziil az
utébbi években sokat a nagy ateresztOképességli szekvenalds (high throughput
sequencing - HTS) segitségével azonositottak. Ez kiemelkedden magas szam, hiszen
a szO16t tobb virus képes fertdzni, mint barmely egyéb termesztett novényiinket
(Martelli 2018; Fuchs 2024).

Magyarorszdgon a 87/2006. (XII. 28.) FVM (Foldmivelésiigyi ¢és
Vidékfejlesztési Minisztérium) rendelet szerint a kiindulasi (prebazis) alloméanyok
l1étrehozésara szolgdld ndvényeken vizsgalandd virusok a szo16 fertdzo leromlas virus
(grapevine fanleaf virus - GFLV), a paradicsom fekete gytiriis virus (tomato black ring
virus - TBRV), a sz616 krém mozaik virus (grapevine chrome mosaic virus - GCMV),
az Arabisz mozaik virus (Arabis mosaic virus - ArMV), a sz010 latens foltossag virus
(grapevine fleck virus - GFkV), a sz616 levélsodrodas virus-1, 2, 3 (grapevine leafroll-
associated virus-1, -2, -3 - GLRaV-1, 2, 3), valamint a sz616 virus A, B és D (grapevine
virus A, B, D - GVA, GVB, GVD). Eurdpiban az FEurdpai Bizottsag
2020/177 végrehajtasi iranyelve szerint a prebazis szaporitoanyagok vizsgalatkoteles
nemzarlati karositéi az ArMV, GFLV, GLRaV-1,-3.

Habar a sz0l6 virusok szama kiemelked6en magas, jelen értekezésben
terjedelmi korlatozdsok miatt csak a gazdasagilag jelentds, patogénmentesitési
munkalatok soran is leggyakrabban kimutatott €és tesztelt RNS virusok és virus
csaladok ismertetését teszem meg.

A lent ismertetett virusok fertézését nem feltétleniil koveti a tiinetek
megjelenése, ugyanis hatarozatlan ideig latens formaban maradhatnak, igy a latszolag

egészséges, tlinetmentes novények is veszélyes korokozokat hordozhatnak, amelyek a
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vegetativ szaporitas soran is terjedhetnek ¢és komoly gazdasagi karokat, valamint
terméskiesést okozhatnak (Bisztray et al. 2012). Mivel nincs megfeleléen kidolgozott
¢s kornyezetbarat védekezési modszer a sz6l6 virusos megbetegedéseinek kezelésére,
ezért az egészséges szaporitdbanyagok hasznalata kulcsfontossaga, amelyek eldallitasa
soran a kiilonb6z6 korokozok detektalasanak kiemelkedd szerepe van (Oldh et al.

2017; Szegedi et al. 2018).

3.3.1.1. A Closteroviridae csaladba tartozo sz616 virusok

A Closteroviridae csaladba tartozd virusok kiilsé burok nélkiili, egyszalu,
pozitiv (+ ssRNS) egy-, két-, vagy haromosztati (RNS1, RNS2 és RNS3) RNS
genommal rendelkeznek. Méretiik altalaban 650-2200 nm és 13-19 ezer nukleotid
hosszusaguak (Fuchs et al. 2020). A sz0616 levélsodrodas megbetegedést okozo virusok
is ebbe a csalddba sorolandok, amely betegség a gazdasagilag legkdrosabb és
vilagszerte legelterjedtebb sz616 betegség €s akar 40%-os termésveszteséget is okozhat
(Naidu et al. 2014). Harom legelterjedtebb korokozoja a GLRaV-1, GLRaV-2 és
GLRaV-3, amelyek a tobbinél erételjesebb levéltiineteket okoznak (Maree et al. 2013).
Az utobbi években a GLRaV-4 is egyre nagyobb figyelmet kap, ugyanis tobb
fiiggetlen fajnak feltételezett virusrdl kideriilt, hogy valdjaban ennek a virusnak a
kiilonbdz6 variansai (Adiputra et al. 2019).

A GLRaV-k az Ampelovirus nemzetségébe tartoznak, kivéve a GLRaV-2-t,
amely a Closterovirus nemzetség tagja. A GLRaV-1 egy 1 db RNS-bdl allo, 18659
nukleotid hosszusagi genommal rendelkezik, amely replikacidhoz, fehérje burokhoz
¢s hosokk fehérjéhez sziikséges géneket is kodol.

Habar ezen virusok elsddlegesen a vegetativ szaporitas sordn terjednek, a
GLRaV-1, -3 ¢és -4 iiltetvényen beliili terjedését is megfigyelték pajzstetvek altal. A
GLRaV-1 esetében ilyen vektor példaul tobbek kozott a Pseudococcus maritimus vagy
a Planococcus citri is (Naidu 2017).

A levélsodrodas megbetegedés a sz016 egészségére €s a termése mindségére is
hatdssal van. A {6 tiinetek megjelenése Oszre tehetd, amikor a leveleken kék bogydju
fajtak esetében erdteljes vorosodés, mig a fehér bogyodju fajtaknal klordzis figyelhetd
meg a levélerek kozott. Masik egyértelmii tiinete a levelek fonakiranyba torténd
pondorddése. A fertdzEs hatassal lehet még a novény novekedésére, a terméshozamra,
a bogyok szinére és cukortartalmara, de késleltetheti a riigyfakadast, viragzast és a

bogyodk szinezddését is (Tsai et al. 2008).
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3.3.1.2. A Betaflexiviridae csaladba tartozo szol6 virusok

A Betaflexiviridae csaladba tartoz6 virusok kiilsé burok nélkiili, egyszalu,
pozitiv RNS genommal (+ ssRNS) rendelkeznek. Az ide tartozd virusok hossza
altalaban 6,5-9 kilobazis (Yoshikawa & Yaegashi 2021). Koziilik a GVA és GVB
virusok a sz6lé faszoveti barazdaltsag megbetegedés korokozoédi, a sz6l6 virus D
(GVD) ¢és a sz016 rupestris faszoveti barazdaltsag virussal (grapevine rupestris stem
pitting-associated virus - GRSPaV) egyetemben (Martelli et al. 2007). A GVA és GVB
a Vitivirus nemzetségbe sorolandd, osztatlan genommal rendelkezd virusok.
Genomjuk hasonlé méretli, 7351 nt és 7599 nt, mig a Foveavirus nemzetségbe
soroland6 GRSPaV szintén egy RNS-bdl all6 genomja mar 8744 nt hosszasaglh. A
GRSPaV-t faszoveti barazdaltsag megbetegedés oltassal terjedé korokozdjaként
azonositottak 1976-ban Kalifornidban, amikor az oltas indikator fajtajaként valasztott
Vitis rupestris St. George tas részein barazdak jelentek meg (Meng & Rowhani 2017).
Vitis vinifera esetén a betegség tipikus tiinetei a fas rész kéreg alatti régidiban
megjelend lyukak és barazdak, amelyek a viz és dsvanyi anyagok szallitasara is negativ
hatassal vannak (Maliogka et al. 2015). A faszOveti bardzdaltsag megbetegedésen
beliil a GVA a Kober faszdveti barazdaltsdg (Kober stem growing), a GVB a
parakérgiiség (Corky bark), a GRSPaV pedig a Rupestris faszoveti bardzdaltsag
(Rupestris stem pitting) rendellenesség korokozoi (Du Preez et al. 2011).

A sz06106 virus T (grapevine virus T - GVT) szintén a Foveavirus nemzetségébe
tartozo virus, amely 52-62%-0s aminosav szekvencia azonossdgot mutat a GRSPaV-
vel. Genomja 8701 nt hosszusagu. Eldszor Németorszagban irtdk le ‘Pinot gris’
sz6l6fajtan, ahol kevert fert6zésben volt jelen tobb virussal és viroiddal. (Glasa et al.
2018). A GVT-rdl fellelheté tudas még igen hézagos, hiszen az elsd leirasa dta csak
néhany publikacidban szerepel. A GVT sz010 allapotara vald hatasair6l a mai napig
nem késziilt atfogd elemzés, habar legkozelebbi rokona, a GRSPaV levél nekrozist és
a faszoveti barazdaltsag tlineteit okozza (Diaz-Lara et al 2020).

A sz016 Pinot gris virust (grapevine Pinot gris virus — GPGV) 2003-ban irtak
le elészor Olaszorszagban ‘Pinot gris’ €s ‘Pinot blanc’ fajtakon. Genomja 7259 nt
hosszsagu. A fert6zott névényen klorotikus foltokat és levéldeformitasokat okozhat,
de nem kothetd egyértelmii tiinetekhez. A Betaflexiviridae csalad Trichovirus
nemzetségébe tartozik €s jelenleg nem vizsgalatkoteles virus a szO6l6 szaporitéanyag
eldallitasa soran. A virus vektora a sz6l6 gubacsatka (Colomerus vitis) (Saldarelli

2017).
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3.3.1.3. A Secoviridae csaladba tartozo szol6 virusok

A Secoviridae csaladba tartozo virusok burok nélkiili, egy-, vagy kétosztatq,
pozitiv RNS széllal rendelkeznek. Altalaban 9-13,7 kilobazis hosszasaguak
(Thompson et al. 2017). A GFLV a csalad Nepovirus nemzetségébe tartozé virus. Két
RNS-bdl allo genomja Osszesen 11116 nt hosszisagua. Az RNSI replikacidhoz
sziikséges fehérjéket, mig az RNS2 burok fehérjéket kodol. A virus a szdlod
legyezdlevél deformitas megbetegedés korokozoja. Ennek az Eurépaban és Eszak-
Amerikaban eléforduld betegségnek jellemzo tiinetei a torz levél, citromsarga
mozaikossdg a foerek kozelében, vilagossarga Erpottydzottség, szélesen nyitott
levélvall, dupla néduszok €s rovid, torz internodiumok (Basso et al. 2017). A virus
sz6l0rdl szOl6re valo terjesztését a Xiphinema index ektoparazita fonalféreg végzi. A
fent emlitett tiineteken kiviil a GFLV a gyiimdlcs mindségét is negativan érinti,
ugyanis csokken a cukor- ¢és a titralhatd savtartalma is (Andret-Link et al. 2004).

Az ArMV szintén a csalad Nepovirus nemzetségébe tartozik a GFLV-vel
egylitt, amelynek sargamozaik torzsével alkotott komplex fertézése, a fert6z6 leromlés
is igen gyakori. Genomja ugyancsak 2 db RNS-bdl all 6ssze, amely egyiittes hossza
11154 nt. A GFLV-hez hasonléan az RNS1 replikacios, az RNS2 burok fehérjéket
kodol. Terjedését a Xiphinema diversicaudatum fonalféreg segiti. A virus fo tiinete a
foerek és helyenként a kisebb erek mentén kialakuld élénksarga elszinezddések,
amelyek esetenként kiterjedt foltokka fejlédnek. Tiinete lehet még az aszimmetrikus

levél, madarkas fiirt és kis terméshozam is (Wetzel et al. 2004; Lazar 2011).

3.3.1.4. A Tymoviridae csaladba tartozé szolo virusok

A Tymoviridae csaladba tartozd virusok pozitiv, egyszalt RNS genommal
rendelkeznek és altalaban 6-7,5 kilobazis hosszusagiiak (Wang et al. 2012). A sz6l6
foltosodas megbetegedés az Osszes szOl6t termesztd orszagban eldfordul (Martelli
2014), kérokozdja a Maculavirus nemzetségébe sorolt szOl6 latens foltossag virus
(grapevine fleck virus - GFkV). A GFkV egy 7564 nt méreti 1 db pozitiv, egyszala
RNS-bdl all6 genommal rendelkezik. A fertézése onmagaban nagyon sok sz6l6fajtan
nem eredményezi a tiinetek megjelenését. A virus jellemzd tlinetei foleg a Vitis
rupestris-en jelennek meg: tavasszal a fiatal levelek kisebb levélerei kivildgosodnak,
amik az iddsebb leveleken mar 6sszefliggd foltokka fejlodhetnek és a levelek széle
felfelé¢ pondorodhet. Ezek a tlinetek a melegebb nyari idészakban eltiinnek. A GFkV
egy floémre korlatozott virus, amely a sz016 vegetativ szaporitasa soran terjed. Ismert

rovarvektora nincs (Contsable & Rodoni 2011).
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A sz0l6 Syrah virus 1 (grapevine Syrah virus 1 — GSyV-1) egy tjabban
azonositott virus. A Marafivirus nemzetségbe tartozik. Genomja 1 RNS-bdl 4ll és 6506
nt hosszusagl. Elészor 2009-ben irtak le Kalifornidban, ahol is egy addig nem ismert
hanyatlasos tiinet korokozdjat probaltdk azonositani ‘Syrah’ szOlofajtan. Ezzel
parhuzamosan egy tiinetmentes Vitis muscadinia viromjanak szekvenaldssal torténd
vizsgalata kozben taldltak egy addig ismeretlen virust, amit sz6l¢ virus Q-nak
(grapevine virus Q — GVQ) neveztek el. A két virus genomot egymasra illesztve
kideriilt, hogy egy €s ugyanaz (Sabanadzovic et al. 2017).

A sz6l6 rupestris értollasodas virus A GRVFV (grapevine rupestris vein
feathering virus) a csalad Marafivirus nemzetségébe tartozo virus, genomja 6730 nt
hosszusagu és 1 RNS-bdl all. El6szor 2001-ben Vitis rupestris-re oltott ‘Sultanina’
fajtan irtak le Gorogorszagban. Itt a virus nevét is ado értollasodas tlinetet figyelték
meg egyéb, aszteroida-szerii (asteroid-like) levéltiinetek kiséretében (Glasa et al.

2019).

3.4. Sz0616 virusmentesitési munkak Magyarorszagon

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Sz6lészeti és Boraszati
Intézetének kecskeméti kutatodllomasanak jogelddjeiben a szOl6 virustesztelés és a
virusmentes novényegyedek szelekcidja az 1970-es évekig nyulik vissza. Ekkor
Miklostelepen Lehoczky Janos irdnyitasaval és Lazar Janos kozremiikodésével
szovetatoltasos modszerek alkalmazasaval folyt a tesztelt virusoktol mentes ndvények
szelekciogja €és virusmentes iiltetvény 1étrehozéasa, amelyet késébb Kisfaiba telepitettek
at a 80-as években (Lehoczky et al. 1984). Ezen munkalatok eredményeként eldszor
irtdk le Magyarorszadgon tobbek kozott komoly gazdasagi karokozasra képes virusok
(pl. GFLV, GRSPaV, GVB, tobb GLRaV), valamint a vildgon eldszor a sz616 vonalas
mintazottsag virus (grapevine line pattern virus — GLPV) jelenlétét is (Lazar &
Bisztray 2011).

Ezzel péarhuzamosan 1981-ben, szintén Miklostelepen Haydu Zsolt
iranyitasaval in vitro labor kialakitasat kezdeményezték, ahol tobb honapos héterapiat
kovetd hajtascstics-tenyészetek alkalmazasaval virusmentes ndvényvonalak
eloallitasat kezdték el. Ezt kovetden a virustesztelt novényekbdl fajtanként 38 tokét
tartalmazo tiltetvényt alakitottak ki, amelyek felszaporitasat in vitro mikroszaporitason
keresztiil végezték. Haydu (2002) megfigyelte, hogy a mikroszaporitds soran a
hajtasok az elsd két tenyésztési ciklusban még a szdlére nem jellemzé morfologiat
mutatnak, amely a negyedik ciklusra normalizalodott. Ezt az endogén és exogén

homrmonok egyiittes hatasanak tulajdonitotta.
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A sz0616 szaporitdbanyag komplex patogénmentesitése és ELISA, valamint RT-
PCR alapu tesztelése, majd a virusmentes prebazis alloméanyok izolatorhdzi
fenntartasa 2005-ben Szegedi Erné munkassagéaval kezdddott el Miklostelepen, majd
késobb 2014-tdl Katonatelepen folytatodott. Ez a folyamat a nyugalmi allapotban 1évo
fas vesszok melegvizes kezelésével kezd6dott, amely gomba ¢€s fitoplazma fertézések
eltavolitasara vagy ezen korokozok gyéritésére hatékony modszernek bizonyult, &m
pl. az agrobaktérium ellen nem volt teljes mértékben hatdsos. A baktériumok
eltavolitasara az in vitro dllomany létrehozasanak céljabol levalasztott, nagyjabol fél
centiméteres, feliiletileg fertdtlenitett z61d hajtascsticsok felnevelése adott lehetdséget.
Végiil a virusmentesitést merisztéma tenyészetek alkalmazasan keresztiil érték el
(Szegedi et al. 2014). Az alkalmazott modszerek mara a szomatikus embriogenezis €s

a ndvényi kemoterapia bevonasaval is kibdviiltek és folyamatos fejlesztések zajlanak.

3.5.Virusmentesitési modszerek

A leghatékonyabb virusmentesitési modszerek kozé tartozik az in vitro
merisztéma- ¢és hajtascsucstenyészetek alkalmazédsa (Panattoni et al. 2013). A
szomatikus embriogenezis is igéretesnek tlinik, habar a regeneracids rendszere erdsen
genotipusfiiggd (San Pedro et al. 2017). Hajtascstcs tenyészetek virusmentesitési
hatékonysagat ndveld, gyakran alkalmazott kiegészité modszer a héterapia, ahol is az
in vitro vagy akar konténeres ndvényanyag aktiv ndvekedésben 1évd ndvényi
részeinek hdkezelését kovetden kaphatunk virusmentes hajtdscsucsokat. A kezelés
nagy altalanossagban 4-6 hétig zajlik 35-42 °C-on (Wang et al. 2018). A krioterapiat
is tobb esetben alkalmaztdk a virusmentesités hatékonysadganak novelésére, amely
nem ¢lik tal az extrém alacsony hémérsékleten (-196 °C) torténd inkubéciot, mig a
kisebb viztartalmu, differencidlatlan sejtekbdl késébb nodvények regeneralhatok
(Bettoni et al. 2016). A ndvényi virusok elleni kiizdelemben egyes antiviralis szerek
is segitségiinkre lehetnek, amelyek csokkenthetik a virus titert és megvaltoztatjak a
virusok ndvényen beliili eloszlasat. Ezen anyagok hasznalatakor sokszor keskeny a
hatar az antiviralis hatas elérése és az erds fitotoxicitas megjelenése kozott, ezért nem

mindig alkalmazhatok praktikusan (Tomlinson 2013).

3.5.1. Hajtascsucs és merisztéma tenyészetek

A hajtascsucs és merisztéma tenyésztést tobb évtizede hasznaljak virusok
vegetativan szaporitott novényekbdl torténd eltavolitasara és kiilonosen hatékony
technikédknak bizonyultak a floémre korlatozott virusok esetében (Chauhan et al.
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2019). Ezen virusok nem képesek a merisztéma régio sejtjeinek fertézésére a
differencidlodott szallitoszovet-rendszer hidnya miatt, amelyben a hosszatava
transzportjuk jelentds része torténik (Panattoni & Triolo 2010; Magyar-Téabori 2021).
A novények merisztémai differencidlatlan sejteket tartalmaznak, amelyek a novények
¢leten at tartdé novekedéséért felelosek. Mivel a merisztémaban 1évé apikalis kupola
régio sejtjei €s az elsd levél primordiumok altalaban nem virusfert6zottek, igy ennek
a résznek a levalasztasaval és in vitro novénnyé nevelésével virusmentes egyedeket
hozhatunk létre. A kipreparalt explantum méretének nagyon fontos szerepe van a
folyamat soran (Ramgareeb et al. 2010). A hajtasregeneracido mértéke és a felhasznalt
szovet mérete kozott egyenes Osszefliggés mutatkozik, de a virusmentesités
szempontjabol a kisebb hajtascsucsok (0,2-0,4 mm) alkalmazésa ajanlott (Wang &
Valkonen 2009). Megfigyelések alapjan a legoptimalisabb, ha legalabb 1-2 levél
primordiumot is tartalmazo apikalis hajtascsuccsal dolgozunk, amely biztositja a
ndvény fejlodése szempontjabdl esszencidlis auxinok €s citokininek termelddését. A
preparalas sordn fontos, hogy gyorsan dolgozzunk, ugyanis a polifenolt termeld fajok
(pl. sz616) estében a szdvetsebzést kovetd barnulas rovid 1d6 alatt végbemegy és
értékes sejtek pusztulhatnak el. A merisztémak talélését szamos egyéb tényezod is
befolydsolja, mint a genotipus, az anyandvény fizioldgiai allapota vagy az iniciacios
taptalaj hormontartalma, amely sz616 esetében kiilondsen fontosnak bizonyult.

Habar a legtobb esetben a merisztémak virusmentesek, egyes virusokrol
ismeretes, hogy képesek azok fertdézésére is. Ezeket parenchimatikus virusoknak is
nevezik, amelyek a sejtfalakat 6sszekotd plazmodezmakon keresztiil képesek terjedni.
Megfigyelések szerint a virusokat nem tartalmazé sejtek sejtfaldban jelentdsen
alacsonyabb ezen strukturdk mennyisége is, ezért a merisztéma tenyészetek
alkalmazasa ebben az esetben is sikerrel jarhat, de sokszor egyéb eldzetes kezelések,
pl. krioterapia vagy hdterapia is sziikségesek lehetnek (Panattoni & Triolo 2010;
Magyar-Tébori 2021).

A hajtascstics és merisztéma tenyésztés egyik nagy elénye tehat, hogy olyan
kisméretli explantumokkal dolgozunk, amelyek mentesek lehetnek a donornévényben
fellelhetd patogénektdl. A masik elénye a pl. szomatikus embriogenezishez képest
magasabb genetikai stabilitds, amely mértéke nagyban ndvelheté az in vitro
stadiumban t61t6tt 1d6 csokkentésével is (Vivek & Modgil 2018).

Szamos esetben sikerrel tavolitottak el széldvirusokat merisztéma tenyészetek
alkalmazéséaval, példaul a GFLV-t (Weiland et al. 2003; Youssef et al. 2009) és a

GLRaV-1-tis (Youssef et al. 2009). Fayek et al. (2009) szintén ugyanezen virusokkal
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fertdzott ‘Flame Seedless’ sz6l6fajtat virusmentesitettek. Két mérettartomanyban (0,5
mm ¢és | mm) preparaltak merisztémat. Azt talaltdk, hogy az I mm-es explantumokbol
altalaban tobb hajtads (nagyjabol kétszeres) fejlodott és azok atlagos hossza is
meghaladta a 0,5 mm-es explantumokbdl regeneraltakét, de a gyokérnyulvanyok
szama ¢és hossza is nagyobb volt az egyes ndvényeken. Az RT-PCR vizsgalatok
eredményét nézve virusmentesitési szempontbdl a 0,5 mm-es hajtdsok voltak
kedvezdbbek, ugyanis a GLRaV-1-fert6zott ndvényekrdl levalasztott hajtadscsucsok
regeneracidja 25%-kal, mig a GFLV esetében 22,5%-kal tobb virusmentes ndvényt
eredményezett.

Gribaudo et al. (2006) 6 kiilonbozd, GRSPaV-vel fert6zott szolofajtan
végeztek virusmentesitést. A merisztéma tenyészet virusmentesitési hatékonysaga
erds genotipusfiiggdséget mutatott, mivel fajtatol fliggden 0-73% sikerrel eliminaltdk
a virust, ahol is 3 fajta virusmentesitése sikertelennek bizonyult. Maliogka et al. (2009)
is sikerrel eliminaltdk a GRSPaV-t gordg szOlofajtakbol hajtascsucs tenyészetek
alkalmazaséval.

Shatnawi et al. (2011) GLRaV-1, GLRaV-3 ¢s GFLV-vel fert6zott szabadfoldi
szO0londvények hajtascsucsokbol 0,1-0,2 mm nagysagi merisztémakat preparaltak. Az
RT-PCR vizsgélatokkal kimutattak, hogy a merisztéma eredetli novényeik mindegyike
mentes volt a korabban detektalt virusoktol.

Markovi¢ et al. (2021) két kizarolag GLRaV-3-mal fert6zott 6shonos horvat
szOlofajtan  vizsgaltadk az 1 mm-es hajtascsucsok regeneracidjaval torténd
virusmentesitést. Azt talaltak, hogy a virusmentesités az egyik fajta esetében 100%-os
hatékonysagu volt, mig a masik esetében teljesen sikertelen. Vizsgéltdk tovabba 18,
szintén Oshonos fajtdn két fenologiai stadium hatasat a merisztémak regeneracios
aranydara ¢s azt talaltak, hogy egy fajta kivételével a viragzast kovetd 10. nap utan
nagyobb volt, valamint hatékonyabban is gyokereztek, mint a viragzas el6tt 10 nappal
szedett hajtasokbol preparaltak. Ez a kiilonbség némelyik fajta esetében két-
haromszoros is volt, amelynek oka szerintiik az lehetett, hogy ebben a fenoldgiai
stddiumban nagyobbak voltak az apikdlis merisztémak, ezaltal az izolalasuk is
konnyebb folyamat volt.

A hajtascsucs tenyészetek kombinaldsa egyéb technikékkal szintén sok esetben
sikerrel jart. Kioterapiat kovetd hajtascsucs tenyésztéssel Wang et al. (2003) 97%-ban
virusmentesitettek GV A-val fert6zott sz016novényeket, amely kisérlet alapjan késbb

Bayati et al. (2011) szintén sikerrel jartak, de esetiikben a regeneralt novények 42%-a
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bizonyult csak GVA fert6zéstdl mentesnek. A kiillonbséget eredményezhette az eltérd
szOl6fajta, illetve az alkalmazott virusdiagnosztikai médszerek, ugyanis Wang et al.
Western blot-ot hasznaltak, mig Bayati et al. RT-PCR-t, amelynek érzékenysége
koztudottan magasabb. Pathirana et al. (2015) GLRaV-1, -2 és -3 virusokat eliminaltak
sikeresen hasonld modszerrel. Bi et al. (2018) GLRaV-3 fert6zott bor- és
csemegeszOlo fajtakat virusmentesitettek 1 Ords krioterapidt kovetd hajtascstics
tenyésztéssel. Azt talaltdk, hogy a regeneralt névények mindegyike mentes volt a
GLRaV-3-t6l, fiiggetleniil attol, hogy mekkora hajtascsucsbol regeneraltak.

A hajtascsucs €s merisztéma tenyészeteket hoterdpiaval is gyakran
kombinaltdk. Skiada et al. (2009) sikeresen tavolitottak el eképpen a GLRaV-1 és
GRSPaV virusokat az ‘Agiorgitiko’ sz6lofajtdbol. A hdterdpia és a hajtascstics
tenyészetek kombindlasanak hatékonysagara szintén j6 példa Maliogka et al. (2009)
publikécidja, amelyben két sz6lofajtabol tavolitottdk el a GRSPaV és GLRaV-4
virusokat. Leirtdk, hogy a hoéterdpiat kovetd hajtasregeneraciod szignifikansan
hatékonyabb, ha a 2 mm alatti hajtascsticsok helyett 2 és 5 mm kozotti hajtdscsucsokat
valasztanak le a novényekrdl. Salami et al. (2009) GFLV fert6zott ‘Bidaneh Sefid’ és
‘Shahroodi’ szdl6fajtakbol inditottak merisztéma (0,2-0,3 mm) tenyészeteket 7 hetes
héterapiat kovetden €s a regeneralt egyedek 100%-ban virusmentesek lettek. Miljanic¢
et al. (2022) 6 Vitis vinifera fajta, O0sszesen 28 klonjanak virusmentesitését és
viroidmentesitését  vizsgaltdk  hoterapiat kovetd  merisztéma  tényeszetek
l1étrehozéasaval. Vizsgalat ald vontdk a GRSPaV, GPGV, GFLV, GLRaV-3, GFkV,
GRVFV, GSyV-1 és a malna bokros torpiilés virusokat (raspberry bushy dwarf virus
— RBDV), valamint a HSVd és a GYSVd-1 viroidokat. Azt talaltdk, hogy az 0sszes
regeneralt egyediik 100%-ban mentes volt a 8 vizsgalt virustol, valamint nagyjabol

40%-ban a két vizsgalt viroidtol is.

3.5.2. Szomatikus embriogenezis

A szomatikus embriogenezist korabban mar alkalmaztik virus és/vagy viroid
fertézésektol mentes novények regeneralasara, de a technika a szakirodalmi
kozlemények adatai alapjan erés genotipusfiiggdséget mutat, igy a tobbi
virusmentesitési modszernél ritkdbban alkalmazzdk. A fogékony genotipusok
esetében a modszer igen hatékony, mivel virust vagy viroidot tartalmazo sejtekbdl,
illetve néhany sejtbol alld sejtcsomobdl ritkan regeneralddik embrid (Malenica et al.
2020; Ol4h et al. 2019). A folyamat sordn végbemend gyors sejtosztodas és a

vaszkularis rendszer kialakuldsanak eltoloddsa tovabb gatolja a virusok terjedését az
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ujonnan fejlédd embriokba. Habar a modszer hatékonysdga kiemelkedd a legtobb
virus esetében, mégis tobb limitald tényezé 1éphet fel, amelyek koziil az egyik
legkritikusabb az embrid ndvénnyé regeneralodasa. A folyamat sikerének aranya
szakirodalmi adatok alapjan 0 és 83% kozott alakul (Malenica et al. 2020). Ezen kiviil
limitald tényezo az alkalmazott explantum tipusa. Vitis vinifera esetében mar sikeresen
végeztek szomatikus embriogenezist levélnyél, levélszegmens, hajtascsucs, zigotikus
embrid, kacs, szarcsomo stb. felhasznalasval is, de legelterjedtebb a portok, az ovarium
vagy a teljes viragzatok felhaszndldsa. A taptalajok hormonkombinacidja €és a
kiindulasi novény fiziologiai allapota is fontos tényezd. Mindezeket figyelembe véve
a kiilonbo6zo fajtak esetében sokszor nehézkes a megfeleld protokollok kidolgozasa
(Catalano et al. 2021; Malenica et al. 2020).

Gribaudo et al. (2006) szdmos GRSPaV-vel fertdzott szélofajtan végeztek
szomatikus embriogenezist, tobbek kozott éretlen portokokat és ovariumokat
felhasznalva. Azt talaltdk, hogy az Osszes szomatikus embriogenezissel regeneralt
vonal mentes volt a virustdl. Gambino et al. (2006) virusmentesités céljabol ovarium
¢s portok eredeti embriogén kultardkat hoztak 1étre kiilonb6z6 szolofajtakbol.
Vizsgalataik soran megéllapitottak, hogy a modszer mindkét explantum
felhasznalasaval alkalmas a floémre korlatozott virusok, mint a GLRaV-1, GLRaV-3,
GRSPaV ¢és GVA eltavolitasara. Ugyanezen kutatok (Gambino et al. 2009) elsdként
regeneraltak GFLV  fertdzéstdl mentes novényeket kizardlag szomatikus
embriogenezis alkalmazasaval.

Borroto-Fernandez et al. (2009) portoktenyészetek inditasaval sikerrel
eliminaltadk az ArMV fert6zést ‘Domina’ sz616fajtabol. San Pedro et al. (2017) szamos,
GFkV és/vagy GFLV virussal fertdzott, valamint négy, GLRaV-3 virussal fertdzott
fajta portokjain indukaltak szomatikus embriogenezist. A kisérlet végén regeneralt
novények 100%-a bizonyult GFkV-mentesnek, 68%-a GFLV-mentesnek ¢s 92%-a
GLRaV-3-mentesnek. Oldh & Bordé (2017) szintén jo eredményeket értek el a GFkV
fertézés lekiizdésében. A moddszer sziik keresztmetszetét az embriogén kallusz
indukciora felhasznalt hormonkombinaciok genotipusfiiggdsége adja. Tapasztalataik
alapjan a 2,4-D (2,4-diklor-fenoxi-ecetsav) és BA (benzil-adenin) vagy a 2,4-D és
TDZ (thidiazuron) tartalmu taptalajok hasznalata alkalmas erre a célra, mig Malenica
et al. (2020) hét 6shonos horvat széléfajtan végzett kisérlete alapjan a naftoxi-ecetsav
(naphthoxyacetic acid - NOA) és 2,4 D-t tartalmu taptalajok alkalmazasa is sikerrel
jarhat.
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Gambino et al. (2011) a szomatikus embriogenezis viroidok eltavolitdsara
gyakorolt hatasat is vizsgaltak. Ehhez négy HSVd és GYSVd-1 fertézott szdlofajta
szabadfoldi ndvényeinek portokjait és ovariumait hasznaltdk fel. A kisérlet soran azt
is vizsgaltak, hogy az embriogén kultarak 1étrehozéasara felhasznalt képletek (portokok
€s ovariumok), illetve a folyamat soran létrejott kalluszok (embriogén és nem
embriogén), valamint a szomatikus embridk fert6zottek-e az emlitett viroidokkal. Azt
talaltak, hogy a portokok és az ovariumok egyarant fertézottek voltak a két viroiddal,
valamint az ezekbdl fejlddo kalluszokban is gyakori (60-100%) volt az el6fordulasuk,
am a fejlodoé szomatikus embriok mar virusmentesek voltak. Ez arra utalt, hogy a
HSVd és a GYSVd-1 virodiok az embriok differencidloddsdnak mér egy korai
szakaszdban eltlinhetnek. RT-PCR alapjdn az 0&sszes regeneralt in vitro
novényegyediik mentesnek bizonyult a két viroidtol, valamint az allomany egy részét
az liveghazban tovabbi 3 évig tesztelték, ahol a viroidmentes statuszuk tovabbra is
megmaradt.

Nuzzo et al. (2022) hét szabadfoldi szél6fajta viromjat térképezték fel nagy-
ateresztoképességli RNS szekvenalds alkalmazéasaval. Azt talaltdk, hogy a fajtdk
kiilonb6z6 kombinaciokban voltak fertozottek a GFkV, GFLV, GLRaV-2, -3, -4,
GPGV, GRSPaV, GVA, GVD és GVT és virusokkal, valamint a GYSVd-1 és HSVd
viroidokkal. Annak érdekében, hogy ezektdl a koérokozoktol megszabaduljanak fiatal
portokokon €s ovariumokon indukaltak szomatikus embriogenezist. A kisérlet végén
regeneralt szomatikus embrid eredeti ndvényeik  fertdzottségét nagy-
ateresztOképességli RNS szekvenalds és RT-qPCR segitségével vizsgaltak meg. Azt
talaltak, hogy a legtdbb virus az dsszes regeneralt vonalukbol eltlint, de a GPGV ¢és
GYSVd-1 fertdzések az egyik fajta regeneralt egyedeinek egy részében (9% és 27%)
tovabbra is jelen voltak. A HSVd viroidot 3 fajta regeneralt egyedei k6zott mutattak
ki 5, 40 ¢és 100%-os el6fordulassal, utobbit a nagyon alacsony egyedszam
eredményezhette (1 db.).

A szomatikus embriogenezis alkalmazasanal gyakran felmerilé kérdés a
szomaklonalis variabilitas kérdése, amely hatassal lehet a virusmentesitési folyamaton
atesett novények genetikai allomanyara és esetlegesen negativan is befolyasolhatja a
fajta tulajdonsagait is. A fenotipusos véltozasok azonositdsdra mar szamos szempontot
dolgoztak ki, de ehhez az egyedek hosszutavi vizsgalata is sziikséges, amely igen
ido6igényes folyamat. Bouamama-Gzara et al. (2017) 50 szomatikus embridbol
regeneralt sz016ndvényt hasonlitottak az anyandvényekhez kiillonb6z6é ampelografiai

szempontok alapjan és azt talaltdk, hogy 46 esetben teljes volt az egységesség. A
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a fiatal levelek és a hajtasok alaktanilag megegyeztek az anyandvényével. Catalano et
al. (2021) 15 ampelografiai szempont alapjan vizsgaltak egy diploid és két tetraploid
szomatikus embriogenezis eredetli ndvényiiket levél ¢és hajtds morfologiai
kiilonbségek utan kutatva. Azt talaltak, hogy a diploid és a két tetraploid mindossze 3
szempontban egyeztek meg teljes mértékben. Kiilonbség volt pl. a fiatal hajtascstcs
kinézetében, amely a diploid novény esetében zart volt, mig a tetraploidok esetében
teljesen nyitott. Ez azt mutatja, hogy a poliploid egyedek esetenként konnyedén
azonosithatéak, szelektalhatdéak eldzetes vizsgalatok elvégzése nélkiil, pusztan a
fenotipus alapjén is.

Sok esetben azonban a megvaltozott gének és fehérjék szerkezetének valtozasa
nem eredményezi azok biologiai funkcidinak megvaltozasat is, igy azok nem
azonosithatok fenotipusosan (Prado et al. 2010). A poliploidia esetében ilyenkor a
flow-citometria alkalmazasa a legelterjedtebb. Acanda et al. (2013), Catalano et al.
(2021) és Yang et al. (2008) is ezzel a mddszerrel vizsgaltak az egyedeik ploiditasat.
Eldbbi kettd esetben 5,6% és 9,3% volt a poliploid egyedek aranya, mig utobbi esetben
nem talaltak. Ezek az egyedek valdsziniileg endoreduplikacié Gtjan jottek 1étre, amely
a sejt replikaciojat kovetd sejtosztodds hidnyaban alakul ki. Ezen kiviil vizsgéaltak
tovabba a novények atlagos sejtmagi DNS tartalmat is és azt talaltdk, hogy a
szomatikus embriogenezis eredetli in vitro ndvényekben datlagosan 6,7%-kal
alacsonyabb volt, mint a szabadféldi novényekben. Ennek oka lehet szerintiik a
szomatikus embriogenezis soran végbemend intenziv sejtosztddas is, amely soran
egyes genetikai részletek konnyebben elveszhetnek. Ez azonban nem kdothetd
egyértelmiien a modszer alkalmazédsahoz, hiszen az intenziven mikroszaporitott
novények esetében (mint amilyenek a jelen kisérletben is vizsgalt SE eredetli in vitro
ndvények is voltak) a gének mutacioja, kromoszomak jrarendezddése, a delécid és az
inzercio is gyakrabban eléforduld jelenségek (Butiuc-Keul & Coste 2023).

A poliploiditds vizsgalatdn feliil a regeneralt vonalak DNS profiljanak
Osszehasonlitasa i1s eszk6zolhetd. Catalano et al. (2021) random amplifikalt polimorf
DNS (Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD), ISSR (inter-single sequence
repeat) és SSR (single sequence repeat) markerek segitségével vizsgaltdk a
szomaklonjaikat €s azt talaltak, hogy nincs kiilonbség a diploid és tetraploid egyedeik,
valamint az anyandvények DNS profiljaban. Carra et al. (2016) kordbban szintén
RAPD ¢s ISSR markerek segitségével vizsgaltak a regeneralt egyedeiket és minden

esetben monomorfizmust tapasztaltak az anyandvényekkel, valamint fajtan beliil az
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Osszes in vitro egyed kozott is. Schellenbaum et al. (2008) 6 kiilonb6z6 SSR marker
segitségével vizsgalta 6 sz6l6fajta regeneralt egyedeit és mind a hat 16kuszban azonos
mikroszatellit profilt mutattak az anyandvényekkel és egymassal is. Amplifikalt
fragmentum hossz-polimorfizmussal (amplified fragment length polymorpishm -
AFLP) tovabb vizsgdlva a genetikai valtozdsokat kimutattak néhany polimorf
fragmentumot. Ezekr6l a metilacid érzékeny amplifikacidos polimorfizmus
(methylation sensitive amplification polymorpishm -MSAP) moddszer segitségével
kideriilt, hogy az anyandvényekben megfigyelt DNS metilaciés mintazattdél valo

eltérés eredményezte.

3.5.3. Novényi kemoterapia

Az antiviralis vegyiiletek alkalmazhatok a novényi virusos megbetegedések
kezelésére is. Manapsag egyre boviilo érdeklddés dvezi az erre a célra kifejlesztett
szintetikus szerek utani kutatast. Szerencsére a viralis replikdcidban résztvevd 0sszes
enzim célpontja lehet ezeknek a szereknek (Panattoni et al. 2007). Az ilyen vegyiiletek
kifejlesztésének f6 mozgatdereje eredetileg a kiilonb6z6 embereket fert6zo betegségek
kezelése volt, de az allati €s novényi sejtekben 1€vé hasonldsagoknak kdszonhetden
egy résziikk novényi virusok ellen is alkalmazhaté (Magyar-Tébori et al. 2021). A
leghatdsosabb szerek az inozin monofoszfat dehidrogenaz (IMPDH) inhibitorok, az S-
adenozil-homocisztein (SAH) hidroldz inhibitorok és a neuraminiddz (NA) inhibitorok
kozil kertiltek ki.

Az IMPDH inhibitorok (pl. ribavirin, zidovudin) kdzvetleniil a ribonukleotid-
trifoszfatokat mozgositd transzkripcidban vesznek részt és ezzel gatoljak a viralis
RNS-ek szintézisét. Az SAH hidrolaz inhibitorok (pl. dihidroxipropiladenin - DHPA)
metilaljak a viralis nukleinsavakat és ellehetetlenitik azok érését, kiilondsen az 5’
sapka kialakuldsat. Az NA inhibitorok (pl. oseltamivir) a virdlis neuraminidaz
enzimhez kapcsolodnak és gatoljadk az Ujonnan szintetizalt virionok egészséges
sejtekbe torténd eljutasat. A novényekben nincs neuraminidaz fehérjéhez kothetd
replikacios 1épés, igy az ebbdl a csoportbdl kikeriild szerek (pl. oseltamivir)
hatdsmechanizmusa ndvények esetében még ismeretlen (Panattoni et al. 2013).

Az antiviralis szerek alkalmazéasaval végzett kemoterapia az in vitro novények
esetében virusmentes hajtascsucsokat biztosithat, elkeriilve a bonyolult merisztéma
tenyészetek hasznalatdt. A folyamat soran a kezelni kivant ndvények, hajtasok,
merisztémak, szarszegmensek, hagymak stb. az antivirdlis hatast kifejtd vegyszert

tartalmazé taptalajra keriilnek, majd a tapanyagfelvétel soran ezek a vegyszerek a
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novénybe jutva fejtik ki hatdsukat, pl. a viradlis RNS-ek replikacidjanak gatlasat
(Magyar-Téabori et al. 2021; Lal et al. 2015). Az egyes vegyliletek kiilonb6zd
hatdsmechanizmussal birnak (De Clercq 2005) ¢és éaltaldban magasabb
koncentracioban alkalmazva sem hatasosak hosszu tdvon in vivo koriilmények kozott
(Chinestra et al. 2015), de in vitro koriilmények kozott tobb kutato is jelentds sikereket

ért el a hasznalatukkal.

3.5.3.1. Ribavirin

A sz0l6virusok eliminalasara leginkdabb hasznalt vegyiilet az inozin-
monofoszfat-dehidrogenaz (IMPDH) inhibitorok ko6zé sorolhatdé ribavirin vagy
kereskedelmi nevén Virazole. Az 1972-ben szabadalmaztatott ribavirin antiviralis
hatast fejt ki szamos RNS és DNS virus ellen. A human gydgyaszatban interferon-o-
val kombinalva haszndljdk hepatitis C virus (hepatitis C virus - HCV) fertézések
kezelésére, de Oonmagaban a Lassa laz virus és a légzdszervi szincicialis virus
(respiratory syncitial virus - RSV) ellen is hatasosnak bizonyult (Loustaud-Ratti et al.
2016). A ribavirin elsédleges hatasanak kezdetben az IMPDH enzim gétlasat nevezték
meg, amely kovetkeztében gatolta az inozin 5-foszfat xantozin 5-foszfattd torténd
atalakulasat a sejten beliil. Ez kozvetve csokkentette az érintett sejtek intracellularis
GTP szintjét akar 90%-kal, ezaltal nehezitve a viralis RNS-ek szintézisét. Késobb
megfigyelték, hogy ez a hatds 25 uM ribavirint alkalmazva maximalizalodik, de a szer
hatdsa toményebb koncentraciokat alkalmazva is fokozddik. A szer egyfajta pre-
drogként miikddik, amely metabolizalodasa soran nukleozid analoggé alakul és ebben
a formaban a karboxamid csoportja kiilonb6z6 helyzetet vehet fel. Ennek
kovetkeztében szerkezete az adenozinéra €s a guanozinéra is hasonlitani fog €s beépiil
a késziild RNS lancba. Mivel citozinnal és uracillal is képes parosodni, igy mutacidk
keletkeznek, amit a virusok RNS-fiiggé RNS polimerazai proofreading aktivitas
hianydban nem tudnak kijavitani. A kutatok ezt a letdlis mutagenezist okozd
mechanizmust nevezték meg a ribavirin elsddleges hatdsmechanizmusaként, amely
mellett az intracellularis GTP szint csokkentése csupan masodlagos (Magyar-Tabori
et al. 2021; Crotty et al. 2002; Nystrom et al. 2016).

A ribavirin ndvényi virusok elleni alkalmazisat mar a 70-es években is
kutattak. Lerch (1977) burgonya virus x (potato virus x - PVX) kérokozoval fertdzott
tiveghdzi dohdnyndvényeket Erlenmeyer lombikokban. Az alsé leveleket fertdzte,
majd ribavirint is tartalmazé tapoldatba aztatta azokat. Azt talalta, hogy a kezelt

levelekben alacsonyabb volt a PVX mennyisége ¢€s a terjedése is lassabb volt, ugyanis
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az inokulacios ponttdl tavolodva a virusszam is egyre alacsonyabbnak bizonyult. A
novekvo egyedek legfelsd leveleiben a virus koncentracié mar a nulldhoz kozelitett,
tehat a névény ugymond ,kindtte” a virust.

Késébb gylimolcsoknél is sikeresen alkalmaztdk a ribavirint, példaul
cseresznyeszilvanal és kerti szilvanal a Prunus nekrotikus gytirtisfoltossag virus
(Prunus necrotic ring spot virus -PNRSV), kerti szilvanal az alma klorotikus
levélfoltossag virus (apple chlorotic leaf spot virus - ACLSV), malndnal a malna
bokros torpiilés virus (raspberry bushy dwart virus - RBDV), ‘Kinnow’ (Citrus nobilis
Lour x C. deliciosa Tenora) hibrid mandarinnal az indiai citrus gytriisfoltossag virus
(Indian citrus ringspot virus - ICRSV) vagy burgonya esetében a burgonya
levélsodrodas virus (potato leaf roll virus — PLRV) eliminalasara (Cielinksa 2007;
Mathew et al. 2021; Asghar et al. 2007; Singh 2015).

Az évek soran tobb kutatd is sikeresen hasznalta ezt a vegyiiletet kiilonb6z6
szO016fajtak in vitro kulturaiban pl. a GRSPaV, a GLRaV-1, a GFkV és a sz416 Pinot
gris virus (GPGV) elimindlasara (Guta & Buciumeanu 2011; Skiada et al. 2013;
Kominek et al. 2016).

Panattoni et al. (2007) GVA fert6zétt ndvények esetében alkalmaztik a
ribavirint és az SAH hidrolaz inhibitorok csoportjaba tartoz6 dihidroxi-propil-adenint
(DHPA). A vegyszereket kiilon és kombindcidban is hasznaltdk és azt figyelték meg,
hogy az egyiittes alkalmazasuk a legcélravezetobb, ugyanis mindkét szer gatolja a
GVA terjedése szempontjabol esszencidlis 1épést, az 5’ sapka kialakuldsat. A két
vegyszer valosziniileg eltérd uton fejti ki ugyanazt a hatést és igy szinergista médon
erdsitik egymast.

Hu et al. (2018) ‘Kyoho’ sz6l6fajta esetében qPCR-rel kimutattdk, hogy mar a
kezelés 6todik napjatdl megkezdddik a virus titer csokkenése a GRSPaV-vel fertdzott
novényekben. Hatékonyan kombindltdk a ribavirin és a merisztéma tenyészetek
alkalmazasat, amivel 81,7%-ban voltak képesek GRSPaV-mentes nodvényeket
regeneralni.

Eichmeier et al. (2019) a GLRaV-1 és a GFkV mellett GVA-val, valamint
viroidokkal fert6zott ‘Olasz rizling’ fajta esetében alkalmaztak ribavirint. A kezelés
nyolchetes iddszaka utdn tovabbi hiarom évig in vitro éallomédnyban tartottdk a
novényeket és idoszakosan kis RNS szekvenaldssal vizsgaltak azokat virusok és
viroidok jelenléte utan kutatva. A virusok az érzékeny technika ellenére sem voltak

kimutathatoak, mig a viroidok tovabbra is jelen voltak.
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Hu et al. (2020) GLRaV-3 fertézott in vitro Vitis champini névényekkel
dolgoztak. Virusmentesitési céllal 15 és 25 mg/I ribavirint alkalmaztak, de 6nmagaban
a 40 napig tart6 kezelést kovetden sem tudtak virusmentes névényt regeneralni. A 37
°C-os in vitro hoterapiat is kiprobaltak, amelynek eredményeképpen 42,9%
virusmentes novényt kaptak. Amikor a 15 mg/l-es ribavirin kezelést kombinaltak
héterapiaval, akkor mér 93,3% virusmentes ndvényt kaptak, amely jol mutatja, hogy
a két modszer szinergista modon erdsiti egymast, hiszen csak az egyik alkalmazasaval
nem regeneraltak ilyen nagy aranyu egészséges novényt.

Aiter et al. (2020) GLRaV-3 és GFLV fertdzott Vitis vinifera fajtakat kezeletek
20 mg/l ribavirinnel. Nyolc hetes kezelést kdvetden az Osszes regeneralt novényiik
GLRaV-3 mentes volt, mig a GFLV-t atlagosan 75%-ban sikeriilt eliminalni. Erds
kontraszt mutatkozik Hu et al. és Aiter et al. kisérletében a GLRaV-3 eliminélas
tekintetében, hiszen eldbbiek 25 mg/l ribavirinnel sem tudtak virusmentes novényt
eléallitani. Ennek oka az is lehet, hogy Aiter et al. 8 hétig kezelték a ndvényeket, 6k
pedig csak 40 napig, de ami valdszinlibb, hogy a virusdiagnosztikai moddszerek
okoztak az eltérést. Hu et al. RT-qPCR modszerrel vizsgaltdk a novényeket, Aiter et
al. pedig ELISA teszttel, amely esetiikben fals negativ eredményekhez vezethetett.
Eltérést okozhatott tovabba, hogy egyik esetben Vitis vinifera, mig a masikban Vitis
champini névényekkel dolgoztak.

Hu et al. (2021) GRSPaV ¢és GFkV fert6zott Vitis vinifera novényeket kezeltek
15 és 25 mg/l ribavirinnel. A kisérlet végén a 25 mg/l-es koncentraciot alkalmazva
79,5%-ban kaptak GFkV és 13,6%-ban GRSPaV fert6z¢éstdl mentes egyedeket. A 15
mg/l-es koncentraciot alkalmazva rosszabb, 56% és 9%-os eredményeket értek csak
el. A kezelést 37 °C-os hoéterapiaval megtamogatva a nodvényeik teljesen
virusmentesek lettek.

Doroshenko et al. (2021) a sz616 klonok mikroszaporitasanak optimalizalasan
dolgoztak. Habar a ribavirin virusmentesitési hatasarol nem esett sz6 cikkiikben, de
arra hasznaltadk, hogy noveljék a merisztémak talélési aranyat. Kiindulasképpen 0,1-
egészen 90 napon keresztiil. Megfigyelték, hogy 10 mg/l ribavirint alkalmazva a
regeneracios taptalajban a merisztémak regeneracids aranyat maximalizalni tudtak. A
kontroll ndvényekrdl levalasztott merisztémak 77%-a regeneralddott 90 napos
tenyésztést kovetden, mig a 10 mg/l ribavirint tartalmazé taptalajon ez a szam mar
84,5% volt. Ezt 0k azzal magyaraztdk, hogy ezt a koncentraciot alkalmazva

valdsziniileg csokkent a merisztémak fert6zés okozta pusztuldsa, de a
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hajtasképzodésre még nem volt jelentds negativ hatassal, ellentétben a magasabb
koncentraciokkal. Ennél magasabb ribavirin koncentraciot alkalmazva a regeneracios
arany drasztikus csokkenésnek indult és 40 mg/l-nél elérte a 0%-ot. Ez a hatés
szalicilsav alkalmazéasaval még tovabb volt novelhetd. Ezek az eredmények jol
indikéljak, hogy az antiviralis hatast szerek novények élettani allapotanak javitasara

¢és szaporithatdsagara irdnyuld vizsgalatai is jovedelmezdk lehetnek.
3.5.3.2. Zidovudin

A zidovudin (zidovudine - ZDV) vagy mas néven azidotimidin
(azidothymidine - AZT) az els6 volt a nyolc beazonositott nukleozid reverz
transzkriptaz inhibitor (NRTI) k6zott. 1985 o6ta a szerzett immunhianyos tiinetegyiittes
(acquired immunodeficiency syndrome - AIDS) betegek kezelésére is hasznaljak. A
ZDV egy antiretroviralis hatast szer, amely az IMPDH gatlok csoportjaba tartozik. A
kezelt sejteken beliil 1évO timidin kinazok alakitjak az 5°-trifoszfat formava, amely mar
egy aktiv metabolit. Ebben a formaban nagy affintdssal kot pl. a human
immundeficiencia virus (human immunodeficiency virus - HIV) reverz
transzkriptazahoz és verseng a normal nukleotid-trifoszfatokkal a pro-viralis DNS-be
valo beépiilésért. Amikor ebben a dideoxinukleotid-trifoszfat allapotaban beépiil a
DNS lancba, akkor lancterminatorként megszakitja annak tovabbi szintézisét, ugyanis
hidnyzik réla a 3’-hidroxil csoport, amely esszencidlis a kovalens kotés
kialakuldsdhoz. Ezzel a 1épéssel mar azel6tt ellehetetleniti a virus replikaciojat, hogy
az a gazdasejt genomjaba ékelddhetne (Cihlar & Ray 2010; Liu et al. 2020).

Novényi virusok elleni alkalmazasat csak késobb, a 2000-es években kezdték
meg. Asghar et al. (2007) az ICRSV virussal fertézott ‘Kinnow’ hibrid mandarin
ndvényeket probaltak virusmentesiteni 5, 10, 15, 20 és 25 mg/l ZDV-nal in vitro
koriilmények kozott. Az ELISA tesztek alapjan 20 mg/l-ig nem volt kimutathatd
virusmentesitési hatdsa. A 25 mg/l-os koncentracidt alkalmazva méar a regeneralt
novények 11,1%-a mentes volt a virustél, de az azt koveté RT-PCR ezt cafolta. Ennél
nagyobb koncentracid alkalmazasaval nem kisérleteztek, mert véleménytik szerint az
mar talsagosan fitotoxikus lett volna a novényekre nézve.

Ohta et al. (2011) Satsuma dwarf virus (SDV) fert6zott ‘Ueno-wase’
mandarinok virusmentesitését végezték kiilonbozé antivirdlis szerekkel. Kisérletiiket
szabadfoldi ndvényegyedeken végezték. Az agakat visszavagtak, hogy tovabbi

crer

ZDV oldatba ¢s azokkal tekerték be a hajtasokat. A fejlodo, 2-4 cm-es nagysagot elért
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hajtasokat begytijtottek és 0,3 mm-es hosszisdgi hajtascsucsukat mikro-oltassal
alanyfajtara oltottak. Végiil kb. 2 honappal kés6bb az oltést taléld hajtasok levelét RT-
PCR-rel teszelték. Azt talaltak, hogy a regeneralodott hajtdsok 50%-a mentes volt az
SDV-t6l, amely a kezeletlen novényekhez képest is rosszabb eredmény, ott ugyanis
81% volt az ardny. Ezt a kisérletet parhuzamosan, mas antiviralis szereket (ribavirin,
foscarnet) alkalmazva is végig vitték, amelynek eredményeképpen a kezeletlen
kontrollhoz képest nagyobb ardnyban regenerdltak SVD fert6zéstdl mentes
novényeket (100% ¢és 90%). Leirtak azonban, hogy a szakirodalomban a ribavirinen
kiviil a tobbi antiviralis szer esetében nem talaltak optimalis koncentracidt novényi
virusok elleni alkalmazasra, ezért nem kizart, hogy magasabb ZDV koncentracid
alkalmazéasédval kedvezObb eredményeket érhettek volna el. Mindemellett
megjegyzendd, hogy a kontroll ndvényekhez képest a ZDV kezelt hajtasok novekedési
erélye jelen kisérletben lassabbnak mutatkozott.

Kudelkova et al. (2013) fokhagyma novényekbdl szerették volna elimindlni a
fokhagyma kozonséges rejtett virusat (garlic common latent virus - GCLV) és a
shallow latens virust (shallow latent virus - SLV). A ZDV-t 25 ¢és 50 mg/l-es
koncentracioban alkalmaztdk ¢és a kezelés 2 hétig tartott. Ezt kovetéen 1 mm-es
hajtascsucsokbdl regeneraltak ndvényeket és 2 honap utan RT-PCR-rel tesztelték
azokat. Eredményeik alapjan az SLV eliminalésa sikeres volt, de a GCLV-t nem tudtak
eltavolitani. Megfigyeléseik alapjan 6k sem tapasztaltak negativ hatast a ndvények
egészségligyi allapotara nézve, sot esetiikben a kezelt novények ndvekedése liteme
gyorsabb is volt.

Pavelkova et al. (2015) zidovudin és ribavirin alkalmazasaval szerették volna
eliminalni a korabban ¢szibarack novényeikbdl RT-PCR-rel detektalt 3 virust (prune
dwarf virus - PDV, prune necrotic ringspot virus - PNRSV, plum pox virus - PPV). A
zidovudint 25 és 50 mg/l-es, a ribavirint pedig 20 mg/l-es koncentracidban alkalmaztak
¢s a kezelés 3 hétig tartott. Ezutdn a kezelt ndvények hajtascsucsabol
novényregeneraciot hajtottak végre és RT-PCR-rel tesztelték oket. Az talaltdk, hogy a
zidovudin mindkét alkalmazott koncentracioban 100%-os hatékonysaggal tudta
eliminalni mindharom virust. A ribavirinnel szintén j6 eredményeket értek el, de a
hatas nem volt 100%-0s. Ellentétben a ribavirinnel a zidovudin nem volt negativ
hatdssal novények egészségiigyi allapotara, sét a kezelt ndovények jobban is
novekedtek a kontroll novényekhez képest, ahogy azt mar Kudelkova et al. (2013) a

kisérletiikben szintén leirtak.
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Singh (2015) PLRYV fert6zo6tt burgonyandvénybdl probaltak elimindlni a virust
kiilonbozd antiviralis szerek hasznalataval, koztliik zidovudinnal is. A 20 mg/I alatti
koncentraciokkal torténd kezelések nem eredményeztek virusmentes egyedeket. Az
RT-PCR tesztek alapjan a négy hétig tarté 20 mg/1, 25 mg/1 és 30 mg/l ZDV-nel térténd
kezelések eredményeként a regeneralt egyedek 4,3%-a, 12,9 %-a, valamint 16,7%-a
mentesnek bizonyult a vizsgalt virustol.

A sz6lovirusok és viroidok zidovudinnal torténd elimindldsarol a

szakirodalomban nem talaltam kézleményt.

3.5.3.3. 2-thiouracil

A 2-thiouracil (2-TU) egy uracil analog az IMPDH gatlok csoportjabdl, amely
szamos biologiai tulajdonsdggal rendelkezik, mint az antikarcinogén, antifungalis,
antiprotozodlis ¢és antiviralis aktivitas (Alcolea et al. 2019). Ezzel a vegyiilettel el6szor
Commoner & Mercer (1952) kisérleteztek novényen. TMV virussal fertdzott
dohényleveleket kezeltek 2-TU oldattal és azt talaltak, hogy a szer gatolja a virus
replikaciojat, de az esetlegesen mégis 1étrejott virusok fertdzoképességére nem volt
negativ hatassal. Jenner & Rossels (1953) ezt kdvetden leirta, hogy a 2-TU az RNS
szintézis soran kompetitiv. mddon gatolja az uracil beépiilését az ujonnan
szintetizal6dd RNS lancokba, majd Jeener (1957) ezt kiegészitette azzal, hogy a virus
genetikai anyagat irreverzibilisen médositja. Francki & Matthews (1959) késobb azt
talaltak, hogy a TMV virus esetében fertdzoképesség csokkenése jelentdsebb volt (58-
80%), mint a virusok szamanak csokkenése, tehat valosziniileg fertézésképtelen
virusok képzddtek. Ezt a megallapitast késébb Barta & Foglein (1981) is megerdsitette
dohany protoplasztokkal végzett kisérletekkel. Francki 1962 kimutatta azt is, hogy a
dohany nekrozis virus Rothamsted térzsével (Rothamsted strain of tobacco necrosis
virus - RTNV) fert6zott dohany és francia bab esetében a 2-TU eltérd
iddintervallumban hat a kezelés elérehaladtaval. Ralph et al. (1965) azt talaltak, hogy
vizsgalt dohany ¢és kaposztandvényeken végzett kezelés hatasara a keletkezd virusok
fehérjeburka eltért a megszokottol. Ennek kovetkeztében a virusok csokkent
ellenalloképességet mutattak a hdstresszel szemben ¢€s az ultraibolya abszorpcidjuk is
megvaltozott. Ez valosziniileg annak volt kdszonhetd, hogy a 2-TU a virus fehérjét
kodolo régioba épiilt be.

A vegyszer patogén elimindcios hatasat az elmult évtizedekben szamos
novényfaj esetében teszteltek. Xu et al. (1999) liliom tiinetmentes virus (lily

symptomless virus - LSV), tulipan szintéré virus — lily (tulip breaking virus-lily -
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TBV-L) ¢és uborka mozaik virus (cucumber mosaic virus - CMV) fert6zott Lilium
longiflorum novényekkel dolgoztak. A novényeiket 0,5, 5 €s 50 mg/l 2-thiouracillal
kezelték. A 0,5 mg/1 2-TU koncentracié nem eredményezett virusmentes novényt, mig
az 5 mg/l-es kezelés 12%-ban, az 50 mg/l-es pedig 43%-ban adott virusmentes
vonalakat.

Woo etal. (2004) LSV fert6zott ‘Casa Blanca’ nevii keleti liliommal dolgoztak.
A kisérlet soran a novényeiket 0, 20, 40, 80 mg/l 2-TU-lal kezelték 12 héten keresztiil.
A kezelt szervek hagymapikkelyek és sarjhagymak voltak. Azt figyelték meg, hogy a
hagymapikkelyek hamarabb pusztultak el a szer hatasara. A hagymak novekedését a
20 mg/l-es koncentracio kis mértékben serkentette. A kontroll novények mindegyike
fertdzott maradt a virussal, mig a kezelést taléld egyedek 100%-ban virusmentesek
lettek.

Verma et al. (2005) 2-TU alkalmazésaval szerették volna begonia ndvényekbdl
eliminalni a PNRSV fertézést. A vegyszert 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 és 50 mg/1
koncentraciokban alkalmaztak. A 2-TU 25 mg/l-es koncentracidja 15% virusmentes
novényt eredményezett. Ennél magasabb koncentraciot alkalmazva csaknem az 6sszes
kezelt hajtas elpusztult. A 20 mg/l-es koncentraciot alkalmazva csaknem az 0sszes
kezelt hajtas tulélte a kezelést, de a virusmentes egyedek aranya csekély, mindossze
5% volt.

Ram et al. (2005) Chrysanthemum B carlavirus (CVB) fert6zott in vitro
Chrysanthemum morifolium novényekkel dolgoztak. A 2-TU-t 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 ¢és 40 mg/l koncentracidoban adtak a gyokereztetd taptalajhoz. Az elvégzett RT-PCR
tesztek alapjan a 40 mg/l-es 2-TU bizonyult a leghatasosabbnak, ugyanis a regeneralt
novények 26,7%-a virusmentes lett.

Asghar et al. (2007) ‘Kinnow’ nagy hozamt mandarin névényeknél hasznaltak
a 2-TU-t az ICRSV elimindlasara 5, 10, 15, 20 és 25 mg/l koncentracidkban. A
kezelések utan 0,5-0,9 mm-es nagysagu hajtascsucsokat valasztottak le az in vitro
novényekrdl és mikrooltassal Citrus jambhiri citromra oltottak azokat. A fejlodo
hajtasok levelét ezutdn RT-PCR-rel tesztelték és azt talaltak, hogy a 25 mg/l 2-TU
21,7% virusmentes egyedet eredményezett. Megfigyeléseik alapjan a 15 mg/l alatti
koncentracioknak nem volt kimutathatd virusmentesitési hatasa. Az altaluk kiprobalt
tobb vegyszer (ribavirin, acikloguanozin, zidovudin, 2-TU) koziil a 2-TU bizonyult a
legfitotoxikusabbnak, ugyanis a 25 mg/l-es koncentraciot a hajtasok 19,4%-a élte csak

tul, majd az oltasok 12,5%-a volt csak sikeres.
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Jakab-Ilyefalvi et al. (2012) PPV fertdzott szilva novényekkel dolgoztak. Ok
25 és 35 mg/l koncentracioban alkalmaztdk a 2-TU-t. A kezelések sordn erds
fitotoxicitdas mutatkozott, valamint klorézis és csokkent hajtdsnovekedés is
megfigyelhetd volt. Osszesen 4 virusmentes novényt sikeriilt regeneralniuk.
Javaslataik alapjan a fitotoxicitadst is figyelembe véve a 10-25 mg/l kozotti
koncentraciok virusmentesitésre torténd alkalmazasa lehet optimalis.

Singh (2015) burgonyabdl probalta eliminalni a PLRV-t 2-TU alkalmazasaval.
A 15 mg/l-es koncentracio alatt nem figyelt meg virusmentesitési hatast, viszont a 30
mg/l-es koncentracid esetében mar csak a hajtasok 10%-a regeneralodott. A legjobb
eredményt a 25 mg/l-es koncentraciot alkalmazva érte el, ahol a hajtasok harmada még
regeneralodott és a regeneralddott hajtasok 38%-a az RT-PCR vizsgalatok alapjan
virusmentesnek is bizonyult.

A 2-TU virusmentesitési hatasan kiviil egyes kutatok a vegyszer
viroidmentesitési hatasat is vizsgaltdk. Mahfouze et al. (2010) burgonya orségumo
viroid (potato spindle tuber viroid - PSTV) fertézott ‘Diamond’ burgonyandvényekkel
dolgoztak. A kemoterapias kezelésekhez 2-TU-t hasznaltak 10, 20, 30, 40 ¢és 50 mg/I-
es koncentracidoban. Azt talaltdk, hogy a koncentracié emelésével fokozatosan nétt a
PSTV-mentes ndvények szama, de a tulélési aranyuk csokkent. A 10 mg/1 2-thiouracil
kezelést a novények 63,3%-a ¢élte til és a regeneralt novények fele PSTV-mentes lett.
Az 50 mg/l-es koncentracion mar csak nagyjabol harmad annyi névény (25,3%) é¢lte
tul, de azok 85,7%-a volt mentes a viroidtol.

Lathaté tehat, hogy az antiviralis szerek szdmos esetben hatidsosak a
sz6ldvirusok elleni kiizdelemben, de a viralis nukleinsavak szintézisének gatlasa
mellett sok esetben sajnos gazda eredetli, pl. mRNS molekuldk is érintettek, ami a
novény fejlodését gatolhatja ¢és szélsdséges esetben annak pusztulasat is
eredményezheti. A fitotoxicitast szdmos publikacioban meg is jelolték, mint a
virusmentesitési folyamatot gatlo tényezot (Asghar et al. 2007; Guta et al. 2014; Singh
2015). Ahogy Guta & Buciumeanu (2021) is mar leirtdk, a regeneralt virusmentes
egyedek szdma fligg az egyes genotipusok regeneracios potencialjatol és a kezelés alatt

A fent részletezett virusmentesitési eljarasok szerves részét képezi rutinszerti
virusdiagnosztika is, ennek megfelelden a kiilonbozo szdvettenyésztési technikakkal
regeneralt novényegyedek virusmentességét ellendrizni sziikséges. Erre a célra az RT-
PCR széleskoriien elterjedt modszer. Megbizhatd mitkddéséhez azonban megfeleld

referenciagének is sziikségesek, amelyet a kovetkezd részben targyalok.
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3.6. Haztartasi gének gének

A héaztartasi gének konstitutivan expresszalnak, hogy a normal sejtfunkciokat
fenntartsak. Mint olyanok, feltételezhetden a normal sejtfiziologia fenntartdsahoz
szlikséges, lehetd legkisebb mennyiségili transzkriptumot allitjak elé (Butte et al.
2001). Mivel ezek a gének a normal sejtmiikodés fenntartdsdban résztvevd gének kdzé
tartoznak, igy elvarnank, hogy konstans modon expresszaljanak az Osszes sejtben a
kiilonbozo fejlettségi stadiumokban, eltérd sejtciklus fazisokban vagy szovetekben.
Ezek a gének a kiilonb6zd biotechnoldgiai és genomikai vizsgalatok soran
referenciagénként fontos kalibracids szerepet tolthetnek be (Eisenberg & Levanon
2013).

Egy haztartasi génnek szamos kritériumnak kell megfelelnie, hogy
referenciagénként is hasznalhaté legyen. Egy idedlis referencia gén viszonylag
fiiggetleniil expresszal a vizsgalt kisérleti koriilményektdl és ennek altaldban kevés
gén tesz eleget. Eppen ezért a megfeleld referenciagén kivalasztasanal az aktuélis
kisérleti koriilményeket kell figyelembe venni (Gu et al. 2011). Sok publikacioban
leirtdk mar, hogy egyes, tokéletesnek tiind referenciagén-jeloltek expresszidja eltér a
kiilonb6z6 kisérleti koriilmények kozott. Mi tobb ugyanazon organizmus eltérd
szoveteiben sem mindig egyforma a génexpresszid szintje. Ez problémat okozhat,
ugyanis szamos protokoll szerint végezheté el egy kisérlet és nem mindig
ugyanazokkal a tényezdkkel kell szamolni.

A szakirodalomban leginkabb haszndlatos konvenciondlis ndvényi
referenciagének a /8S rRNS (18S riboszémalis RNS), a GAPDH (gliceraldehid-3-
foszfat dehidrogenaz/ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), az EFla
(elongacios faktor-1 alfa/elongation factor-1 alpha), az UBQ (ubiquitin), az ACT
(aktin/actin) és a TUB (tubulin). Habar ezeket a konvenciondlisnak mondott
referenciagéneket rendkiviil nagyszaml tanulmany emliti, mégis nagymértékii

expresszios variabilitast mutatnak eltéré ndvényfajok esetében (Song et al. 2021).

3.6.1. Konvencionalisan referenciagénként hasznalt novényi haztartasi
gének
A virusmentesitési folyamat sikerességének ellenérzésére széles korben
alkalmazzak az RT-PCR modszert. Szamos referenciagént elterjedten alkalmaznak
belsé kontrollként, hogy az izolalt nukleinsav mindségérdl és a cDNS szintézis
sikerességérél megbizonyosodjanak. A nemzetkdzi publikdciokban mar sok ilyen
génre specifikus primert irtak le, amelyek megbizhatoan mitkddtek kiillonbozo kisérleti

koriilmények kozott.
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A sz6l6 esetében ilyen konvencionalis referenciagének pl. a Gambino &
Gribaudo (2006) altal hasznalt /8S rRNS, a Jelly et al. (2012) éltal hasznalt aktin vagy
a Reid et al. (2006) altal hasznélt EFla, GAPDH és tubulin gének.

3.6.1.1. A 185 rRNS, mint referenciagén

A 18S riboszomalis RNS az eukariota riboszéma 40S alegységének aktiv
centrumdt adja a fehérjeszintézis sordn és az eukaridta sejt egyik legalapvetdbb
komponense az (Uddin & Cheng 2015).

Du et al. (2006) Solanum tuberosum névényekbdl probalt kimutatni 5 virust.
Az eredmények normalizaldsahoz 2 referenciagént hasznalt. Az egyik a 18S rRNS gén
volt, a mésik a NAD2 mRNS gén. A kisérlet soran azt talalta, hogy a 78S rRNS
nagyjabol otszoros nagysagrenddel érzékenyebben volt kimutathaté az RT-PCR-ek
soran ¢s hasonld degradacios kinetikat mutatott a vizsgalt virusokkal. A génre
specifikus primert sikeresen alkalmazta a virusok kimutatasa soran hagyomanyos és
kiilonb6zd virus kombinaciokkal torténd multiplex RT-PCR reakcidkban is.

Gambino et al. (2008) eltéré nukleinsav izolalasi modszereket alkalmaztak,
tobb kiilonbozd sz616 szovettipusbol (in vitro ndvény, szabadfoldi hancskaparék és
szabadfoldi levél). A cetil-trimetil-ammodnium-bromid (cetyltrimethylammonium
bromide - CTAB) alapt protokollok ¢és az RNeasy (Qiagen) protokollok alapjan
végzett nukleinsav kivonast kovetden az 0sszes mintdbdl amplifikalni tudtdk a 78S
rRNS fragmentumot a cDNS szintézist kovetd PCR-rel.

Osman et al. (2008) kiilonb6z6 sz6l6 virusokkal fert6zott ndovényeken
vizsgaltak az RT-PCR, a RT-qPCR ¢és az LDA (low density array) moddszerek
viruskimutatdsi hatékonysagat. Kiilonb6z6 nukleinsav kivonasi protokollokat
alkalmaztak. A kiillonb6z0 orszagokbol szarmazd, eltérd fajtdk hancskaparék €s levél
mintaibol kinyert nukleinsav tisztasagat a 18S rRNS génre specifikus primerekkel
ellendrizték. A bels6 kontrollként alkalmazott 78S rRNS hasznalataval
megallapitottdk, hogy a héancskaparék mintadk sokkal konzisztensebb eredményt

hoznak.

3.6.1.2. Az EFla, mint referenciagén
Az EFlo gén altal kodolt fehérjéje minden fejlddd szovettipusban nagy
mennyiségben jelen van, ezért alkalmas haztartasi gén lehet. Az EFla enzim fontos
szerepet jatszik a fehérjék bioszintézisének folyamatdban. Ez a fehérje katalizalja az
aminoacil-tRNS-ek kotddését a riboszoméak A- (aminoacil) helyeire egy GTP-fiiggd

mechanizmuson keresztiil, ezaltal eldsegitve a szintetizalodo fehérjelancok boviilését.
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Ezen kiviil szamos mas funkcidt is tarsitanak ennek a fehérjének: szignaltranszdukcio,
nukledris fehérjék transzportja, mitokondridlis tRNS-ek importja. A fehérje
kapcsolatban all tovabba az aktinnal, tubulinnal, ubiquitinnel és a kalmodulinnal is
(Suhandono et al. 2014).

Wei et al. (2021) 9 referenciagént vizsgaltak 7 szdlofajta 3 szdvettipusadban
(bogyo, levél, kacs) qRT-PCR-rel és azt taldltdk, hogy az EFloa kiemelkedd
referenciagén volt a levél és kacs eredetli mintdk tesztelésekor, am javaslataik alapjan
legalabb két referenciagén alkalmazéasaval kaphatunk megbizhaté eredményt.

Monteiro et al. (2013) a peronoszpdra kérokozoja, a Plasmopara viticola €s
tobb sz016 genotipus kozti kolcsonhatdst vizsgaltdk qPCR-rel. A kutatok 11
referenciagén segitségével végezték el a rezisztenciagének expresszidjanak vizsgalatat
a fertézést kovetd 6-24 oOrdban. A kisérlet végén az talaltdk, hogy az 6 kisérleti
koriilményeik k6zott az EF 1o kiemelkedd referenciagén.

Han et al. (2012) 11 referenciagént vizsgaltak 4 tungfa fajta kiilonb6zo
szoveteiben ¢és eltérd fejlettségi stddiumban 1évd tungfa magokon RT-qPCR
segitségével. Harom kiilonb6z6 elemzdprogram eredményeit Osszevetve azt talaltak,

hogy az EFla volt a legstabilabb héaztartasi gén.

3.6.1.3. Az aktin, mint referenciagén

Az aktin termeléséért a novényekben nem egyetlen gén, hanem egy géncsalad
felelds. A novényi aktin gének vizsgalatabol kideriilt, hogy valdsziniileg mind egy 6si
génbdl szarmaznak még joval azeldttrdl, hogy az egyszikii és kétszikli ndvények
evoluciodsan elkiiloniiltek volna (Hightower & Meagher 1986). Alapvetden a ndvényi
citoszkeleton felépitésében vesznek részt. A magasabb rendii névényekben 6-11 aktin
gén talalhat6, de lehetnek pszeudogének is, amelyekrdl nem képzddik funkcionalis
fehérje. Sz616 esetében 6 aktin gén van. (Slajcherova et al. 2012).

Mivel az aktin gének expresszidja folyamatos, igy jol miikddnek
referenciagénként is, amit a kdvetkezé publikaciok is aldtdmasztanak: Reid et al.
(2006) 15 kiilonb6zo potencialis referenciagén jeldltet vizsgaltak sz6l0bogyo eredetii
mintakon. Azt talaltak, hogy az 6 kisérleti koriilményeik kozott az aktin gén volt az
egyik legmegbizhatobb referenciagén. Jelly et al. (2012) az aktin génre specifikus
primerek segitségével ellendrizték a szomatikus embri6 eredetli szovetekbdl kivont
RNS alapjan szintetizalt cDNS meglétét.

Egyes kutatok referenciagénként hasznaltdk az aktin gént kiilonbozo
korokozokkal fertdzott szolondvényekkel végzett kisérletek soran is: Selim et al.

(2012) tiveghazi ‘Olasz rizling’ sz6ldndvényeket fertéztek a Plasmopara viticola
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korokozoval és vizsgaltdk a korokozo ellen kiilonbozé védelmi mechanizmust
indukalo szereiket. Azt talaltdk, hogy az aktin gén a négy legstabilabban miikodo
referenciagén kozott volt. Katoh et al. (2009) egy a GVA fert6z¢és hatasara indukalodo
fehérje expressziodjat vizsgaltak szabadfoldi ‘Koshu’ sz616fajta kiilonb6zo szoveteiben
(levél, virag, bogyo, héj) és merisztéma eredetii ndvényeikben. A kisérletben az aktin
megfeleld referenciagénnek bizonyult a virusfert6zott és a vizsgalt virusoktdl mentes
novények esetében is. Song et al. (2021) GLRaV-3 fertdzott szabadfoldi ‘Cabernet
franc’ fajta levél-, és bogydmintdi esetében szintén sikerrel alkalmaztdk az aktint

referenciagénként.

3.6.1.4. A tubulin, mint referenciagén

A tubulin gének altal kodolt tubulin fehérje egy o/f heterodimer. Ezek az
erésen konzervalt heterodimerek mikrotubulusokka 4allnak Gssze ¢és szdmos
sejtfunkcidt latnak el, példaul a sejtintegritds fenntartdsa, transzport utvonalak
létrehozasa és a sejtosztodas sordn bekdvetkezd mozgasok eldsegitése (Binarova &
Tuszynski 2019.).

Gu et al. (2011) tiveghazi 6-8 leveles fejlettségi stadiumban 1évo krizantém
novényeket fertdztek levéltetvekkel, majd ezt kovetden tobb referenciagén expresszios
mintazatat vizsgaltdk RT-qPCR alkalmazésaval a kezelés utan 0, 1, 3, 5 és 7 nappal a
novények hajtascsucsaban. Azt talaltak, hogy az ilyen kisérleti koriilmények kozott a
tubulin volt a legstabilabban expresszald referenciagén-jelolt. A kisérlet soran
valasztott egyéb, abiotikus stresszhatasok (hd és szarazsag) sordn azonban ez a gén
kevésbé jol teljesitett, mivel valtozatos expresszids mintdzatot mutatott.

Coker & Davies (2003) 27 burgonya cDNS konyvtarban vizsgéltak tobb
haztartasi gén expressziojat. Azt talaltdk, hogy az a-tubulin gén stabil expresszids
mintazatot mutatott ugyanazon ndvény levelébdl, gyokerébdl, gyiimdlcsébdl és
virdgzatabol is. Késobb mas kutatok kimutattdk, hogy kiilonbozd fejlettségi
stadiumban 1évé szovetekben viszont instabilan miikddik (Exposito-Rodriguez et al.
2008).

Reid et al. (2006) ‘Cabernet sauvignon’ szdléfajtan vizsgaltak 15 referencia
gén expresszids szintjét a kiillonbozo fejlettségi stddiumban 1évo sz6lobogyokban. A
géneket harom eltéré vizsgalati modszerrel rangsoroltak. Azt talaltdk, hogy az a-
tubulin stabilabban expresszalt mindkét évben, mint a f-tubulin, amely a masodik

évben a legkevésbé hatékony referenciagénnek bizonyult ebben a szdvettipusban.
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3.6.1.5. A GAPDH, mint referenciagén

A glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) fehérjének kiemelt
szerepe van a citoplazméban foly6 anaerob glikolizis soran, ahol segiti az adenozin
trifoszfat (adenosine triphosphate - ATP) és a piruvat eldallitasat, de ujabb kutatdsok
szerint a sejtosztodasban, a sejtek tulélésében és az apoptdzisban is részt vesz. A
glikolizis soran a GAPDH egy kulcsenzim, amely katalizélja a gliceraldehid-3-foszfat
(G3P) 1,3-bifoszfogliceratta torténd atalakulasat nikotinamid-adenin-dinukleotid
(nicotinamide adenine dinucleotide - NAD +) és szervetlen foszfatok jelenlétében.
Mindemelett a GAPDH-t szdmos génexpresszids €s fehérje tanulmanyban hasznaltak
mar belsd kontrollként (Nicholls et al. 2012).

Pacifico et al. (2011) kiilonbdzd virusokkal (GFkV, GFLV, GLRaV-1,
GLRaV-3, GVA) fert6zott szabadfoldi sz6léndovényekben hataroztdk meg a virusok
mennyiségét RT-qPCR segitségével. A virusok mennyiségét a GAPDH héztartasi gén
tiltetvénybdl. A GAPDH génre hasznalt primereik minden klon esetében amplifikaltak
a kivant génszakaszt és segitségiikkel sikeresen szamszeriisiteni tudtak a vizsgalt
virusok mennyiségét is.

Jiao et al. (2017) a VgMAPKKK38 gén sztilbén akkumuldcidban betdltott
szerepét vizsgaltak szoloben kiilonbozd szoveti eredetli (fiatal levél, idds levél, fas
szar, viragzat, éretlen ¢€s érett bogyo) mintakon. Az vizsgalathoz belsé kontrollként a
GAPDH gént hasznaltak, amely minden vizsgalt szOvettipusban helyt allt és
segitségével lehetdvé valt a vizsgalt gén relativ expresszios szintjének meghatarozasa
is.

Banilas et al. (2011) ho- és szarazsagstressznek kitett szOlondvények
kiilonbozdé szoveteibdl (apikalis merisztéma, fiatal és oreg levél, gyokér, kacs)
szarmazd mintakban is sikeresen alkalmaztak a GAPDH gént belsd kontrollként.

Habar ezek a primerek hatékonyan amplifikaljak a célszekvenciaikat szamos
sz016 genotipusbdl, a cDNS szintézis sikerét csak akkor bizonyitjak, amennyiben a
kivont nukleinsav gDNS mentes volt, mivel ugyanakkora fragmentumot produkélnak
a genomi DNS-bdl és a cDNS-bdl is. Ez a probléma DNézok alkalmazisaval
kikiiszobolhetd lehet, de a folyamat igen koltséges (Olah et al. 2017). A gyors
virusteszteléshez nem sziikséges tiszta (gDNS-mentes) RNS izoléalasa, viszont
ilyenkor a cDNS szintézis ellenérzése soran a gDNS ¢és cDNS eredeti PCR

termékeknek eltéré hossziisagiinak kell lenniiik.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Felhasznalt novényanyagok

4.1.1. A szomatikus embriogenezis és a merisztéma tenyészetekkel
kapcsolatos kisérletek novényanyaga
Ennél a kisérletnél harom Vitis vinifera sz616fajtaval dolgoztam: Az ‘Ottonel
muskotaly’ H.7-3 és ‘Ottonel muskotaly’ H.14-1 klonjaival, valamint ‘Trilla’ és
‘Szirén’ fajtdkkal. Merisztéma tenyésztéshez az in vitro ndvények hajtascstcsat,
szomatikus embriogenezishez a szabadfoldi ndvények virdgzatabol izolalt portokokat

hasznaltam fel.

4.1.2. Kemoterapias kisérletekhez felhasznalt novényanyag

Az antiviralis szerekkel torténé kemoterapia soran harom sz616 fajta klonjaival
dolgoztam, amelyek ndvényvonalait a virusfertzottségiik fliggvényében valasztottam
ki: A ‘Furmint’ P51 klén A1 és UH2 vonalaival, valamint a ‘Kadarka’ P131 klén Al
vonalaval és ‘Sarfehér’ A1 vonalaval. A kivalasztott genotipusok virusfertézottségét a
kisérlet kezdetén tiveghazi kiindulasi novények levelébdl vett mintdkon eldszor kis
RNS szekvenalassal térképeztiik fel, majd RT-PCR-rel is ellendriztem. Ezt kovetéen
a kiinduldsi novények hajtasait feliileti fertotlenitést kovetén in vitro kultardk
l1étrehozéasara hasznaltam fel. Az igy nevelt in vitro ndvényeket mikroszaporitottam,
majd a virusfertézottségiiket ebben az allapotban is ujraellendriztem RT-PCR-rel. A
kiilonboz6 antiviralis szerekkel torténd kezelést minden esetben a felsorolt klonok in

vitro novényeinek 1-2 cm-es hajtasaitvégeit felhasznalva végeztem el.

4.1.3. Referenciagénekkel kapcsolatos kisérletek novényanyaga

Ebben a kisérletben 24 (7 alany és 17 nemes) szOléfajtaval dolgoztam: V.
berlandieri x V. riparia ‘Teleki 5C°, V. berlandieri x V. riparia ‘Teleki-Fuhr S.0.4°,
V. berlandieri x V. riparia ‘Teleki-Kober 5SBB’, (V. berlandieri x V. riparia) X V.
vinifera ‘Georgikon 28°, V. riparia X V. cinerea ‘Borner’, V. berlandieri x V. rupestris
‘Ruggieri 140° és V. berlandieri % V. rupestris ‘Richter 110°, ‘Kovidinka’, ‘Sarfehér’,
‘Kunleany’, ‘Miklostelep 7°, ‘Kadarka’, ‘Kék bakator’, ‘Juhfark’, ‘Neoplanta’,
‘Pintes’, ‘Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Ottonel muskotaly’, ‘Olasz rizling’, ‘Vulcanus’,

‘Zervin’ és ‘Piros bakator’. A felsorolt fajtak felhasznalt szovetei a kovetkezok voltak:

e in vitro novények levele
e szabadfoldi novények levele és levélnyele

e szabadf6ldi, nyugalmi allapotban 1év6 vesszok hancskaparéka
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4.1.4. Az in vitro kulturak létrehozasa

A folyamatot a begyljtott fajtdk fas vesszdinek melegvizes kezelésével
kezdtem, amely 51 °C-on 30 percig tartott. Ezt kdvetden a vesszoket feldaraboltam és
egyriigyes dugvanyokat készitettem bel6liik. Ezeket gyokeresedés céljabol perlittel
toltott milanyag poharakba dugvanyoztam €s csapvizzel ontdoztem Oket. A riigyekbol
fejlodé zold hajtasokat levalasztottam és 70%-os etil-alkohol oldatban torténd 30
masodperces Oblitést kdvetden 8 percig natrium-hippoklorit tartalma vizes oldatban
(1% NaOCl és 0,1% Tween 20) fiirdettem, majd haromszor steril desztillalt vizben
lemostam azokat. Ezek utan a hajtasokrol szabad szemmel nagyjabol 0,5 cm nagysagu
hajtascsucsokat preparaltam és ndvényi novekedésszabalyozok (metatopolin - mT
vagy BA) segitségével szarnovekedést indukaltam fél-MS mennyiségli makroelemet
tartalmazd MS téptalajon (Murashige & Skoog 1962). A hajtasokat novekedésiiket
kovetden hormonmentes MS taptalajra helyeztem gyokeresedés céljabol. A ndovekvo,
immaron gyokeres novények hajtascsticsat felhasznalva gyarapitottam az
egyedszamot. Az in vitro ndvények fenntartasa fényszobai koriilmények kozott 25 °C-

on tortént folyamatos, havi rendszerességii mikroszaporitas kiséretében.

4.2. Kisérletek intront tartalmazo génszakaszra specifikus

referenciagén primerekkel

A referenciagénekkel kapcsolatos kisérletekhez eldszor a 18S rRNS-re
specifikus primer parral végeztem RT-PCR-t 24 szabadf6ldi sz616 levélmintan. Ehhez
a levelekbdl izolalt nukleinsavat és az abbol szintetizalt cDNS-eket is felhasznaltam.
Kovetkezd 1épésben ugyanezt a PEP gén intront tartalmaz6 génszakaszara specifikus
primer parral is elvégeztem, majd az eredményeket dsszehasonlitottam.

Ezutan 4 tovabbi, intront tartalmazé referenciagénszakaszra specifikus primer
part (aktin, EFla, GAPDH, tubulin) teszteltem ugyanezen 24 szOlofajtan. Ezt
kovetden a jo eredményt produkald primer parokat kiilonbozo sz016 szovettipusokon
(in vitro levél, szabadfoldi levél és levélnyél, hancskaparék) teszteltem 12 mintat
felhasznalva.

Végezetiil a 3 legigéretesebb primer part virusokra (GFkV, GLRaV-I,
GRSPaV) specifikus primer parokkal teszteltem multiplex PCR reakcidk soran.
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4.3. Alkalmazott virusmentesitési modszerek

4.3.1. Merisztéma kulturak

Merisztéma kultardk 1étrehozasahoz az in vitro novények 2-3 cm-es
hajtascsucsat valasztottam le és felhaszndlasukig folyékony Gamborg B5 taptalajba
helyeztem azokat. Ezt kovetéen mikroszkdp hasznalataval sebészi csipesz, tii és penge
segitségével 0,1-0,5 mm-es mérettartomanyba esé merisztémakat preparaltam ki. A
merisztémakat Petri-csészében 1év6 30 g/l szacharozt és 1 mg/l mT-t tartalmazo fél
mennyiségli makroelemet tartalmazo MS (fél-MS) taptalajra helyeztem. A Petri-
csészéket alufolidba csomagoltam €s a merisztémakat 3 napig sotétben tartottam,
amely a szarnovekedést segitette eld a levélndvekedéssel szemben (Suzuki & Kerbauy
2006). A novekvd, de még gyokérrel nem rendelkezd hajtasokat ugyanolyan
Osszetételll, de mar csak 0,2 mg/l mT-t tartalmazo fél-MS téptalajra helyeztem at, hogy
a gyokeresedés megindulhasson. Ezt kovetéen a gydkeresedd, fiiggetlen
novényvonalakat hormonmentes 10 g/l szacharozt tartalmazd fél-MS taptalajra
helyeztem és szaporitottam. Az elégtelen novekedést vagy klordzist produkald
hajtasokat kondicidjuk javitdsanak érdekében 1 g/l aktiv szenet tartalmazdo MSAc

taptalajra helyeztem (Olah 2017).

4.3.2. Szomatikus embriogenezis

A szomatikus embriogenezis kivitelezése az Olah et al. (2009) altal leirt médon
tortént. A kisérletben részt vevO négy szabadfoldi anyandvény viragzatait a
viragnyilast megel6zden, lehetdség szerint a Gribaudo et al. (2004) altal leirt 6todik
portokfejlettségi stadiumban gyijtottik be. Ezutan a virdgzatokat feliiletileg
sterilizaltuk a korabban mar az in vitro kultirdk létrehozésanal leirt mdédon. A
virdgzatokat ezt kovetden felnyitottuk €s a portokszallal kapcsolt portokokat szilard,
kalluszindukcios MST téaptalajra helyeztiik, amely 0,05 mg/1 thidiazuront (TDZ), 1,1
mg/1 2,4-D-t, 20 g/l szacharozt és szilardito dgensként 5 g/l agart tartalmazott. A portok
kultardkat ezek utan 24 °C-on, sotétben inkubaltuk. Kés6bb, az embriogén jelleget
mutat6 kalluszokat atraktuk 1 g/l aktiv szenet tartalmazo MSAc taptalajra, amely mar
csak 10 g/l szachardzt és 3 g/l gelritet tartalmazott. Végiil a képz6dd embriokbol
regeneralodo fiiggetlen hajtasokat egyenként, ugyanezen MS taptalajra helyeztiik és

szaporitottuk.

4.3.3. Novényi kemoterapia
Az antiviralis szerekkel torténd kemoterapias kezelésekhez kb. 2 cm nagysagu

in vitro hajtascsticsokat (gyokér nélkiili vagy elégyokereztetett) helyeztem az egyes
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vegyszereket (ribavirin, zidovudin, 2-thiouracil) meghatarozott koncentracidban
tartalmazo, szilard fél-MS taptalajra (1. tablazat). Fajtatol fliggden 4-16 hét utan a
kezeléseket tuléldé ndvényekrdl 2 mm-es hajtascsucsokat valasztottam le és 0,02 mg/1
benzil-adenint (BA) és 0,01 mg/l naftil-ecetsavat (NAA) tartalmazo f€1-MS taptalajra
(30 g/l szachardz) helyeztem dket. A gyokeresedd hajtasokat végiil hormonmentes fél-
MS taptalajon neveltem tovabb. A ndvekvd, de 6nalléan nem gydkeresedd hajtasokat
két hét hormonmentes fenntartast kovetéen 0,8 mg/l IBA-t (indol-3-butyric acid/indol-
3-vajsav - IVS) tartalmazd fél-MS (10 g/l szachar6z) taptalajra helyeztem a

gyokeresedés eldsegitése végett.

1. tablazat: A kijelolt fajtak/klonok antivirdlis szerekkel tortend kezelései

Fajta/kléon Kezelés Alkalmazott koncentracio
Ribavirin 25 mg/l
Zidovudin 10, 20, 30, 40, 80, 120 mg/1
‘Sarfehér’ Al
2-thiouracil 5,10, 15,20 mg/1
GY + 2-thiouracil 10, 20 mg/1
Ribavirin 25 mg/l
‘Furmint’ P51 A1 2-thiouracil 20 mg/1
Ribavirin + Zidovudin 25 mg/l + 50 mg/1
Ribavirin 25 mg/l
‘Furmint’ P51
. Ribavirin + Zidovudin 25 mg/l + 50 mg/1
UH2
GY + 2-thiouracil 20 mg/l
Ribavirin 25 mg/l
‘Kadarka’ P131 GY + Ribavirin 25 mg/1
Al Zidovudin 50 mg/l
GY + 2-thiouracil 10 mg/1

GY — a kezelésre kijelolt hajtasok elégyokereztetése 0,8 mg/l IBA hormonnal fél-MS taptalajon

A ribavirinnel torténd szolo virusmentesitéssel kapcsolatos publikaciok
feldolgozasanak eredményeként a 25 mg/l koncentracidt valasztottam az elso
kisérlethez. Itt GRSPaV ¢és GPGV fertdzott ‘Sarfehér’ novények hajtasait kezeltem és
vizsgéltam a kiindulasi névények 2 mm-es hajtascsucsanak, a kezelt ndvények 2 mm-
es €s 5 mm-es hajtascsucsanak, majd a 2 mm-es hajtascsticsokbol regeneralt névények
levelének virusfertdzottségét.

A ‘Sarfehér’ fajtaval végzett kisérlet eredményeit kielemezve négy tovabbi,
kiilonboz6 virusokkal fertdzott genotipuson végeztem ribavirin kezeléseket. Ezek a

‘Furmint’ P51 A1, a ‘Furmint’ P51 UH2, a ‘Kadarka’ P131 A1 és a ‘Sarfehér’ Al
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voltak. Ezekben a kisérletekben mar nagyobb egyedszammal dolgoztam, hogy az
eredmények reprezentativabbak legyenek, valamint vizsgaltam a kezelt hajtasok
tulélési aranyat és a levalasztott 2 mm-es hajtascsticsok regeneralodasi aranyat is.

Mivel a zidovudin sz616 virusmentesitésére vald hasznalatardl kordbban nem
publikaltak, igy egy tagabb koncentracids intervallumban kezdtem meg a kisérleteket,
elészor a ‘Sarfehér’ Al genotipuson. A szert 10, 20, 30, 40, 80 ¢és 120 mg/l-es
koncentracioban alkalmaztam ezen a fajtdn. Ezt kovetéen a ‘Kadarka’ P131 Al
genotipuson is végeztem egy kisérletet 50 mg/l zidovudin koncentracidval. A
zidovudin virusmentesitési hatasat minden kisérletben a kezelt névényekrol 1, 2 és 3
honap utan levalasztott 2 mm-es hajtascsticsokbol novekvd 3-4 cm-es ndvénykék
levélmintait felhasznalva vizsgaltam RT-PCR-rel.

A ‘Furmint’ P51 A1 és a ‘Furmint’ P51 UH2 genotipuson vizsgaltam a 25 mg/1
ribavirin és az 50 mg/l zidovudin kombinaciojanak virusmentesitési hatasat, amellyel
parhuzamosan kizarélag 25 mg/l ribavirinnel is kezeltem ugyanakkora mennyiségii
hajtast. Ennek koszonhetéen vizsgalhattam, hogy a zidovudin hozz4adasa
befolyésolja-e a regeneralt virusmentes egyedek mennyiségeét.

A 2-thiouracillal torténd sz616 virus eliminalasrodl szintén nem talaltam korabbi
publikéciot, de mas ndvényeken végzett kisérletek jo kiindulasi alapot nyujtottak. Mas
kutatok leirasa alapjan a vegyszer er6s toxicitdst mutatott alacsonyabb
koncentraciokban alkalmazva is, ezért a ‘Sarfehér’ Al genotipuson végzett
kisérleteket 5, 10, 15 és 20 mg/l-es koncentracioval kezdtem meg. Itt elogyokereztetési
folyamaton at nem esett hajtasokkal dolgoztam és azt vizsgaltam, hogy a hajtasok
mekkora aranyban ¢élik til a vegyszerrel torténd kezelést és novekednek-e annyit, hogy
2 mm-es hajtascstcs levalasztasa mar indokolt legyen.

A kovetkezo kisérletben 10 mg/l 2-TU-lal kezeltem 0,8 mg/l IBA-t tartalmazé
taptalajon elégyokereztetett ‘Sarfehér’ Al és ‘Kadarka’ P131 Al hajtasokat. Az elsd
gyokérnyulvanyok megjelenésekor athelyeztem a hajtasokat a 2-TU-t tartalmazo
taptalajokra. Ezzel parhuzamosan ugyanezt tettem eldgyokereztetésen at nem esett
hajtasokkal is.

A kovetkez6 kisérletben a ‘Sarfehér’ A1 hajtasokat kezeltem 20 mg/1 2-TU-lal.
A hajtasok egyik felét a kezelést megelézéen 0,8 mg/l IBA tartalmt taptalajon
elogyokereztettem, masik felén nem alkalmaztam el6gyokereztetést.

A ‘Furmint’ P51 UH2 genotipuson is végeztem kisérleteket 20 mg/l 2-TU-t
tartalmazo taptalajon. A kezelni kivant hajtasokat 0,8 mg/l IBA-t tartalmaz6 taptalajon

elégyokereztettem, majd helyeztem a kisérleti taptalajra.
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A 2-TU virusmentesitési hatasat minden kisérletben a kezelt novényekrdl 1 és
2 hénap utdn levalasztott 2 mm-es hajtascsticsokbol ndovekvd 2-4 cm-es novénykék

levélmintait felhasznalva vizsgaltam RT-PCR-rel.

4.4. Nukleinsav-izolalas

4.4.1. Nukleinsav izolalas novényi mintakbol

Nukleinsav izoldldshoz a Xu et al. (2004) altal leirt CTAB alapi modszert
hasznaltuk. Ennek a modszernek az egyik kulcs eleme, hogy a kloroformos kicsapas
savas K-acetat jelenlétében zajlik, melynek kovetkeztében tovabbi szennyezddések
eltavolitasara vagyunk képesek.

A ndvényi nukleinsav kivonashoz hasznalt oldatok:

1. Lizis puffer:
e 100 mM Tris-bazis (pH 8.0)
e 50 mM Nax-EDTA (etilén-diamin-tetraccetsav)
e 1,5M NaCl
e 2% vizoldhato PVP (polivinil-pirrolidon)
e 4% B-merkaptoetanol

e 3%CTAB

A PVP-t a felhasznalas el6tti nap végén, a f-merkaptoetanolt pedig kdzvetleniil

a felhasznalas elott mértem az elkészitett és sterilezett oldathoz.

2. Kloroform:izoamil-alkohol oldat (24:1)
3. 5M K-acetat oldat (pH 4,8)
4. 3M Na-acetat oldat
5. Izopropanol

6. 70%-os etanol oldat
7

Steril desztillalt viz

Els6 1épésként a szabadfoldi novények levelébdl vagy levélnyelébdl, illetve az
in vitro novények levelébdl 50-50 mg tomegl szovetmintat vettem, melyeket 2 ml
végtérfogati centrifugacsovekbe helyeztem. A szabadfoldi novények hancskaparék
mintainak elkészitését a vesszd kiilsd, fas kérgének eltavolitdsaval kezdtem. A
felhasznalni kivant kambium rész eléréséhez a kiilsé réteget folyamatosan, pengék
segitségével tavolitottam el a vesszOk felszinérdl. Ezt kdvetéen a penge ¢élét

merdlegesen tartva a vessz6hdz, annak folyamatos dorzsolésével jutottam hozza a
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sziikséges hancskaparékhoz, amit szintén 2 ml végtérfogatu centrifugacsovekbe
helyeztem.

A mintédkat ezt kdvetden folyékony nitrogénbe helyeztem. Ezutan gazldngban
sterilezett livegbotok segitségével a fagyott szoveteket apro szemcséjiivé ziztam. A
feldolgozott mintdkra 1 ml térfogatu lizis puffert mértem, majd alapos forgatas utan a
centrifugacsoveket 65 °C-os vizfiirddbe helyeztem 30 percre, ahol tobbszori keverés
mellett inkubaltam azokat.

A mintakhoz ezutan 100 ul K-acetatot, majd 800 ul kloroform:izoamil-alkohol
oldatot mértem és intenziv razassal tejfehér szinlivé raztam azokat a
centrifugacsovekben és 5 percig, 8000 rpm-en (round per minute/percenkénti
fordulatszam) centrifugaltam dket. A centrifugdlas utan a mintak két fazisra kiilontiltek
el. Az als6 fazisban a fehérjék, lipidek és egyéb sejtalkotok helyezkedtek el, mig a
nukleinsav a felso, vizes fazisban volt, igy azt 6vatosan egy 01j 2 ml-es centrifugacsdbe
mértem at. Ezt a folyamatot egyszer megismételtem, hogy az esetlegesen hatra maradt
szennyezddésektdl megszabaduljak, majd a keletkezd feliiliszot ismét egy 1j,
immaron 1,5 ml végtérfogath centrifugacsébe mértem at.

A mintékra ezutan 80 ul Na-acetat oldatot és 1 térfogatnyi (nagyjabol 750 pl)
izopropanolt mértem a nukleinsav kicsapasa érdekében. A csdvekben 1évé oldatot
finom mozgatassal 6sszekevertem, majd 30 percig szobahdmérsékleten inkubalddtak.
Az 1d6 letelte utan a mintdkat 13.000 rpm-en 10 percig centrifugaltam. A nagy
fordulatszdm kovetkeztében a nukleinsav pellet formajaban a csé aljara csapddott ki,
mig a tobbi komponens a folyadékfazisban maradt. A folyékony fazis dvatos ledntése
utan, a nukleinsavat kétszer teljes térfogatii (nagyjabol 1,5 ml) 70%-os etanollal
mostam at, a hadtramaradt szennyezddések eltavolitasa végett.

A mosas utan a maradék etanolt centrifugalas segitségével a csé aljara
gyljtottem €s Ovatos pipettazassal eltdvolitottam. A megmaradoé, tiszta nukleinsavat
végilil 100 pl steril desztillalt vizben feloldottam, majd felhasznalasig -80 °C-on

taroltam.

4.4.2. Nukleinsav-izolalas baktérium mintakbol

A fiatal baktériumtenyészetekbdl (1-2 napos) torténd nukleinsav kivonashoz
platinakaccsal 0,2-0,5 mg baktériumot szuszpendaltam 200 pl steril desztillalt vizben
1,5 ml-es centrifugacsovekben. Ezt kovetéen 200 pl 2X (kétszeres toményseégii)
Tritonos puffert pipettdztam a mintakra, ami 4,0% Triton X-100-at és 0,5% natrium-

azid-ot tartalmazott 0,1 M Tris HCI (pH 8,0) oldatban, majd enyhén megkevertem
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azokat. A keverés utan a baktérium mintékat 10 percre 95 °C-os vizfiirddbe helyeztem
lizalas céljabol. Végezetiil a lizdtumot centrifugaltam és a feliiliszot felhasznélésig -
20 °C-on taroltam (Abolmaaty et al. 2000). A PCR-hez 1 pl feliilisz6t hasznaltam
templatként.

4.5. cDNS szintézis

A cDNS szintézist a RevertAid First cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific,
#K1622) segitségével kiviteleztem. A reakcidelegyet a mellékelt protokoll alapjan

mértem Gssze (2. tdblazat).

2. tablazat: A cDNS szintézishez felhasznalt oldatok és mennyiséegiik

Komponens Térfogat (ul)/minta

Nukleaz-mentes viz 4.5
5X reakcio puffer 2
dNTP (10 mM) 1
Random hexamer / oligo(dT)1s
primer (100 pmol) 0,5
RNa4z inhibitor (20 unit/pl) 0,5
RevertAid RT (200 unit/ul) 0,5
Templat nukleinsav 1
Végtérfogat 10

A templat nukleinsavat még nem tartalmazd oldatot 6sszemértem egy 500 pl
végtérfogatt centrifugacsdbe, majd abbol mintaszamnak megfeleléen 9-9 pl-t mértem
ki 200 pl-es reakciocsovekbe. Az oldathoz hozzaadtam 1-1 pl nukleinsavat, majd a
mintakat a PCR késziilékbe helyeztem, ahol a megfelelé hémérsékleteken, megfeleld

id6tartamig inkubalodtak (3. tablazat).

3. tablazat: A cDNS szintézis programja

Folyamat Hoémérséklet Idétartam (perc)
Primer kotédés 25°C 5:00
cDNS szintézis 42 °C 60:00

Enzim inaktivacio 70 °C 5:00

A reakcio elsd, 25 °C-os 1épése csak a random hexamer primerrel torténé cDNS
szintézis esetén volt sziikséges, hogy a kisméretli (6 bazispar nagysagu) primerek

kotddni  tudjanak a templathoz, majd kismértékben megkezdddhessen a
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lanchosszabbitas. Az oligo(dT) primerrel torténd szintézis soran ez a 1épés kihagyhato,

mivel ott hosszabb (18 bazispar) primereket alkalmaztam.

4.6. Felhasznalt virusdiagnosztikai modszerek

4.6.1. RT-PCR
A PCR reakciot a DreamTaq DNA Polymerase Kit (Thermo Scientific,
#EP0703) felhasznalasaval végeztem el. A reakcioelegyet a mellékelt leiras alapjan

mértem Ossze (4. tablazat).

4. tablazat: Az RT-PCR reakcio mix dsszetevoi és terfogatuk

Komponens Térfogat (nl/minta)

Nukleaz-mentes viz 6,4
10X DreamTaq puffer 1
dNTP mix (2,5 mM) 0,8
DMSO 0,5
Forward primer (25 pM) 0,1
Reverse primer (25 pnM) 0,1
DreamTaq polimeraz (5U/ul) 0,1
c¢DNS templat 1
Végtérfogat 10

Elészor a reakcidelegyet mértem Ossze, majd alapos keverés utan
mintaszamnak megfeleléen szétmértem beldle 9-9 pl-t a 200 pl végtérfogati PCR
csovekbe és minden csébe 1-1 pl cDNS templatot pipettdztam. A virusmentesitéssel
kapcsolatos kisérletekhez mar bizonyitottan virusfert6zott novények cDNS-ét
hasznaltam pozitiv kontrollnak, mig nullkontrollként steril desztillalt vizet adtam a
reakciohoz. Ezutdn a mintdkat a PCR késziilékbe helyeztem, ahol a reakcio az 5.

tablazatban leirt ciklusokon ment végig.

5. tablazat: Az RT-PCR programok lépései és idtartamuk

Folyamat Hoémérséklet Idétartam (perc)
Elédenaturacio 94 °C 3:00
Denaturacio 94 °C 0:30
Primer kotodés 50-60 °C 0:30
Lanchosszabbitas 72 °C 0:30-1:30
Végso6 lanchosszabbitas 72 °C 3:00
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A denaturaciotdél a lanchosszabitasig tarté szakasz 34-szer ismétlodott a
folyamat soran, igy 0sszesen 35 cikluson keresztiil tortént az amplifikacio. A kisérletek
soran szamos referenciagénre és patogénre specifikus primer part hasznaltam, amelyek
felsorolasa a 6. és 7. tablazatban talalhato. Az aktin, EFla, a GAPDH és a tubulin
génekre olyan primereket hasznaltunk, amelyek egy vagy két intront tartalmazo
génszakaszra specifikusak (1. dbra): Az aktin esetében a 4-es kromoszoéma kettd
intront tartalmaz6, az EFla esetében a 6-os kromoszoéma egy intront tartalmazo, a
GAPDH esetében a 17-es kromoszoma kett0 intront tartalmazo, valamint a tubulin

esetében a 6-0s kromoszoma kettd intront tartalmazo régioira.

6. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt referenciagén primerek

Primer neve Szekvencia (5°-3°) Referencia

18S rRNA_Fw CGCATCATTCAAATTTCTGC Gambino &
188 rRNS ]
I18STRNA Rev  TTCAGCCTTGCGACCATACT Gribaudo 2006
act-fwl GGCCGATACTGAAGATATCCAG
aktin Jelen munka
act-revl ACCAGAATCCAGCACAATACC
elf-fwl GGGTAAGGAGAAGGTTCACATC
EFla Jelen munka
elf-revl TGCCTTGGAGTACTTTGGTG
gapdh-fw2 GCAGTCAACGATCCATTCATC
GAPDH Jelen munka
gapdh-rev2 AGCCTTGTCCTTGTCAGTG
PepS2fw GTCCTTACAGCACATCCTACTC
PEP Jelen munka
PepS2rev CCCACCCATCCAAGAAGAAA
tub-fw2 CACGATGCTTTCAACACCTTC
tubulin Jelen munka
tub-rev2 CTTCATTGTCCAAGAGCACAG
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1. abra: Az intront tartamazo referenciagen-szakaszokra tervezett primerek elhelyezkedése az érintett
Vitis vinifera kromoszomakon.
Az aktin génre specifikus (a.), az EFla génre specifikus (b.), a GAPDH génre specifikus (c.), a PEP génre (d.) és a
tubulin génre specifikus (e.) primer parok helyei az érintett kromoszomakon. A zold mez6k a génen beliili exonokat,
a fekete vonalak az intronokat jelolik. A sziirke mez6k a 5° upstream és a 3° downstream szekvenciak, amelyek az

érintett szekvenciakon kiviil esnek.
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7. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt virus és viroid specifikus primerek

Primer neve

Szekvencia (5°-3°)

Referencia

GFLY GFk V1/F GGTCCTCGGCCCAGTGAAAAAGTA Osman et al.
GFk C1/R GGCCAGGTTGTAGTCGGTGTTGTC 2008
GFLV GFLV CP 433V GAACTGGCAAGCTGTCGTAGAAC Osman &
GFLV CP 912C GCTCATGTCTCTCTGACTTTGACC Rowhani 2006
LR1CPF1 CTAGCGTTATATCTCAAAATGA
GLRaV-1 Engel et al. 2010
LR1CPR1 CCCATCACTTCAGCACATAAA
GPG-6609F GAGATCAACAGTCAGGAGAG
GPGV Glasa et al. 2014
GPG-7020R GACTTCTGGTGCCTTATCAC
48V AGCTGGGATTATAAGGGAGGT
Lima et al. 2006
49C CCAGCCGTTCCACCACTAAT
GRSPaV
RSPaVFw GGGTGGGATGTAGTAACTTTTGA Gambino &
RSPaVRev GCAAGTGAAATGAAAGCATCACT Gribaudo 2006
GRVEV GRGVFV-F/3501 CCTGCTGATCGCTGGAGACTCG Czotter et al.
GRGVFV-R/4914 CGAAGATTCGCTGGTACTTCTT 2018
GSVV-1 GVQ-CPF TCCCAGCTTCAGGGTGAATT Sabanadzovic et
y -
GVQ-CPR GCATTGCTGCGCATTGGAGG al. 2009
GVA GVA 6540U TTTGGGTACATCGCGTTGGT Nakaune &
GVA 6880D TCTAAGCCCGACGCGAAGT Nakano 2006
GVT 7630F GTGTGGTCCTCGTTAGGTGC
GVT Jelen munka
GTV 8534R CGGCAAGAGTTCCAACTAGC
GYSVd.1 GYSVd-1-F TCACCTCGGAAGGCCGCCGCGG Czotter et al.
GYSVd-1-R GTGAAACCACAGGAACCACAGG 2018
HSVd HSVd-F CTGGGGAATTCTCGAGTTGCC Farkas et al.
HSVd-R AGGGGCTCAAGAGAGGATCCG 2014
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4.6.2. Kkis RNS-ek nagy ateresztoképességii szekvenalasa

Ehhez a szekvenalasi moddszerhez eldszor kis RNS konyvtarakat kellett
készitenem. Négy iiveghazi anyandvényrdl (‘Furmint’ P51 Al, ‘Furmint’ P51 UH2,
‘Kadarka’ P131 A1, ‘Sarfehér’ A1), a szabadfoldi ‘Ottonel muskotaly H.7-3 és H.14-
1, valamint a ‘Szirén’ és ‘Trilla’ ndvényekrdl fiatalabb és iddsebb leveleket, kacsokat
¢s hajtascsucsokat szedtem le, majd nukleinsav kivonast végeztem a Gambino &
Gribaudo (2008) altal leirt moddon. A nukleinsav kivonast kovetden RNS
mintakeverékeket (poolokat) hoztam Iétre, amelyek minden ndvény esetében a
kiilonbozo szoveti eredetli mintak keverékét tartalmaztak egyforma koncentracidban.

Az RNS poolokat urea tartalmt (8%) poliakrilamid gélen megfuttattam ¢és a kis
RNS frakcidkat UV-fényben kivagtam. A kivagott frakciokat kitisztitottam: a
mintakhoz 6 pl 4 M Na-acetat oldatot, 200 pl abszolut etanolt és 1 pl glikogént
(Glycoblue) adtam. A mintakat éjszakara -20 °C-ra helyeztem, majd mésnap 60 percig
maximalis fordulaton 4 °C-on centrifugaltam azokat. A keletkezett (kék) csapadékrol
ledntottem az oldatot, majd kétszer &tmostam 70%-os etanollal. Ezt kdvetden 5 percig,
szintén 4 °C-on centrifugdltam, hogy a maradék alkoholt pipettazassal el tudjam
tavolitani a csdvek aljardl. A csapadékot végiil szobahdmérsékleten szaritottam és 80
pl ultratiszta Milli-Q (MQ) vizben oldottam.

Az igy kapott kis RNS-ekre 3° és 5 adaptereket ligaltam (8. tablazat) A 3’
adapter mix Osszeallitasahoz a kis RNS mintakbol 2,5 pl-t és a 3° adapterbdl 0,5 pl-t
egy csObe mértem, majd 70 °C-on 2 percig PCR gépben denaturdltam ¢és jégre
helyeztem. Ezekhez 1 pl ligalési puffert, 0,5 ul RN4az inhibitort és 0,5 ul T4 RNS ligazt
mértem. A kapott oldatot 1 6rdra PCR gépbe helyeztem 28 °C-ra, majd 0,5 pl stop
solution-t mértem a mintdkhoz ¢és tovabbi 15 percre a PCR gépbe helyeztem.
Kovetkezo 1épésben 0,5 ul 5° adaptert 2 percig 70 °C PCR gépben denaturaltam és
jégre helyeztem. Ezek utan 0,5 ul 10 mM ATP-t és 0,5 ul T4 RNS ligdzt mértem hozza.
Szuszpenddlds utan ezt az oldatot hozzamértem a 3’ adapter reakciohoz és 1 oran

keresztiil 28 °C-on inkubaltam a ligalas befejezéséhez.
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8. tablazat A kis RNS konyvtar készités soran felhasznalt oligonukleotidok

Név 5°-3’ szekvencia
RNA 5’ Adapter (RA5) GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC
RNA 3’ Adapter (RA3) TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG
RNA RT Primer (RTP) GCCTTGGCACCCGAGAATTCCA
RNA PCR Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTTCAGAGTTC

(RP1) TACAGTCCGA
RNA PCR Index CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNGTGACTGGA
Primers (RPI) GTTCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Ezutan az RTP primer (8. tablazat) felhasznaldsaval reverz transzkripcidt
végeztem a Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific,
#K1652) leirasa alapjan. Ennek eredményeképpen az adapterek szekvencidjat is
tartalmazo duplaszala DNS-eket kaptam.

Ezutan a Phusion High-Fidelity PCR Kit (Thermo Scientific, #KF553) leirdsa
alapjan PCR reakciot mértem Ossze, amely sordn az adapterek szekvencidjara
specifikus primerekkel (8. tablazat) dolgoztam. Fajtanként kiilonb6z6 index
szekvencidkat tartalmaz6 primereket hasznéltam, hogy az egyes fajtdk kis RNS-eit a
késdbbiekben el tudjam kiiloniteni. Az igy szintetizalt PCR termékekhez 5 pl xylén-
cianol tartalmu festéket (Orange DNA-loading dye) mértem, majd ureamentes
poliakrilamid gélen futattam és UV fényben kivagtam a megfeleld fragmentumokat.
Azutdan a kisRNS konyvtarakat tartalmazé gélszegmensekbdl kioldottam a
nukleinsavat. Elsé l1épésként a kivagott géldarabokat egy steril tiivel atlyukasztott
alsorésszel rendelkezd 500 pl-es csovon atpréseltem 2 ml-es csdvekbe 4 pere, 13.000
rpm fordulata centrifugalassal, majd a mintdkhoz 350 pl 0,3 M NaCl oldatot
adagoltam ¢s a centrifugalast megismételtem. A mintékat egy éjszakan keresztiil 4 °C-
on razattam, majd Uj, acetdtos filtercsobe pipettdztam at €s 2 percig 6000 rpm
fordulaton centrifugaltam. A lesziirt folyadékot ezutan Gjra a szlirére pipettaztam és a
centrifugdldst megismételtem. A mintakhoz ezutan 900 pl etanolt és 1 pl glikogént
mértem ¢és -70 °C-ra helyeztem. Masnap 60 percig 13.000 rpm-en centrifugaltam a
mintakat, a feliiliszot ledntdttem és a csapadékot kétszer 1 ml 70%-os etanollal
mostam at. A pelletet végiil vakumos szaritogépben 5 percig szaritottam és 12 ul TE
pufferben feloldottam. Az igy kinyert nukleinsavat szekvenalasra kiildtiik.

A szekvenalast kovetden kapott FASTQ kiterjesztésti fajlokat a CLC Genomics

Workbench (Qiagen) program segitségével értékeltem ki. A bioinformatikai elemzés
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elsé 1épésekeént a kapott szekvenciakrol levagtam az adapter szekvenciakat (trimming)
¢s mindségellendrzést végeztem. Ezek részletes bedllitasait a MATE Novényvédelmi
Intézet Novénykortani Tanszékének Genomikai Kutatdcsoportja végezte. Ezek utan a
nem-redundans readeket nagyobb contigok Osszeépitésére hasznaltam fel (de novo
assembly). Az NCBI oldalan a ndvényi virus/viroid referenciagenomok kozott blastn
kereséssel olyan virusokat azonositottam, amelyek hasonlésagot mutattak az egyes
contigokkal. Ha egy fajta esetében legaldbb 1 contig taldlat volt egy virusra/viroidra,
akkor ezutan az 6sszes szekvencia olvasatot illesztettem az adott virus genomjara és a
talalatokat szamszertsitettem redundaciaval és anélkiil is. Ennek koszonhetden meg
tudtam hatdrozni a normalizalt olvasatok szamat (read/1 million read -RPM) is.
Kovetkezd 1épésként a szekvencia olvasatokbol konszenzus szekvencidkat épitettem,
amely alapjan meg lehetett hatarozni az egyes virus/viroid genomok szazalékos
lefedettségét is.

A bioinformatikai elemzés soran a CLC-ben talalattal rendelkezd virusok és
viroidok jelenlétét RT-PCR-rel is ellendriztiik abban az esetben, ha az adatok
kovetkezd kritériumok koziil legalabb kettonek megfeleltek: 1. Volt legalabb egy
olyan contig, amely a virusra/viroidra taldlatot adott; 2. az egymilli6 readre esé
redundéns readek szama meghaladta a 200-at; 3. a virus/viroid genomjat a readek altal
Osszedllitott konszenzus szekvencia legalabb 60%-ban, viroidok esetében 80%-ban

lefedte.

56



5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1.A referenciagénekkel kapcsolatos kisérletek

5.1.1. Konvencionalis és intront tartalmazo referenciagén-szakaszra
specifikus primer parok

Elészor a széleskortien hasznalt 78S rRNS referenciagénre specifikus primer
parral végeztem RT-PCR-t 24 szabadf6ldi levélminta nukleinsavat €s a beldliik
szintetizalt c¢DNS-t felhasznalva, majd ugyanezt megismételtem a PEP

referenciagénre specifikus primerekkel is.

MO1 23456738 91011121314151617181920 21222324

gDNS
18S rRNS
cDNS
72DNS [FERERRERY T S SRS SR S S SO S SR S R S S S s
PEP —
cDNS
G b s G b S 0 G0 G B G Gt G G e G G e G e G G e e 1 IREVA VY

2. dabra: A 18S rRNS és a PEP referenciagénre specifikus primerekkel végzett RT-PCR reakcio
gélképe 24 52616 levélminta genomi DNS-t és cDNS-t hasznalva templatként

Mintasor: M: molsuly marker, @: null kontroll, 1.-24.: ‘Teleki 5C°, ‘Teleki-Fuhr S.0.4°, ‘Teleki-Kober
5BB’,  ‘Georgikon 28’, ‘Bérner’, ‘Ruggieri 140’, ‘Richter 110°, ‘Kévidinka’, ‘Sarfehér’,
‘Kunleany’, ‘Miklostelep 7°, ‘Kadarka’, ‘Kék bakator’, ‘Juhfark’, ‘Neoplanta’, ‘Pintes’, ‘Zefir’,
‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Ottonel muskotadly’, ‘Olasz rizling’, ‘Vulcanus’, “Zervin’, ‘Piros bakator’
Az abran lathato, hogy mig a Gambino & Gribaudo (2006) altal leirt /8S rRNS-
re specifikus primer par mindkét esetben egyetlen fragmentumot amplifikal, addig a
PEP génre specifikus primer par a gDNS-bdl egy, a cDNS-bdl pedig kettd
fragmentumot (2. abra). A kiilonbségre az a magyarazat, hogy utobbi olyan
génszakaszra specifikus, amely intronokat is tartalmaz, amelyek az mRNS érése soran
kivagdodnak, igy a cDNS mar nem tartalmazza azokat. A PCR reakcid soran a cDNS
szintézishez felhasznélt genomi DNS-rdl tovéabbra is torténik atiras, igy a hosszabb
fragmentum (1594 bp) szintén megjelenik a gélen, de gyengébb intenzitassal. A cDNS
eredetli, intronokat mar nem tartalmazo6, rovidebb génszakasz (357 bp) viszont erdsebb
jelet ad a gélen, mivel mennyisége is joval nagyobb, valamint altalanos jelenség, hogy
a rovidebb termékek szintézise elonyben részesiil a PCR reakciok soran (Bersting et
al. 2004). Ez a kisérlet megerdsiti az elképzelést, miszerint az intront tartalmazo
génszakaszra specifikus primerekkel a cDNS szintézis sikeressége a plusz koltséget

jelentd DN4z enzimek hasznalata nélkiil is igazolhatd, szemben a mar széleskortien
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elterjedt, konvencionalis referenciagén primerek hasznalataval, hiszen a rovidebb

fragmentum csakis cDNS eredetii lehet.

5.1.2. Intront tartalmazé génszakaszra specifikus referenciagén
primerek tesztelése kiilonbozo eredetii szoveteken

Az elébb leirt megéllapitas megerdsitése végett a kovetkezd kisérletben
tovabbi 4 intront tartalmazo génszakaszra (aktin, EF1a, GAPDH, tubulin) specifikus
primer part szintetizaltattunk €s kiilonb6zo eredetii sz016 szoveteken teszteltiik azokat.
Ezen feliil vizsgaltam, hogy a cDNS szintézishez felhasznalt primerek milyensége
(random hexamer, oligo(dT)) befolyasolja-e a referencia génszakaszok
detektalhatosagat az RT-PCR-t kovetd gélelektroforézis soran.

Elséként a 4 referenciagén primer par mukodését teszteltem a 24 szolofajta
levelének nukleinsav kivonatat hasznalva templatként. A gélképeken lathato, hogy

mindegyik amplifikalta a megfelel6 gDNS eredetli fragmentumot (3. 4bra).

MO1 234567 389101112131415161718192021222324

S _ e
¢DNS —

GAPDH G G G e G e e G G e e b () PN e 753 bp
L e - . — . 4 specifikus

termék

Y g 395 bp

tubulin

3. dbra: Az aktin, EFla, GAPDH és a tubulin specifikus primerek RT-PCR tesztje a 24 sz6lofajta
levelébdl kinyert nukleinsavat hasznalva templatként

Mintasor: M: molsuly marker, O: null kontroll, 1.-24.: ‘Teleki 5C°, ‘Teleki-Fuhr S.0.4°, ‘Teleki-Kober 5BB’,
‘Georgikon 28°, ‘Bérner’, ‘Ruggieri 140°, ‘Richter 110°, ‘Kévidinka’, ‘Sarfehér’, ‘Kunleany’, ‘Miklostelep 7’
‘Kadarka’, ‘Kék bakator’, ‘Juhfark’, ‘Neoplanta’, ‘Pintes’, Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Ottonel muskotaly’,
‘Olasz rizling’, ‘Vulcanus’, Zervin’, ‘Piros bakator’

A GAPDH primer haszndlatakor a vart gDNS eredetli fragmentum mellett
megjelent egy rovidebb, aspecifikus fragmentum, igy a tovabbi kisérletekbdl kizartam.

A kovetkez6 RT-PCR-ek soran in vitro novények levelébdl, szabadfoldi
novények levelébdl és levélnyelébdl, valamint a téli nyugalmi idészakban megszedett
fas vesszok hancskaparékabol kinyert nukleinsavbol szintetizaltattam cDNS-t random
hexamer ¢és oligo(dT) primerek hasznalataval €s teszteltem a potencialis referenciagén
primerekkel. Ellentétben azonban korabbi publikacidkkal (Reid et al 2006; Song et al.
2021; Han et al. 2012), ezt nem csupan né¢hany, de 12 fajta mintait felhasznalva tettem

meg az atfogdbb eredmények érdekében.
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In vitro levelek Szabadfoldi levelek

M @1 2345678 9I101112 M O123456789I101112

= 664 bp (DNS) . :
P &= 472 bp (cDNS)  aktin N U R R R R R RN N e 472 bp (cDNS)
579 bp (gDNS)

4mm 898 bp (gDNS) . B ) / . . 5
=457 bp (CDNS) tubulin P o e b b B o b e e e

aktin

EFla

M = 398 bp (eDNS)

tubulin '
lhsed *™ 137 bp (cDNS)

Szabadfoldi levélnyelek Szabadfoldi hancskaparék
MOI123456789I101112 MO@123456789101112

; ) . 4= (64 bp (2DNS)

579 bp (¢DNS
=303 10 NS

aktin

EFla EFla

4= 493 bp (cDNS)

P ¢ 595 bp (2DNS)

4= 898 bp (gDNS) .
L 437 bp (cDNS)

tubulin =437 bp (DNS)  [ubulin

4. abra: A kiilonbozo széveti eredetii mintakon végzett RT-PCR tesztek eredménye a random hexamer
primerrel szintetizalt cDNS-ekbdl

Mintasor: M: molsuly marker, O: null kontroll, 1.-12.: ‘Teleki 5C°, ‘Teleki-Fuhr S.0.4°, ‘Georgikon
28°, ‘Borner’, ‘Kévidinka’, ‘Sarfehér’, ‘Kadarka’, “Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Ottonel muskotadly’,
‘Olasz rizling’

A 4. abra alapjan kijelenthetd, hogy a 3 tesztelt referenciagén primer par a 12
fajta 4 szovettipusabol szarmazo mintak esetében is miikodoképes volt, valamint a
primer parok altal célzott génszakaszok nagyfoku konzervaltsdgot mutattak.

A cDNS eredetli fragmentumok atirédtak, de a gDNS eredetti fragmentumok
tekintetében akadtak kiilonbségek. A fubulin primer par az 6sszes mintabdl fel tudta
amplifikalni a gDNS eredetli szakaszt is, mig az aktin primer par néhany in vitro
levélminta és a hancskaparék eredetli mintdk kivételével nem igazan. Az EFlo-ra
specifikus primer par a szabadfoldi levél és a hancskaparék eredetii mintdk esetében
atirta a gDNS eredetli szakaszokat is, de mivel csak 1 rovid (86 bp) intront tartalmazo
génszakaszra specifikus, igy a futtatds ideje alatt nem valt el megfeleléen a cDNS
eredetli fragmentumt6l. Ez a futtatds idejének ndvelésével kikiiszobolhetd lehetne, de
1doigényessége miatt nem praktikus. A levélnyél eredetli mintak esetében latszik, hogy
a gDNS eredetli fragmentum csak a tubulin primerekkel torténé PCR sorén jelent meg
a gélen, de ott is kevésbé¢ latszik. Ez magyarazhat6 azzal, hogy a nukleinsav izolalasi
protokollunk alapvetden levélmintdkra lett optimalizalva, igy a kinyert nukleinsav
mennyisége ¢s mindsége is eltérd lehetett, ami ugyan a cDNS szintézishez
elegendének bizonyult, de a PCR sordn mar nem tudott beldle gDNS eredetii
fragmentum 4tirodni, mert a primerek tilnyomo része a cDNS templathoz
kapcsolddott. Megemlitendd az is, hogy a gDNS eredeti fragmentum megjelenése
nem esszencialis a cDNS szintézis sikerességének igazolasdhoz, hiszen a révidebb
fragmentum hosszénak ismerete elégséges informacié annak beazonositasahoz.

Kiilonb6z6 nukleinsav izolalasi protokollok alapjan feldolgozott mintak esetében is
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eléfordulhat azonban, hogy a PCR soran a maradék gDNS-rdl atirt fragmentumok is
megjelennek a gélen, amely a konvencionalis primer parok esetében probléma, de ezen
primerek alkalmazasaval csak egyértelmiibbé teszi a sikeres cDNS szintézist.

Az oligo(dT) primerekkel szintetizalt cDNS-eket hasznalva templatként
ugyanezeket az eredményeket kaptam, amelyek az M2-es melléklet abrajan

tekinthet6k meg.

5.1.3. Referenciagén és virus specifikus primerek egyidejii hasznalata

A kovetkez6 kisérletekben azt teszteltiik, hogy az eddig 6nmagukban tesztelt
referencia gén primerek mitkodoképesek-e virusokra specifikus primerekkel végzett
duplex/multiplex PCR reakciokban.

Elséként az aktin specifikus primer part kombinaltam a virusmentesités soran
leggyakrabban detektalt GFkV és GRSPaV virusokra specifikus primerekkel. A 12
tesztelt minta koziil az els6é harom, valamint a 8. és 9. minta mindkét virustol mentes,
a 4-t6l a 7-ig, valamint a 10-t61 a 12-ig pedig GFkV és GRSPaV Aéltal fert6zott volt. A
gélképen lathatd, hogy az aktin eredetli fragmentum amplifikalodik, ahogy a GRSPaV
¢s a GFkV fragmentumok is, &m azokat méretbeli hasonldsaguk miatt még hosszabb
futtatasi id6 utdn sem lehet egyértelmiien elkiiloniteni, igy ezek kombinaldsa nem

célszerii, de alapvetéen mikddoképes (5. abra).

MO1 2345678 9101112

-

—— o 4 — 472 bp (aktin cDNS)
- - - bl == 352/330 bp (GFkV/GRSPaV)

e B WD W oo o B o -

5. abra: Az aktin, GFkV és GRSPaV specifikus primerekkel végzett multiplex PCR eredménye

Mintasor: M: molsuly marker, @: null kontroll, 1.-12.: ‘Teleki 5C°, ‘Teleki-Fuhr S.0.4°, ‘Georgikon
28°, ‘Borner’, ‘Kovidinka’, ‘Sarfehér’, ‘Kadarka’, Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Ottonel muskotaly’,
‘Olasz rizling’

Ezt kovetéen az EFla primer part GFkV és GRSPaV primer parokkal
kombinaltam kiilon-kiilon duplex PCR-ben (6. dbra).
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MO1 23456728910

e 579 bp (EF1a gDNS)
=103 bp gEFla cDNS)
=352 bp (GFkV)

MO1 23456728910

579 bp (EFla gDNS)
B s
6. dbra: Az EFla, a GFkV és GRSPaV specifikus primerekkel végzett duplex PCR eredmények
Mintasor: M: molsuly marker, O: null kontroll, 1.-10.: ‘Kék bakator’, ‘Kék bakator’, ‘Juhfark’,
‘Neoplanta’, ‘Zefir’, ‘Zervin’, ‘Zervin’, ‘Pintes’, ‘Pintes’, ‘Furmint’.

A PCR reakcid6 mindkét esetben miikodott és a gélképen jol elkiiloniilten
lathatok az EF'la, valamint a GFkV vagy GRSPaV fragmentumok is.

Végiil a tubulin génre specifikus primer part is kombinaltam kiillonb6zd
virusokra (GFkV, GLRaV-1) specifikus primerekkel (7. dbra). A tubulin és a GFkV
primerek egylittes alkalmazasa sikerrel jart, mig a GLRaV-1 nem tudta atirni az 502
bp-os fragmentumot. Ennek oka lehet, hogy a kiilonb6z6 primerek eldnytelen moédon
alakitottak ki dimereket, amelynek kovetkeztében a GLRaV-1 primerek nem tudtak
megfelelden kotddni a templat DNS-hez, igy aspecifikus fragmentumok képzddtek,

mig specifikus termék nem.

MO1 23456 78 9101112

- — o . — ’ . ' 487 bp (tubulin cDNS)
330 bp (GFkV)

MO1 2345678 9101112

«= 898 bp (tubulin gDNS)
= 487 bp (tubulin cDNS)
<= aspecifikus fragmentumok
(nem GLRaV-1)
7. abra: A tubulin, a GFkV és a GLRaV-1 specifikus primerekkel végzett duplex PCR eredmények

Mintasor: M: molsuly marker, O: null kontroll, 1.-12.: ‘Teleki 5C°, ‘Teleki-Fuhr S.0.4°, ‘Georgikon
28°, ‘Bérner’, ‘Kovidinka’, ‘Sarfehér’, ‘Kadarka’, ‘Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Ottonel muskotadly’,
‘Olasz rizling’

Osszességében elmondhatd, hogy a tesztelt referenciagén primer péarok és a
virus specifikus primer parok mikodoképesek voltak duplex PCR-ban. A virusmentes

mintdkban a referenciagén primer parok miikddését nem befolyasolta az oldatban
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szabadon maradt virus specifikus primerek jelenléte sem, hiszen a vart fragmentumok

ezekben az esetekben is azonosithatoak voltak az agardz gélen.

5.2. A szomatikus embriogenezis és a merisztéma tenyészetek
hatékonysaganak vizsgalata érzékeny diagnosztikai modszerrel

5.2.1. A Kkivalasztott anyandvények virusdiagnosztikai vizsgalata

A kisérletre kijelolt négy szabadfoldi anyandvény (‘Ottonel muskotaly’ H.7-3,
‘Ottonel muskotaly” H.14-1, “Szirén’, ‘Trilla’) virus- és viroidtesztelését eldszor kis
RNS HTS-sel végeztiik el. A szekvenalas soran kapott részletes adatok a mell¢kletben
tekinthetéek meg (M3 abra).

A kis RNS szekvencidkbol Osszeépitett contigokat a szOl6 virus és viroid
referenciagenomok adatbazisaval hasonlitottam 0ssze. Az egyes virusokra és

viroidokra talalatot ado contigok szamat a lenti tablazatban tiintettem fel (9. tablazat).

9. tablazat: A virus és viroid referenciagenomokra taldlatot ado kis RNS contigok szama
anyanovényenként

GFkV GPGV | GRSPaV | GRVFV | GSyV-1 GVT GYSvd HSvd
- Q - 9 Q ] g
G M ] o o °
g | & | g% | g% | B 5 :| 3
o s RS 9 < < 2 = 3
<. N 2 3 53 5 ® < a *
5 d 2 2 o0 ® < T < &
® = = =2 v 5 . ® s
= 3 29 S 5 < ® o = -
o -3 o0 ™ 5 P < = Q <
2 @ o = =2 El s 3 3
< 2 =@ g s @ 8 s
c s =3 < c = o
@ -] c o o ¢ =
7 v 3 =1 = o
1_MO7_A il 0 3 0 6
2_MO14_A 0 9 0 9
3_T A 0 0 0 il 0 4 4
4_SZ_A 0 0 0 5 0 6 7

MO7 _A: Ottonel muskotaly H.7-3 anyanévény, MO14_A: Ottonel muskotaly H.14-1 anyanoveny,
T A: Trilla anyanéveény, SZ_A: Szirén anyanévény

Ezt kdvetéen az anyandvények virustesztelését RT-PCR-rel is elvégeztem. Az

eredmények a 8. dbran lathatok.
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M1 2 3 4 - +
GFKV = &8 e < 350bp
GPGV = e = < 411bp
GRSPaV |—
- = < 155bp
. . —
GRVFV = - ¢ 1413 bp
—
oyt = ——— — € T720bp
Rl
GVT - - — ~ & 904 bp
p—
n
GYSVd-1 o —— s — @B < 363 bp
—_—
HSVd

el e s et @D < 297 DD

8. abra: Az anyanovények RT-PCR tesztelése soran kimutatott virusok
M: molsuly marker; 1: Ottonel muskotaly H.7-3 anyandvény; 2: Ottonel muskotaly H.14-1

anyanoveny; 3: Trilla anyandveény, 4: Szirén anyandvény, -: negativ kontroll; +: pozitiv kontroll; A:
anyanovények

Miutén a két virusdiagnosztikai modszerrel megvizsgaltam az anyandvények
virus- és viroidfertdzottségét, készitettem egy 0sszegzd tablazatot, amelyben lathato,

hogy melyik virus/viroid jelenlétét tudtam kimutatni a tesztelések soran (10. tablazat).
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10. tablazat: Az anyanévények virus- és viroidfertozottsége a két virusdiagnosztikai modszer

alapjan

Fajta: 1_MO7_A 2_MO14_A 3TA 4_SZ_A

Virusdiagnosztikai | kisRNS kisRNS kisRNS kisRNS
médszer: urs |BUPERY “pre |RT-PCR] “prs RT-PCR | ™" | RT-PCR

GFkV
GPGV

GRSPaV

GRVFV

GSyV-1
GVT
GYSVd-1
HSVd

1 MO7 A: Ottonel muskotdly H.7-3 anyanévény: 2 MOI4 A: Ottonel muskotdly H.14-1
anyanévény; 3_ T A: Trilla anyandvény; 4_SZ_A: Szirén anyandvény

Az anyandvények virusdiagnosztikai vizsgalata utan megallapithat6 volt, hogy
tOobb virussal és viroiddal is fert6zottek voltak. Kimutattam a GFkV, GPGV, GRSPaV,
GRVFV, GSyV-1, GVT virusok, valamint a GYSVd-1 és a HSVd viroidok jelenlétét
is.

A két diagnosztikai modszer a GRSPaV és GVT virusok kivételével ugyanazt
az eredményt hozta. A GRSPaV kis RNS HTS-el torténd kimutatdsanak nehézsége
mar korabbi publikaciokban is megfigyelheto volt (Czotter et al. 2018; Demian et al.
2020) és mivel a GVT kdzeli rokona a GRSPaV-nek, igy valdszintileg ugyanazon okok
miatt mutathat6 ki nehezen ezzel a modszerrel. A mi hipotézisiink szerint ennek egyik
oka az lehet, hogy nagy a genetikai variabilitasuk, masfel6l elképzelhetd, hogy az

anyandvényekben nem termelddott a kimutatasukhoz sziikséges mennyiségii kis RNS.

5.2.2. Szomatikus embriogenezis indukalisa és embriokbol torténé
novényregeneracio

A portokokbol 1étesitett embriogén kalluszkultira inditdas mind a négy

genotipus esetében sikeresnek bizonyult. A modszer hatékonysaga valtozo volt, de

minden genotipus esetében tortént embridfejlodés és hajtasregeneracio is. A folyamat

fobb 1épései a kovetkezo tablazatban lathatok (11. tablazat).
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11. tablazat: A szomatikus embriogenezis f6bb lépéseinek szamadatai

Kipreparalt Embriogén Regeneralt Tesztelt in vitro
. ) Kalluszok s ik s
Fajta/klon portokok s2ama kalluszok névényvonalak névényvonalak
szama szama szama szama
Ottonel muskotaly H.7-3 243 17 5 18 7
Ottonel muskotaly H.14-1 273 15 2 19 8
Trilla 280 15 9 55 12
Szirén 251 34 9 32 11

5.2.3. Merisztéma kultarak létesitése és novényregeneracio

A merisztéma tenyészetek létesitése soran a két ‘Ottonel muskotaly’ klon
esetében nem jartam sikerrel. Méar az in vitro dllomany létesitése soran problémaba
itkdztem, ugyanis a hajtasok rendkiviil gyengén novekedtek és lassan gyokeresedtek.
A kisérlet megkezdésének idején éppen ezért a kipreparalhatdé merisztémak szama is
nagyon alacsony volt, illetve nem mutattak novekedést, igy ndovényt sem tudtam
beldliik regeneralni. Hozzank hasonloan Miljani¢ et al. (2022) szintén sikertelentil
probaltak merisztémakbol ndvényeket regeneralni 4 klon esetében is, azonban az 6
esetiikben a kipreparalt merisztémak szama nagyobb (18-28 db) volt, igy mig naluk a
genetipusfiiggdség lehetett az ok, addig nalunk a merisztémak csekély szamaban
keresendd a probléma. A ‘Trilla’ és a ‘Szirén’ esetében viszont sikeres

novényregeneracio is tortént (12. tablazat).

12. tablazat: A merisztéma tenyésztés fobb lépéseinek szamadatai

Kipreparalt Novekvé  Gyokér nélkili

Gyokeres in vitro  Teszteltin vitro

Fajta/klén merisztémdak  hajtasok novénykék .. . .. A
. . P novények szama novények szama
szama szama szama
Ottonel muskotaly H.7-3 5 0 0 0 0
Ottonel muskotaly H.14-1 7 0 0 0 0
Trilla 42 15 11 5 5
Szirén 25 10 9 4 4

5.2.4. A szomatikus embriogenezis és a merisztéma tenyészetek
virusmentesitési hatékonysaganak osszehasonlitasa
A virusmentesitési hatékonysag megallapitasara elsédlegesen a kis RNS HTS
modszerét hasznaltam. Az ugyanazon mentesitési moddszerrel regeneralt
ndvényvonalak nukleinsavat fajtdnként egyetlen mintdba (pool) kevertem és kis RNS
HTS-sel, majd késébb RT-PCR-rel is teszteltem. A pozitiv eredményt add poolok
egyedeit késobb egyenként is teszteltem RT-PCR-rel, hogy megvizsgaljam van-e

koztiik virustol/viroidtol mentes novény.
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13. tablazat: A szomatikus embriogenezis és a merisztéma tenyészetek virusmentesitési
hatékonysaganak dsszegzése

FAJTA_ DIAGNOSZTIKAI VIRUSOK VIROIDOK
MODSZER MODSZER GFkv GPGV GRSPaV  GRVFV  GSyV-1 GVT GYSvd-1 Hsvd
kis RNS HTS (pool) - nt. - - = nt. + -
MO7_SE pool - nt. - - - nt. - -
= RT-PCR
egyedek | 7/7 | 100% nt. 77 \ 100% | 7/7 \ 100% | 7/7 | 100% nt. 6/7 | 86% | 7/7 | 100%
kis RNS HTS (pool) - - - - - - *
M014_SE pool - 5 % = = ¥ -
RT-PCR
egyedek | 8/8 | 100% | 8/8 | 100% | 8/8 [ 100% | 8/8 [ 100% | 8/8 | 100% | s/8 [ 100% | 6/8 | 75% | s/8 | 100%
kis RNS HTS (pool) n.t. - = nt. = . & %
T_SE pool nt. s = nt. = _ 3 3
= RT-PCR
egyedek nt. 12/12 | 100% | 12/12 [ 100% nt. 12/12 | 100% | 12/12 [ 100% | 1/12 | 8% | 10/12 | 83%
kis RNS HTS (pool) nt. - + nt. = - 7 +
T_ME pool nt. - + nt. - = + +
- RT-PCR
egyedek nt. 35 [ 0% | 2/5 | ao% nt. s/5 [100% | a5 [ so% | o5 [ 0% | o5 | o
kis RNS HTS (pool) nt. - + nt. L L4
SZ_SE pool nt. - + nt. S g + +
= RT-PCR
egyedek nt. 11/11 | 100% | 5711 [ as% nt. 11/11 | 100% | 11/11 [ 100% | o/11 | 82% | o/11 [ s2%
kis RNS HTS (pool) nt. + + (i - + +
SZ_ME pool nt. + + nt. - + +
= RT-PCR
egyedek nt. 2/4 [ s0% | 2/a [ so% nt. 4/a [ 100% | 2/4 | s0% | a/a [100% | 2/4 | s0%

MO7 _SE: Ottonel muskotaly H.7-3 szomatikus embriogenezis eredetii vonalak; MO14_SE: Ottonel muskotaly
H.14-1 szomatikus embriogenezis eredetii vonalak; T _SE: Trilla szomatikus embriogenezis eredetii vonalak;
T _ME: Trilla merisztéma eredetii vonalak; SZ_SE: Szirén szomatikus embriogenezis eredetii vonalak; SZ_ME:
Szirén merisztéma eredetii vonalak; n.t.: nem teszteltem, mert az anyanévény nem volt fertézott; az egyedek
esetében a szamok a mentes/Osszes tesztelt egyedet jelolik

A GFkV ¢s a GRVFV csak a két ‘Ottonel muskotaly’ klén anyandvényeiben
volt jelen. Itt kizarolag a szomatikus embriogenezis modszerével jartam sikerrel,
viszont ez esetben az Osszes regeneralt ndvényvonal mentesnek bizonyult ezektdl a
virusoktol. Ezt a kis RNS HTS ¢és késobb az RT-PCR tesztek is alatdmasztottak (13.
tablazat).

A GPGV hédrom anyanovénybdl (‘Ottonel muskotaly’ H.14-1, ‘Trilla’,
‘Szirén’) is kimutathatdé volt. A szomatikus embriogenezis eredetli vonalak
mindegyike GPGV-mentesnek bizonyult mindkét diagnosztikai modszer alapjan, de a
merisztéma eredetli vonalak kozott mdar akadtak fertézottek. Habar a ‘Trilla’
merisztéma eredetli egyedek nukleinsav keverékébdl sem a kis RNS HTS, sem az RT-
PCR nem jelezte a GPGV jelenlétét, ennek ellenére a késdbbiekben 5-bdl 2 egyed
mégis fertdzottnek bizonyult. Ennek oka lehet, hogy a virus koncentracioja nem volt
elegendd a nukleinsav keverékben és kis RNS alapu valasz kivaltasat sem okozta az
érintett in vitro egyedekben. A ‘Szirén’ esetében 4-bdl 2 egyed bizonyult GPGV
fertdzottnek (9/a abra).
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a. T_ME SZ_ME

M123 45 - + 1 2 34 - +
PGV — :
—_— % . X X
b.
T_ME SZ_ME
GVT _Iyl. 12 3 45 - + 1 2 3 4 - +
= == & 904bp —— - & 904 bp
= X XX
c
T_ME SZ_ME
M 12345 - + 1234-+
GRSPaV
— w— & 155 bp - == & 155bp
X X X X X
SZ_SE

M 1234 56 7 8 91011 -+

€ 155 bp
XXX X X

9. abra: A virusmentesités utin regeneralt névényegyedek virustesztelése RT-PCR-rel
SZ SE: Szirén szomatikus embriogenezis eredetii vonalak; T ME: Trilla merisztéma eredetii vonalak;
SZ ME: Szirén merisztéma eredetii vonalak; M: mélsuly marker; X: a pozitiv RT-PCR eredményt adé
mintak; bp: bazispar

A GRSPaV fertézést szintén mind a négy anyandvény hordozta. A kis RNS
HTS ¢és az RT-PCR vizsgélatok eredményei nem fedték egymast, mivel elobbivel nem
tudtam kimutatni a virus jelenlétét. Az RT-PCR soran két primer part is hasznaltam,
hogy biztosabb eredményt kapjak. Végiil a Gambino & Gribaudo (2006) altal k6zolt
155 bp nagysagl fragmentumot amplifikdld primer par bizonyult megbizhatdébbnak,
mert az tobb egyed esetében amplifikalta a virus szekvencidjat (10. abra).

A szomatikus embriogenezissel virusmentesitett egyedek RT-PCR tesztjét
kovetden azt taldltam, hogy harom fajta esetében, mdas kutatokhoz hasonloan
(Gambino & Gribaudo 2006; Bouamama-Gzara et al. 2017) 100%-os hatékonysaggal
tudtam megszabaditani a novényt a GRSPaV virustél. A ‘Szirén’ esetében 11-bdl 6
egyed tovabbra is fert6zott maradt (habar az amplifikalt fragmentumok joval
halvanyabban jelentek meg), ami nagyjabol 45%-os hatékonysagot jelent (9/c abra).
Ez az arany azonban messze elmarad a korabban mas kutatok altal leirt, gyakran
100%-0s hatékonysagtol is (Bouamama-Gzara et al. 2017; Gribaudo et al. 2006). Ez
A merisztéma eredeti ‘Trilla’ ndvényvonalakat illetéen 5-bol 3 egyed fertdzott

maradt, valamint a ‘Szirén’ esetében 4-bol 2. A GRSPaV ecltavolitasat tekintve tehat,
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a szomatikus embriogenezis nemcsak, hogy mind a négy fajta esetében sikeres
madszer volt, de a hatékonysaga is felillmulta a merisztéma tenyészetekét, amely két
fajta esetében nem is volt kivitelezhetd.

A SE ME
M1 2 34 56 7 8 910 - +

e — — ) — — & 1541 bp

GRSPaV

— o e e— -6155bp

10. abra: A GRSPaV fragmentumot amplifikalo primer parok RT-PCR eredménye

A: anyanévények; SE: szomatikus embriogenezis eredetii vonalak;, ME: merisztéma eredetii vonalak;
1.: Ottonel muskotaly H.7-1 anyandvény, 2: Ottonel muskotaly H.14-1 anyanévény, 3: Trilla
anyanévény; 4: Szirén anyandvény,; 5: Ottonel muskotaly H.7-3 szomatikus embriogenezis egyedek
poolja; 6: Ottonel muskotaly H.14-1 szomatikus embriogenezis egyedek poolja; 7: Trilla szomatikus
embriogenezis egyedek poolja; 8: Szirén szomatikus embriogenezis egyedek poolja;, 9: Trilla
merisztéema egyedek poolja; 10: Szirén merisztéema egyedek poolja; M: molsuly marker; -: negativ
kontroll; +: pozitiv kontroll

A GSyV-1 minden anyandvényben kimutathatd volt, de a kisérlet végeztével
mindkét virusdiagnosztikai modszer eredménye alapjan az dsszes tesztelt ndvényvonal
virusmentes lett, fliggetleniil attol, hogy szomatikus embriogenezis vagy merisztéma
tenyésztés soran regeneraltam.

A GVT-t az RT-PCR harom anyandvényben mutatta ki. A szomatikus
embriogenezissel eldallitott ndvényvonalak 100%-ban mentesek voltak ettél a
kérokozotol. Késébb Nuzzo et al. (2022) szintén 100%-os aranyban mentesitettek
‘Chardonnay’ fajtat, amely tovabb erdsitette a mi eredménylinket. A merisztéma
eredeti novények kozott ugyanakkor akadtak fertdzottek. A ‘Trilla’ merisztéma
eredetli egyedek pool-jabol az RT-PCR ¢és a kis RNS HTS sem mutatott ki GVT
fertzést, de az egyedeket kiilon tesztelve RT-PCR-rel 5-b6l 1 ndvény mégis pozitiv
eredményt adott (9/b &bra). Ennek oka ugyanaz lehetett, mint a GPGV fert6zés
esetében leirtak. A ‘Szirén’ esetében 4-bdl 2 egyed maradt fertdzott a GVT-vel.

Leirhato tehat, hogy a merisztéma tenyésztéssel regeneralt 5 “Trilla’ egyed
kozil 2, mig a ‘Szirén’ esetében 4-bdl 2 bizonyult mentesnek az Osszes
anyandvényekben kimutatott virustol (GPGV, GRSPaV, GSyV-1, GVT). A
szomatikus embriogenezis utjan regeneralt ‘Ottonel muskotaly’ H.7-3, ‘Ottonel
muskotaly’ H.14-1 és ‘Trilla’ egyedek mindegyike virusmentes volt, am a 11 ‘Szirén’
SE egyed esetében 6 GRSPaV fertdzott maradt, igy csak az egyedek 45%-a bizonyult

teljesen virusmentesnek.
68



A két, szOloben leggyakrabban eléforduld viroid, a HSVd és a GYSVd-1 az
Osszes anyandvényben jelent volt. A GYSVd-1 kimutatdsa soran a kis RNS HTS és az
RT-PCR eltérd eredményt adott az ‘Ottonel muskotdly’ H.7-3 SE vonalak
tekintetében. ElObbi pozitiv, utobbi negativ eredményt mutatott. Késdbb az egyed
szintli RT-PCR teszt azonban kimutatta, hogy a 7-bdl 1 egyed tovabbra is fert6zott volt
a viroiddal (11/a 4dbra). Ennek oka jelen esetben is az lehetett (mint korabban a ‘Trilla’
merisztéma vonalak GVT tesztjénél), hogy a fertézést mutatdé egyedbdl szarmazod
nukleinsav nagyon kis koncentracidban volt jelen a keverékben, igy nem tudott
felsokszorozodni. Mig az ‘Ottonel muskotaly’ H.14-1 és a Szirén SE vonalak koziil
csak 2-2 volt GYSVd-1 fertézott, addig a ‘Trilla> SE vonalak 92%-a, amely
kiemelkedéen magas arany és korabban egyetlen publikdcioban sem fordult eld. A
‘Trilla> ME vonalak mindegyike fert6zott maradt a viroiddal, de a ‘Szirén’ ME
vonalak kivétel nélkiill mentesnek bizonyultak, ami jol mutatja a modszer
genotipusfliggdségét.

Az ‘Ottonel muskotaly’ H.7-3 és H.14-1 klénok SE vonalai 100%-ban
mentesek voltak a HSVd-tdl, de a “Trilla’ és ‘Szirén’ fajtak esetében 2-2 fertdzott
egyedet is azonositani tudtam. Ennek ellenére ezen fajtdk esetében is 80% feletti
mentesitési hatékonysagot allapitottam meg, amely még mindig kiemelkedd, ugyanis
késébb Nuzzo et al. (2022) Vitis rupestris esetében teljesen sikerteleniil is probalkozak
ezen viroid eltavolitasaval, valamint ‘Richter 110 alanyfajta esetében is csak 60%-
ban jartak sikerrel.

A merisztéma eredetli vonalak kozott magasabb volt a fertézott novények
aranya. A ‘Trilla’ esetében minden regeneralt egyed fert6zott maradt, a ‘Szirén’

esetében 4-bol 2 (11/b abra).
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a. T_SE

SZ_SE
M 123 456 7 8 9101112 - +
GYSVd-1 ,M 123 456 7 8 91011 - +
T - ——— e —— — — - ==<&363bp = L A R B B B = & 363 bp
XK XX X XX X X X X X X
T_ME SZ_ME
M1 2345 - + 1 2 3 4 - +
= T T s & 363 bp —— & 363 bp
XX X X X
MO7_SE MO14_SE
M12 345 6 7 + M1 2 3 456 7 8 +
= | = e | = T - — - —
= —)Z'H | PR X X € 363bp
b T_SE SZ_SE
M 123 456 78 9101112 - + M12 3 4567 89 1011 - +
HSvd i — g - -
= = — ==c207bp = = — — &297bp
-— X X . X X
T_ME
- SZ_ME
M123 45 -+ 123 4 .
ES_S_ B
- —— — & 297bp - -
- X X X X X | & < 297 bp

11. dbra: A virusmentesités utan regenerdlt novényegyedek viroidtesztelése RT-PCR-rel

T SE: Trilla szomatikus embriogenezis eredetii vonalak; SZ SE: Szirén szomatikus embriogenezis
eredetii vonalak; T ME: Trilla merisztéma eredetii vonalak; SZ ME: Szirén merisztéma eredetii
vonalak; MO7 SE: Ottonel muskotdly H.7-3 szomatikus embriogenezis eredetii vonalak; MO14_SE:
Ottonel muskotaly H.14-1 szomatikus embriogenezis eredetii vonalak; M: molsuly marker; X: a pozitiv
RT-PCR eredmeényt ado mintak; bp: bazispar

Osszeségében elmondhato tehat, hogy az ‘Ottonel muskotaly’ H.7-3 klon 7
tesztelt SE egyedébdl 6, valamint az ‘Ottonel muskotaly’ H.14-1 esetében 8 SE
egyedbdl szintén 6 mentes volt mindkét vizsgalt viroidtol és virustol is. A “Trilla’
esetében mindossze 1 db SE egyedet regeneradltunk, amely az Osszes korabban
kimutatott virustol €s viroidtol mentesnek bizonyult. Ez a HSVd fert6zés nagy ardnyu
el6fordulasanak volt kdszonhetd a ‘Trilla” SE vonalakban. A ‘Trilla> ME vonalak
koziil egy sem volt, amely minden tesztelt virustol és viroidtdl mentes lett volna, amely
a regeneralt egyedek 100%-os viroidfertézottségének volt kdszonhets. A 11 db
‘Szirén’ SE egyedbdl 3 mentesnek bizonyult az 6sszes anyandvényekben kimutatott

virustol és viroidtol is, amig a 4 db ME egyed koziil 2.

5.3. Kemoterapias kisérletek
5.3.1. Ribavirin elokisérletek Sarfehér fajtan
A szakirodalomban fellelhet6 publikacidk tapasztalatai alapjan el6szor 25 mg/1
ribavirinnel kezeltem GRSPaV ¢és GPGV fertdzott ‘Sarfehér’ in vitro novényeket,
hogy a vegyszer antiviralis hatdsarél az altalam alkalmazott kisérleti koriilmények

kozott is megbizonyosodjak.
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A kisérletet kovetd RT-PCR vizsgalat soran megallapitottam, hogy a kezeletlen
in vitro novények 2 mm-es hajtascsticsaban a GRSPaV, valamint a GPGV virusok
maradéktalanul jelen voltak (12. dbra és 13. abra). Ez azt is jelenti, hogy az ebben a
mérettartomanyban levalasztott hajtascsucsok novénnyé nevelése Onmagdban még
nem elégséges a hatékony virusmentesitéshez. A kezelt novények 2 mm-es
hajtascsucsdban a GRSPaV-t mar csak egy esetben tudtam kimutatni (9. minta) és a
virus specifikus fragmentuma halvanyabban jelent meg a gélképen, ami azt feltételezi,
hogy a virus titer alacsonyabb is volt, habar az RT-PCR mddszer csak szemi-
kvantitativ eredményt ad és fenntartdsokkal kezelend6. A GPGV-t a kezelt névények
2 mm-es hajtdscsucsabol mar nem tudtam kimutatni. A kezelt névények 2 mm-es
hajtascsucsabol felnevelt in vitro ndvények levelét is vizsgaltam. Ez esetben nem
talaltam egyetlen virusfertézott novényt sem, ami azt jelenti, hogy a virusok a
novények tovabbi fejlddése soran sem jelentek meg, vagy a virus titer nem novekedett

szamottevoen.

M+ @1 2 3 4 56 7 8

L~ — - ——

M+ @ 9 10 11 12 13 14 1516 17 18

M+ @ 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

o

12. abra: A kezeletlen és ribavirin kezelésen dtesett in vitro Sarfehér névények GRSPaV
fertézéttsegenek kimutatasa RT-PCR-rel

Mintasor: M: molsuly marker, +: pozitiv kontroll; @: null-kontroll; 1.-8.: kontroll novények 2 mm-es
hajtascsucsa; 9.-18.: kezelt névények 2 mm-es hajtascsucsa; 19.-29.: kezelt névények 2 mm -es
hajtascsucsaibdl nevelt novények levele
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13. abra: A kezeletlen és ribavirin kezelésen atesett in vitro Sarfehér névenyek GPGV
fertozottségenek kimutatisa RT-PCR-rel

Mintasor: M: molsulymarker,; +: pozitiv kontroll; O: null-kontroll; 1.-8.: kontroll novények 2 mm-
es hajtascsucsa; 9.-18.: kezelt novények 2 mm-es hajtascsucsa; 19.-29.: kezelt novények 2 mm -es
hajtascsucsaibol nevelt névények levele

A kisérlet eredményét latva felmeriilt a kérdés, hogy a kezelt in vitro
novényekrol 2 mm-nél nagyobb méretli hajtadscstcs levalasztasaval is virusmentes
ndvényeket kaphatok-e. Ebbdl a célbdl Gjabb kisérletet inditottam, ahol vizsgaltam az
5 mm-es hajtascsticsok virusfertdzottségét is. Azt talaltam, hogy ugyan a ribavirin
kezelés hatasdra a virusok mennyisége mar az 5 mme-es hajtdscsticsokban is
csokkenhet, de hasznalatuk nem biztonsagos, mert a 2 mm-es hajtascsucsokkal
Osszevetve a gélképeken lathatd, hogy a GRSPaV specifikus fragmentuma néhol
halvanyan megjelent (14. abra: 4. és 5. minta). A 2 mm-es hajtascsucsok €s az azokbol

felnevelt novények levele mentes volt a virustol.
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14. dbra: A ribavirin kezelésen datesett in vitro Sarfehér novények 2 és 5 mm-es hajtascsucsanak
GRSPaV fertozittsége RT-PCR-rel tesztelve

Mintasor: M: molsulymarker; +: pozitiv kontroll; O: null-kontroll; 1.-3.: kiinduldsi névények levele;
4.-6.: kezelt ndvenyek 5 mm-es hajtascsucsa; 7.-9.: kezelt novények 2 mm -es hajtascsucsa; 10.-12.: a
kezelt névények 2 mm-es hajtascsicsabol felnevelt névények levele

Ezen kisérlet soran vilagossa valt, hogy a ribavirin kezelést kovetden az 5 mm-
es hajtascstucsok hasznalata virusmentesitési szempontbol nem biztonsagos, ugyanis a
virusok azokban tovébbra is jelen lehetnek és értékes ndvényanyagtol eshetiink el.
Ezen feliil a 2 mm-es hajtascsticsok novekedésszabalyozok alkalmazéaséaval torténd
regeneracios aranya is megkozeliti a 100%-ot, valamint szabad szemmel konnyedén

kipreparalhatok, ezért az annal nagyobb méretii szovetek hasznalata nem indokolt.
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5.3.2. A kemoterapias kisérletek novényanyaganak virus- és
viroiddiagnosztikai elemzése
Az eldkisérletek tapasztalatait felhaszndlva tovabbi kisérleteket inditottam 4
sz010 klon bevonasaval. A kiindulasi novények virus- és viroidprofiljat kis RNS HTS
segitségével készitettem el, majd RT-PCR segitségével validaltam (15. dbra). Az

Osszesitett eredmények az 14. tablazatban lathatok.

kisRNS HTS contig tablazat RT-PCR gélképek
1. 2. 3. 4. M+@ 1234
225-KA-K 226-SF1-K 227-F1-K 229-F2-K GEkV _
GFLV - -
HSVd [

15. dbra: A kemoterapias kisérletek anyanovényeinek kis RNS HTS és RT-PCR vizsgalata

A virusokra talalatot ado contigok tablazata (bal oldalt) és az ugyanazon virusokra elvégzett RT-PCR
eredmeények (jobb oldalt). M: mdlsuly marker; +: pozitiv kontroll, @: null kontroll, 1: Kadarka P131
Al, 2: Sarfehér Al, 3: Furmint P51 UH?2, 4: Furmint P51 Al

A diagnosztika soran kimutattam a GFkV, GFLV, GLRaV-1, GPGV, GRSPaV
¢s GVA virusokat, valamint a GYSVd-1 és HSVd viroidokat is. Lathato, hogy a kis
RNS HTS ¢és az RT-PCR eredmények jol fedik egymast, igy egy stabil profilt felallitva
lathattam neki a fajtdk mikroszaporitasanak. A szekvenalas soran kapott részletes

adatok a mellékletben tekinthetéek meg (M4 abra).
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14. tablazat: A ribavirin kisérlethez felhasznalt kiindulasi ndvények virus- és viroidprofilja kis RNS
HTS és RT-PCR alapjan.

1. 2. 3. 4.
225-KA-K 226-SF1-K 227-F1-K 229-F2-K

Virusdiagnosztikai | kisRNS kisRNS | RT- | kisRNS klsil_?rlgls RT-PCR

RT-PCR HTS RT-PCR

modszer: HTS HTS PCR
GFkV - - - -
GFLV

GLRaVv-1

GPGV

GRSPaV

GVA

GYSvd-1

Hsvd

1: Kadarka P131 Al, 2: Sarfehér A1, 3: Furmint P51 UH?, 4: Furmint P51 A

Miutan megfeleld mennyiségli in vitro egyeddel rendelkeztem minden fajta
esetében, azok fertdzottségi allapotat is leellendriztem RT-PCR-rel. A teszt
eredményei azt mutattak, hogy az in vitro egyedek is fertézottek voltak azokkal a
virusokkal és viroidokkal, amelyekkel az tiveghazi anyandvények (15. tdblazat). A
‘Furmint’ P51 UH2 klon esetében a HSVd fertdzést a 10 tesztelt in vitro ndvénybél
minddssze egybdl tudtam kimutatni, igy ezt a klont a tovabbi kisérletek soran nem
teszteltem erre a viroidra. Ugyanakkor megemlitendd, hogy ezen klon esetében az
anyandvényben is mindossze 1 contig taldlat sziiletett a HSVd viroidra, valamint az
RT-PCR soran is halvanyabb volt a HSVd fragmentum, amely 6sszefliggésben lehet

az in vitro novények fertdzottségének egyenetlenségével is.
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15. tablazat: A kemoterapias kisérletekhez felhasznalt in vitro névényanyag diagnosztikai vizsgalata.

1

. 2
225-KA-K

. 3
226-SF1-K

. 4
227-F1-K

229-F2-K

Novény Anvanévén In vitro Anvanévén In vitro Anvanévén In vitro Anvanévén In vitro
szarmazasa: i v egyedek Y Y egyedek Y v egyedek i v egyedek
GFkV - -
GLRaVv-1

GRSPaVv

GYSvd-1

1: Kadarka P131 Al, 2: Sarfehér Al, 3: Furmint P51 UH?2, 4: Furmint P51 Al; In vitro egyedek:

fertozott/ tesztelt egyed

5.3.3. A ribavirin kezelés hatasainak vizsgalata a Kijelolt fajtakon

5.3.3.1. A Kezelt hajtasok tilélési aranya és a 2 mm-es hajtascsucsok
regeneracidja

A diagnosztikai vizsgalatokat kovetden megkezdtem a fajtdk ribavirinnel
torténd kezelését. A kisérlet soran nyomon kdvettem az egyes kezelések hosszat és a
kezelt ndvényekrdl levalasztott 2 mm-es hajtascsucsok regeneracios aranyat, valamint
vizsgaltam, hogy az egyes virusoktdl milyen hatékonysaggal tudtam megszabadulni.
A ribavirinnel kezelt hajtasok tulélési aranya és a 2 mm-es hajtascstiicsok regeneracios

aranya a 16. tablazatban lathato.

16. tablazat: A ribavirinnel kezelt hajtasok tulélési aranya és a levalasztott 2 mm-es hajtascsucsok
regenerdcios ardnya

Fajta/klon

R25 kezelést tulélé
hajtasok aranya

A 2 mm-es
hajtascsucsok
regeneracios aranya

Kadarka P131 A1 | 30/104 | 28,8% | 18/50 36%
Sarfehér A1 36/76 | 47,4% | 69/81 85,2%

Furmint P51 UH2 | 34/69 | 49,3% | 47/84 56%

FurmintP51 A1 | 27/66 | 40,9% | 47/75 62,7%

R25: 25 mg/l ribavirin
A kezeletlen hajtdsok mindegyike €letben maradt, ezzel szemben a ribavirinnel
kezelt hajtasok tulélési aranya 28,8 és 49,3% kozott valtozott, amely varhatd volt,
tekintve, hogy a kezelés nem csupdn a viralis RNS-eket, de a novény sajat, akar
haztartasi génjeinek RNS-t is érintheti, amelyek erdsen befolyasolhattdk a hajtasok
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novekedését és gyokeresedését. A legrosszabb eredményt a ‘Kadarka’ P131 Al klon
adta, ahol is a kezelt hajtasok csaknem haromnegyede elpusztult.

A kezeletlen hajtasokbdl felnevelt novényekrdl levéalasztott 2 mme-es
hajtascsucsok regeneracidja 50 és 90% kozott alakult. A ribavirinnel kezelt ndvények
esetében ez 36 és 85,2% kozott volt, de fajtanként igen valtozo. A legkedvezdtlenebb
arany ittis a ‘Kadarka’ P131 A1 klon esetében volt megfigyelhetd, ezért olyan hajtasok
kezelését is megkezdtem, amelyeket el6zetesen IBA hormonnal gyokereztettem, majd
a gyoOkérnyulvanyok megjelenésekor helyeztem azokat a ribavirint tartalmazo
taptalajra. Ebben a kisérletben 6sszehasonlitottam a hajtasok talélési aranyat, majd a 2
mme-es hajtascsiicsok regeneracios aranyat is (17. tablazat).

17. tablazat: A ribavirinnel (25mg/l) kezelt Kadarka P131 Al hajtasok tulélési aranya és a 2 mm-es
hajtascsucsok regenerdcios aranya

A 2 mm-es
hajtasokcstucsok
regeneracids aranya

A kezelést tulélé

Kezelt hajtas tipus hajtisok ardnya

30/104 (28,8 %) 18/50 (36 %)

.

Gyokér nélkiili hajtas

IE i.‘l 40/50 (80 %) 61/89 (68,5 %)

(T

LN

+51,2% +32,5%

Gyokeresedd hajtas

Lathato, hogy az eldgyoOkereztetésen atesett hajtasok lényegesen nagyobb
aranyban ¢lték tal a ribavirin kezelést (28,8% < 80%), valamint a kezelést kovetden
levélasztott 2 mm-es hajtascsticsok regeneracids aranya is kedvezdbb volt. A hajtasok
¢letképessége jobb volt és konnyebben ellenélltak a ribavirin negativ hatasainak. A
gyokéren keresztiil valoszintileg lassabban vették fel a ribavirint, igy a stresszre adott
valasz sem olyan koncentraltan és gyorsan jelentkezett. Ezt kovetéen mar csak az a
kérdés mertilt fel, hogy az ilyen elégyokereztetett hajtasok kezelése soran a
virusmentesitési mechanizmusok tovabbra is végbemennek-e. Erre a kezelést

kovetden regeneralt egyedek virusdiagnosztikai vizsgalata adott valaszt.
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5.3.3.2.  Aribavirin virus-, és viroidmentesitési hatasanak vizsgilata a
kezelt fajtikon

A ribavirin virusmentesitési hatdsdnak vizsgalata céljabol a kezelés utdn
regeneralt in vitro egyedek RT-PCR tesztelését végeztem el. A ribavirin kezelés hossza
alapvetden valtozo volt, mivel az eltérd genotipusokhoz tartoz6 ndvények nem
egyforma litemben novekedtek a kezelés soran €s igy a 2 mm-es hajtascsucsok
levalasztasa is eltérd idopontokban valosult meg. Voltak olyan névények, amelyek
kezelése 4 hétig tartott, de bizonyos esetekben 16 hét is lehetett. Megfigyeléseim
alapjan azonban a 4-5 hetes id6intervallumnal hosszabb kezelések nem eredményezték
egyértelmiien a regeneralhaté virusmentes novények ardnyanak novekedését, sot a
Sarfehér A1 GRSPaV fert6zés esetében példaul a 10 hetet meghaladd kezelést
kovetéen még csokkent is. Ugyanezen ndvények esetében a GPGV-mentes ndvények
aranya 5 hét kezelést kovetden tetdzott, de 12 és 14 hét kezelés utan is 100% volt (16.

abra).

100%

908 100% Grips 100% 100% 26% 100% 100%
& 80%  87,5% B
Z 70% g 79,2%
2 60%
g 62,5%
X 50%
a 40%
w b
2 30% oLx
]
B20%
g 10%
g 3
2 0%
£ 5 hét 8 hét 10 hét 11 hét 12 hét 14 hét
RIBAVIRIN KEZELES HOSSZA
GRSPaV-mentes egyedek aranya GPGV-mentes egyedek aranya

30

25

20

15

EGYEDSZAM

10

5 hét 8 hét 10 hét 11hét 12 hét 14 hét
RIBAVIRIN KEZELES HOSSZA

GRSPaV-mentes egyedek szama GPGV-mentes egyedek szama —— Regeneralt egyedek szama

16. abra: A virusmentes Sarfehér Al egyedek aranya a kiilonbozo hosszusagu ribavirin kezeléseket
kovetden

Mivel a kiilonb6z6é genotipusok eltérd viruskombinacidkkal voltak fertdzve,
igy az eredmények kiértékelését a virusok és kevésbé a genotipusok szemszogébdl

végeztem el. Az eredményeket a 18. tablazat mutatja.
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18. tablazat: Az egyes virusoktol és viroidoktol mentes egyedek aranya ribavirin (25mg/l) kezelést
kévetéen

Mentes/tesztelt Mentes/tesztelt
egyed fajtanként egyed Osszesen
GFkV Furmint P51 A1 [36/46 (78,3%) 36/46 (78,3 %)
GFLV Furmint P51 UH2 [0/41 (0%)  (0/41 (0 %)
Furmint P51 A1 [2/46 (4,3 %)

Virus/Viroid Fajta

GLRaV-1 5/122 4,1%
Kadarka P131 A1 [3/76 (3,9 %) / skl
Sarfehér Al 66/68 (97,1%

GPGV : /68 (97,1%) | 03/105 (98,1 %)

Furmint PS1A1 [37/37 (100 %)
Sarfehér Al 53/68 (77,9 %)
Kadarka P131 A1 38/76 (50 %

GRSPaV /76_(50%) _|)c1 931 (65,4 %)

Furmint P51 UH2 [28/41 (68,3 %)
Furmint P51 A1 [32/46 (69,6 %)
GVA Furmint P51 A1 [3/46  (6,5%) |[3/46 (6,5 %)
Furmint P51 A1 |0/46  (0%)
Furmint P51 UH2 0/41 (0 %)

GYSVd-1 | adarka P131 Al 0/76  (0%) RSl i)
Sarfehér A1 0/68  (0%)
Furmint P51 A1 |0/46  (0%)

HsVd Kadarka P131A1 [0/76 (0%)  [0/190 (0 %)
Sarfehér A1 0/68  (0%)

Az egyetlen GFkV fert6zést hordozé klon a ‘Furmint’ P51 Al volt. A
kezeletlen novényekrdl levalasztott 2 mm-es hajtascsucsokbdl felnevelt novényekbol
még kivétel nélkiil ki tudtam mutatni RT-PCR-rel, viszont a ribavirin kezeléseket
kovetden regeneralt ndvények 78,3%-a mentes volt ettdl virustol.

A GFLV, ellentétben a floémre korlatozott GFkV-val, egy sejtrol sejtre is igen
hatékonyan terjed6 virus. A kisérletek soran egyetlen esetben sem tudtam eltavolitani
a ‘Furmint’ P51 UH2 klonbol. Ez ellenmondasban van azzal, hogy korabban mas
kutatok mar sikeresen elimindltak ezt a virust ribavirin alkalmazasaval. Weiland et al.
(2003) példaul 63-88%-0s aranyban regenerdltak GFLV-mentes egyedeket
ugyanekkora (25 mg/l) ribavirin koncentracio alkalmazasaval, majd késobb Aiter et
al. (2020) mar 94%-ban jartak sikerrel. Megemlitendé azonban, hogy Guta et al.
(2015) ribavirin és oseltamivir kombinalt alkalmazasa mellett is csak 7%-os ardnyban
regeneraltak GFLV-mentes egyedeket. A nagy eltéréseket eredményezhette az is, hogy
a kezeléseket eltérd genotipusokon végezték.

Korabbi GLRaV-1 eltavolitasara iranyulo kisérletek kozott akadt olyan, amely
teljesen sikerteleniil zarult, de volt olyan is, amely 100%-o0s hatékonysagot irt le (Guta
et al. 2010; Eichmeier et al. 2019). Ezeket az eltéréseket jelen esetben is okozhatta az
eltérdé genotipus vagy a kezelési id0 hosszanak kiilonbsége is. A GLRaV-1 fert6zés

eltavolitasa ebben a kisérletben 3,9 és 4,3% kozotti hatékonysaggal zarult. A
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‘Kadarka’ P131 A1 esetében, ahol gyokereztetés nélkiili és eldgyokereztetésen atesett
hajtasokat is kezeltem, nem volt nagymértéki eltérés az eredmények kozott (19.
tablazat). Ez tovabb erdsiti azt a megfigyelést, miszerint a ribavirin kezelésre
érzékenyebben reagdlo fajtak esetében a hajtasok tulélése €s a levalasztott 2 mm-es
hajtascsticsok regeneracidja eldgyokereztetéssel optimalizalhaté anélkiil, hogy a

ribavirin virusmentesitési hatasat elveszitenénk.

19. tablazat: Az egyes virusoktol/viroidtoktol mentes Kadarka P131 Al egyedek aranya ribavirin
(25mg/l) kezelést kévetben

Virus/Viroid Kezelés tipusa Mentes/tesztelt
egyed
GRSPaV R25 9/18 (50 %)
GYR25 29/58 (50 %)
o,
GLRaV-1 R25 1/18  (55%)
GYR25 2/58 (3,4 %)
R25 0/9  (0%)
GYSvd-1
GYR25 0/58 (0%)
o,
HSVd R25 0/9  (0%)
GYR25 0/58 (0%)

R25: 25 mg/l-es ribavirin kezelés;, GYR25: 0,8 mg/l IBA hormonnal torténd elégydkereztetés, majd 25
mg/l-es ribavirin kezelés

Az Gjabban leirt GPGV (Giampetruzzi et al. 2012) sz616bdl valo eltdvolitasat
ribavirin hasznalataval kordbban Kominek et al. (2016) 91,6%-os hatékonysaggal
tudtak kivitelezni. Esetiikben a kezelést kovetden nem tortént hajtadscsucstenyésztés,
hanem kizardlag néhany centiméteres hajtasokkal valé mikroszaporitds. Ebben a
kisérletben két genotipusbol is nagyobb, 97 és 100%-os hatékonysaggal tudtam
eltavolitani a virust. Ennek oka valoszinlileg a 2 mm-es hajtascsucsok hasznalata,
amely még tovabb csokkentette a virus eléfordulasanak valosziniiségét.

A ribavirin kezelést kovetd RT-PCR vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy a
GRSPaV-t az dsszes fertdzott genotipusbol legalabb 50%-os hatékonysdggal tudtam
eltavolitani. A ‘Kadarka’ P131 A1 esetében a virustol mentes egyedek ardnya egyarant
50% volt fiiggetleniil attol, hogy a kezelt hajtasokat elégyokereztettem-e (17. tablazat).
Ez azt jelenti, hogy a ribavirin antiviralis hatdsai az eldgyokereztetett hajtasok kezelése
soran is megmaradnak, igy novelhetd a kezelt hajtasok talélésnek aranya és a 2 mm-

A GVA eltavolitasa 6,4%-os sikerrel zarult, amely igen alacsony ardny.
Korabbi kutatdsok alapjan, mas kutatok mar 100%-os sikerrel is eltavolitottdk,

ugyanakkor Guta et al. (2014) 40 mg/l ribavirin és 40 mg/l oseltamivir egyiittes
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alkalmazasaval is csak 9%-ban tudtdk mentesiteni a fajtaikat, de a novények tulélési
aranya igen alacsony volt és két kiilonbozd szer negativ hatdsaival is szdmolniuk

kellett.

5.3.3.3. A ribavirin viroidmentesitési hatasanak vizsgalata a kezelt
fajtakon
A viroidok ribavirinnel torténd eltavolitasara iranyuld kisérletekbdl irott
publikaciok szama igen alacsony. Sz6ld esetében Eichmeier et al. (2019) azt a
megallapitast tették, hogy a modszer az § kisérleti koriilményeik kozott nem alkalmas
viroidfertézések ellen, hiszen az 6sszes regeneralt névényvonaluk fertézott maradt a
két vizsgalt viroiddal (GYSVd-1 és HSVd). Ez a megfigyelés a sajat kutatdsunk
tapasztalatai alapjan megerdsitést nyert, hiszen a GYSVd-1 és a HSVd viroidok
eltavolitasa kizardlag ribavirin alkalmazaséaval jelen kisérletben is sikerteleniil zarult

az Osszes fajta esetében.

5.3.4. A Kkijelolt fajtak zidovudinnal torténo kemoterapias kezelése

A zidovudint kordbban nem alkalmaztik szdl6 virusok eliminalasara, igy a
kisérleteket egy megfeleld, a hajtasokra nézve nem fitotoxikus koncentracio
keresésével kezdtem. Erre a célra 10, 20, 30, 40, 80 és 120 mg/I zidovudint tartalmazd
taptalajra helyeztem 7-10 darab GRSPaV ¢és GPGV virusokkal fertdzott ‘Sarfehér’ Al
hajtast. A kontroll hajtdsokhoz hasonloan az 6sszes kezelt hajtas talélte a 3 honapos
kezelést. A 10, 20, 30 és 40 mg/l-es koncentraciot alkalmazva a zidovudin nem fejtett
ki negativ hatast a ndvények vigorjara, sét a 10 mg/l-es koncentracioval kezelt hajtasok
gyorsabban is novekedtek és hamarabb is gyokereztek a kezeletlen hajtasoknal, amit
mas kutatok is megfigyeltek mar pl. fokhagyma vagy Oszibarack esetében (Kudelkova
et. al 2013; Pavelkova et. al 2015). A 10 db 80 mg/l-rel kezelt hajtas koziil 1 honap
elteltével 3 mar Iényegesen lassabb novekedést és gyokeresedési sebességet mutatott,
igy nem is voltak megfeleld méretiick a 2 mm-es hajtascstucsok levalasztasahoz. Ez az
arany a 120 mg/l-el kezelt hajtasok esetében a duplajara novekedett, tehat az ennél

magasabb koncentraciokkal valo kezelés mar nem javasolt (17. abra).
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17. abra: A zidovudinnal kezelt Sarfehér A1 hajtasok allapota 1 honap elteltével
Z80: 80 mg/l zidovudinnal kezelt hajtasok; Z120: 120 mg/l zidovudinnal kezelt hajtasok; pirossal
bekeretezve az elégtelen névekedést és gydkeresedést mutato hajtasok.
A zidovudin virusmentesitési hatasanak vizsgalata érdekében RT-PCR
teszteket végeztem. Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy még a 3 hénapos 120
mg/l-es koncentracioval torténd kezelés hatasara sem tudtam mentesiteni a ‘Sarfehér’

Al klont a GRSPaV és a GPGV virusoktdl (18. abra).

M+0 12 3 4

GPGV & 411bp

GRSPaV
€330 bp

18. abra: A 3 honapos 120 mg/l-es zidovudin kezelésen atesett Sarfehér Al névények RT-PCR
eredménye

M: molsuly marker, +: pozitiv kontroll, @: null kontroll, 1.-4.: 3 honap 120 mg/l-es zidovudin kezelésen
atesett Sarfehér Al novényvonalak

A kovetkez0 kisérletben GRSPaV és GLRaV-1 virusokkal fert6zott ‘Kadarka’
P131 A1 hajtascsucsokat kezeltem, hogy egy masik genotipuson is vizsgalni tudjam a
szer hatasait. A kezelési koncentracid jelen esetben az eldzd kisérlet tapasztalatai
alapjan keriilt kivalasztasra, mivel ott a 80 mg/I-es koncentracié mar novekedésgatlast
okozott, de a 40 mg/l még nem, igy végiil 50 mg/l-t alkalmaztam, amit kordbban
mandarin esetében mar szintén alkalmaztak (Ohta et al. 2011). A ndvények
novekedésére és gyokeresedésére ez a zidovudin koncentracid latszolag nem volt
negativ hatassal, azonban a kisérlet végén azt taladltam, hogy a zidovudin a ‘Kadarka’
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P131 A1l esetében sem tudta eliminalni a GRSPaV és GLRaV-1 fertézéseket 3 honap
kezelést kovetden. Ezt latva a kizarolag zidovudinnal torténd kezeléseket

felfliggesztettem.

5.3.5. A Kijelolt fajtak ribavirinnel és zidovudinnal torténé kombinalt
kezelése

A zidovudinnal torténd kezelés Oonmagaban sikertelennek bizonyult, igy
kovetkezo 1épésben a ribavirinnel torténd kombinalt alkalmazasanak virusmentesitési
hatasat vizsgaltam. Ehhez a kisérlethez olyan virusokkal fert6zott fajtakat
valasztottam, amelyeket kordbban kizarolag ribavirin hasznalataval nem, vagy csak
nagyon ritkan tudtam eliminalni. Ennek érdekében a ‘Furmint’ P51 Al és a ‘Furmint’
P51 UH2 fajtakat kezeltem 25 mg/l ribavirinnel és 50 mg/l zidovudinnal.

Megfigyeléseim alapjan a két vegyszer kombindlt alkalmazasaval kezelt
ndvények ugyanolyan iitemben novekedtek, mint a kizarolag ribavirinnel kezelt

novények ¢€s életképességiik is hasonlo volt. (19. abra).

25 mg/Iribavirin (R)

19. dbra: A ribavirin és a zidovudin kombindlt kezelésében résztvevé Furmint P51 Al névények

Egy honap elteltével a 2 mm-es hajtascsucsok mar levalaszthatoak voltak, két
honap elteltével pedig az 6sszes kezelt novény életképes maradt. Az RT-PCR tesztek
alapjan elmondhato, hogy a GLRaV-1 és a GVA virusok mentesitése 2 honap kezelés
utan is sikertelen volt, valamint a GFkV, GPGV és GRSPaV virusok tekintetében nem
regeneraltam tobb virusmentes egyedet a ribavirin ¢és a zidovudin kombinalt
hasznalataval, mint a ribavirin kezelés soran. A GFLV-t a ribavirin és a zidovudin

kombinalt kezelésével viszont egyetlen esetben sikeresen eltavolitottam a ‘Furmint’
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P51 UH2 klénbdl, amit kizarélag ribavirinnel hasznéalatdval korabban nem tudtam
elérni (20. tablazat).

A viroidok tekintetében a GYSVd-1 és a HSVd eltavolitdsa nem jart sikerrel a
‘Furmint’ P51 A1 klon esetében, ugyanakkor elébbit a ‘Furmint’ P51 UH2 klonbol 1
esetben sikeresen eltavolitottam, amit korabban csak a ribavirin alkalmazasaval nem

tudtam megtenni.

20. tablazat: A ribavirin és a zidovudin kombinalt kezelés utdan regeneralt virusmentes Furmint
egyedek aranya

Fajta/kién Kezelés  GFKV GFLV GLRaV-1 GPGV  GRSPaV GVA GYSVd-1 Hsvd
RZ0 | 0/8(0%) n.t 0/8(0%) |0/8(0%) | 0/8(0%) | 0/8(0%) | 0/8(0%) | 0/8(0%)
FurmintP51A1 | R25 | 4/8(50 %) n.t 0/8(0%) |6/8(75%)| 2/8(25%) | 0/8(0%) | 0/8(0%) | 0/8 (0%)
R25+750 | 5/8 (63 %) n.t 0/8(0%) |5/8(63%)| 0/8(0%) | 0/8(0%) | 1/8(13 %) | 0/8 (0 %)
RZ0 n.t 0/8 (0 %) n.t n.t 0/8 (0 %) n.t 0/8 (0 %) n.t
Furmint P51 UH2| R25 n.t 0/8 (0 %) n.t n.t 7/8 (88 %) n.t 0/8 (0 %) n.t
R25+250 n.t 1/8 (13 %) n.t n.t 2/8 (25 %) n.t 0/8 (0 %) n.t

RZ0: kezeletlen; R25: 25 mg/l ribavirin; R25 + Z50: 25 mg/I ribavirin és 50 mg/l zidovudin, n.t.: nem
tesztelt;

5.3.6. A Kijelolt fajtak 2-thiouracillal tortén6 kemoterapias kezelése

A 2-TU-lal torténd kezeléseket is ‘Sarfehér’ Al fajtan kezdtem el.
Szakirodalmi adatok alapjan a 2-TU erds fitotoxicitast mutatott tobb ndvényfaj
esetében is pl. begdnia, mandarin, burgonya (Verma et al. 2005; Asghar et al. 2007,
Singh 2015), valamint 25 mg/l felett a kezelt hajtasok jelentds része el is pusztult. A
hajtasokat éppen ezért 5, 10, 15 és 20 mg/l-el kezeltem és vizsgaltam, hogy melyik az
a koncentracid, amelyik még a sz616 hajtasok pusztulasa nélkiil alkalmazhato in vitro
kortilmények kozott.

A hajtascsticsok 1 honap elteltével nem mutattak szamottevé ndvekedést, ezért

a kisérlet kiértékelésével 2 honapot vartam (20. abra).
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20. abra: A 2-TU-lal kezelt Sarfehér A1 hajtascsucsok allapota 2 honap kezelést kévetéen

Azt taldltam, hogy mar az 5 mg/l-es koncentracio is 100%-os fitotoxicitast
okozott, amely a nagyobb koncentraciok fel¢ haladva egyre hamarabb jelentkezett. Az
5 és 10 mg/l-es kezelés esetében a hajtdsok egy minimalis novekedést mutattak,
valamint a szarak alsé részén néhol megindult a gyokeresedési folyamat, &m kés6bb
ez teljesen mértékben megallt. A hajtasok nagy részén volt még ¢16 levél, de erdteljes
elhalas kezdodott. A 15 és 20 mg/l-es kezelések esetében mar egyaltalan nem volt
érzékelhetd novekedés, a gyokeresedés nem indult meg ¢és a levelek is szinte teljes
mértékben elhaltak. Osszességében kijelenthetd, hogy a kezelt hajtasok egyetlen
esetben sem voltak alkalmasak a 2 mm-es hajtascsticsok levalasztasara, mivel 2 honap
elteltével gyakorlatilag 100%-ban elpusztultak.

A kovetkezo kisérletben 10 mg/1 2-TU-lal kezeltem ‘Sarfehér’ A1 és ‘Kadarka’
P131 A1l hajtdsokat. Ebben az esetben egyforma mennyiségli elégyokereztetésen
atesett &s 4t nem esett hajtast is kezeltem. A kisérlet célja az volt, hogy megvizsgaljam,
hogy a ribavirinhez hasonldéan a 2-TU kezelés hajtasokra gyakorolt negativ hatdsai
enyhithetok-e azok eldgyokereztetésével. Az eredmények a 21. 4bran lathatok.
Szembetling, hogy mar 1 hoénap elteltével is lényegesen erdteljesebb ndvekedés
figyelheté meg az elégyokereztetett hajtasokon, amely a 2. honapra fokozodott (M5
abra).
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A gyokeresedés tekintetében azt talaltam, hogy az elégyokereztetésen at nem
esett hajtasok koziil a kezelés soran minddssze 1 db ‘Sarfehér’ hajtas tudott 6nalldan
gyokérnyulvanyt képezni, mig az eldgyOkereztetésen atesett hajtdsok mindegyike
teljesen kifejlett gyokérzetet tudott kialakitani (21. &bra). Az eldgydkereztetésen
atesett hajtdsok megfeleld iitemben novekedtek ¢s mar egy honap kezelés utan
levélasztottam a 2 mm-es hajtascsticsokat és novényregeneraciot kezdeményeztem.
Mindezek alapjan arra kovetkeztettem, hogy a 2-TU karos hatdsai a hajtasok

eldgyokereztetésével enyhithetoek.

Sarfehér Al Kadarka P131 A1

§ 2 n ke ge

ElGgyokereztetés nékul kezelt hajtasok

D

0,8 mg/I IBA MS-en elégyokereztett hajtdsok

21. abra: A 10mg/l 2-TU-lal kezelt Sarfehér Al és Kadarka P131 Al hajtasok/novéenyek dllapota 2
honap elteltével

Késébb a 2 mm-es hajtascsucsokbdl regeneralt egyedek RT-PCR tesztelése
kimutatta, hogy a GLRaV-1, GPGV és GRSPaV virusok tovabbra is kivétel nélkiil
jelen voltak (M6 abra; 21. tablazat).
eldgyokereztetett ‘Sarfehér’ Al hajtdsokat kezeltem vele A kezelt hajtdsok 1 honap
elteltével nagyjabol harmad akkora ndvekedést produkaltak, mint a kezeletlenek, de
mindegyik életképes maradt. A 2. honap végére azonban 10-bdl 2 hajtas elpusztult. A
2 mm-es hajtascsucsok levalasztisa mindkét honapban megtortént és a regeneralt
egyedeket RT-PCR-rel teszteltem (M7 abra). A virusok elimindldsa ezuttal is
sikertelennek bizonyult (21. tablazat).

Az utolso kisérletben 20 mg/l-es 2-TU koncentracioval kezeltem a ‘Furmint’
P51 UH2 el8gydkereztetett hajtasait is. A ndvekedésben és gydkérképzésben ugyanazt
a képet mutatta, mint a ‘Sarfehér’ A1 fajta. Az RT-PCR eredmények (M8 abra) ebben
az esetben is ramutattak, hogy a 2-TU jelen kisérleti koriilmények kozott a GRSPaV,
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GPGV ¢és a GLRaV-1 virusokhoz hasonléan a GFLV-t sem képes eltavolitani a kezelt

novényekbol.

21. tablazat: A 2-thiouracillal végzett kisérletek soran regeneralt névények RT-PCR eredményei

Fajta/KIén Kezelés hossza: 1 hénap 2 hénap
Kezelés GRSPaVv GPGV GRSPavV  GPGV
TUO n.t n.t n.t n.t
TUS n.t n.t n.t n.t
TU10 n.t n.t n.t n.t
TU15 n.t n.t n.t n.t
" 5 TU20 n.t n.t n.t L1
SarehenAl TUO 0/8 (0 %) | 0/8 (0 %) [ 0/8 (0 %) [ 0/8 (0 %)
TU10 n.t n.t n.t n.t
GYTU10 0/8 (0%)[0/8 (0%)]0/8 (0%)[0/8 (0%)
TUO n.t. nt. |0/8(0%)|0/8(0%)
GYTU20 n.t. n.t. 0/8 (0 %) |0/8 (0%
GRSPaV GLRaV-1 GRSPaV GLRaV-1
TUO 0/3 (0 %) |0/3 (0 %) [0/3 (0 %) | 0/3 (0 %)
Kadarka P131 TU10 n.t. n.t. 0/1 (0 %) | 0/1 (0 %)
GYTU10 | 0/3(0 %)|0/3 (0 %)| 0/7 (0 %)| 0/7 (0 %)
GRSPaV GFLV GRSPaVv [c{3AY)
Furmint P51 UH2 TUO n.t. n.t. 0/6 (0 %) | 0/6 (0 %)
GYTU20 n.t. nt: 0/6 (0 %) | 0/6 (0 %)

TUO: 0 mg/l 2-thiouracil; TUS: 5 mg/l 2-thiouracil; TUI0: 10 mg/l 2-thiouracil; TU20: 20 mg/l 2-thiouracil;
GYTUI0: elégyckereztetés (0,8 mg/l IBA), majd 10 mg/l 2-thiouracil; GYTUZ20: elégydkereztetés (0,8 mg/l IBA),

majd 20 mg/l 2-thiouracil; n.t.: nem tesztelt



6. KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK

A szomatikus embriogenezis a jelen kutatdsban elvégzett kis RNS HTS
vizsgélatok alapjan is alkalmas virus-, és viroidmentesitési modszer, amely jol
kiegésziti a korabbi RT-PCR ¢s ELISA alapu vizsgalatok eredményeit. A szomatikus
embriogenezis hatékonysdga rendszerint feliilmulta a merisztéma tenyészetekét és
egyes esetekben olyan genotipusokon is sikeresen alkalmazhaté volt, ahol a
merisztéma tenyésztés nem jart sikerrel (jelen esetben a Ottonel muskotaly H.7-3 és
Ottonel muskotaly H.14-1 klénok). A Trilla SE vonalak nagy ardnyu GYSVd-1
fertdzottsége azonban arra enged kovetkeztetni, hogy az ezen viroidot tartalmazo
kallusz sejtekb6l konnyebben fejlodhet embrid, mint a virusokkal fertézottekbdl. Ezen
megallapitds megerdsitéséhez azonban tovabbi, mas genotipusok viroidfertézottségét
vizsgdlod kutatasok is sziikségesek lehetnek. A szomatikus embriogenezis jelen
kisérletben sikeresen kivitelezhet6 modszer volt mind a 4 genotipus esetében,
ellentétben a merisztéma tenyészetekkel, de ez nem jelenti azt, hogy kevésbé lenne
genotipusfliggd modszer. A szomaklondlis variabilitds okozta genetikai eltérések a
kiinduldsi anyagokhoz képest valés ¢és mas mentesitési moddszerekhez képest
gyakoribb veszélyt jelenthetnek, igy a regeneralt egyedek legaldbb ampelografiai
szempotok alapjan torténd vizsgalata indokolt lehet a virusmentesitési folyamatokat
kdvetden is, hogy az egyértelmii eltérést mutatd egyedek szelekcidja megtdrténhessen.

A GRSPaV ¢és GVT virusok kimutatdsanak nehézsége a szabadfoldi
novényekben azt jelzi, hogy a kis RNS HTS alapt protokollok tovabbi finomitasra
szorulnak, annak ellenére, hogy ugyanezen virusok kimutatasa az tiveghazi és in vitro
novényekbdl nem {itkdzott hasonld problémakba. Az RT-PCR ugyanakkor az itt
elvégzett vizsgalatok alapjan alkalmas modszer, hogy az ilyen esetekben kiegészitse a
kis RNS HTS alapt viruskimutatasi eredményeket és egyben jelzi azt is, hogy a csak
kizarélag kis RNS HTS alapu rutinszeri viruskimutatas ideje még nem érkezett el.
Amellett azonban nem lehet elmenni, hogy az 1j, eddig nem azonositott kérokozok
kimutatdsaban kiemelkedd sikereket értek el alkalmazéasaval.

A ribavirinnel folytatott kezelések soran a GFLV eliminaléasa sikertelen volt,
amire magyarazatot adhat, hogy ez nem egy floémre korlatozott virus. A kezelt
ndvények 2 mm-es hajtascsiicsa ennek megfeleléen nagyobb eséllyel maradhatott
fertdzott. Ez azonban ellentmondasban van Aiter et al. (2020), valamint Weiland et al.
(2003) publikacioival, ahol is 75 és 94%-os hatékonysaggal szabadultak meg a GFLV-
tol. A ‘Kadarka’ P131 klon esetében beiktatott eldgyokereztetd 1épés jelentds
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mértékben javitotta a ribavirin kezelés alatt 4116 hajtasok talélési aranyat, amit késobb
a 2-thiouracil kezelések soran is alkalmazni tudtunk. Ez 0j lehetdségeket nyithat az
erds fitotoxicitast mutatd potencidlis antivirdlis szerek alkalmazasaban. Ennek oka
lehet, hogy az igy elégyokereztetett hajtasok, mar gyokéren keresztiil, lassabban tudtak
felvenni a ribavirint, mint a szarukon friss vagast viseld hajtasok, igy vegyszer negativ
hatadsai sem olyan intenzitassal érték azokat. Elképzelhetd, hogy egyéb, védelmi
funkciot is ellatdé metabolitok (pl. szalicilsav, jazmonatok, antioxidansok) is nagyobb
mennyiségben halmozodtak fel ezen hajtasokban, de ennek kimutatasara tovabbi,
novényélettani vizsgalatok elvégzése lenne sziikséges.

A 2-thiouracil és a zidovudin onmagukban nem voltak alkalmasak sz616
virusok eliminaldséara tobb honapos kezeléseket kdvetden sem. Fontos megjegyezni
azonban, hogy az alkalmazott kezelések virustiterre gyakorolt hatasat nem vizsgaltuk,
igy nem jelenthet6 ki altalanosan, hogy az ne csokkent volna. Indokolt lenne tehat ezen
szerek virusmentesitési hatdsanak vizsgélata mas diagnosztikai modszerek, pl. RT-
qPCR alkalmazasaval is. Erre utalhat az is, hogy a ribavirin és a zidovudin kombinalt
alkalmazasa lehetoveé tette egy GYSVd-1 és egy GFLV fert6zéstdl mentes vonal
regeneralasat is, amit kordbban egyetlen szer alkalmazasaval nem tudtam elérni.

Az elvégzett kisérletek alapjan alapvetd tanulsdg, hogy mivel a kiilonb6zo
virusmentesitési modszerek eltéréd mechanizmusok alapjan hatnak, igy hatékonysaguk
is eltérd az egyes fajtak és virusok tekintetében is. Javasolt lehet tehat tobb modszer
parhuzamos alkalmazésa, azok optimalizalasa, illetve kombinélasa annak érdekében,
hogy a lehetd legrovidebb idd alatt jussunk virusmentes szaporitdbanyaghoz.

A RNS gemommal rendelkezd koérokozok kimutatasat megeldzé cDNS
szintézis sikeressége kulcsfontossagu a nukleinsav alapu diagnosztikai médszereknél.
Tobb nukleinsav kivonasi protokoll esetében is el6fordulhat azonban, hogy a mintdk
maradék genomi DNS-t tartalmaznak, igy a konvencionalis referenciagén primerek
fals-pozitiv eredményt adhatnak az RT-PCR-t kdvetden. Az intronokat tartalmazo
génszakaszra specifikus primerek jo alternativat kinalnak erre. Koltséges RNS izolalo
Kit-ek és DNaz kezelés nélkiil is igazoljak sikeres cDNS szintézist. Amennyiben
azonban a gDNS ¢és cDNS eredetli fragmentumok egyértelmli szeparalodasat
szeretnénk latni a gélelektroforézist kdvetden, tigy a tobb és/vagy hosszabb intront
tartalmazo génszakaszokra specifikus primer parok alkalmazasa célszeri. A jovOben
a doktori dolgozat keretén beliill vizsgalt haztartasi géneken kivil a szintén
széleskortien célzott UBQ, a PP2A (Protein Phosphatase 24) vagy akar a CYP

(Cyclophilin) gének intront tartalmaz6 régioira tervezett primerek tesztelése hasonld
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koriilmények kozott jo kutatdsi alapot nyujthat, de a mar tesztelt primer parok
kiprébalasa stresszhatasnak kitett sz6l6novénybdl szarmazo mintakon is jo kutatasi
irany lehet, mivel pl. a fubulin gén ho- és szarazsagstressz alatt instabilabb eredményt
adhat (Gu et al. 2011). Mindezek figyelembevételével az efféle, 0j primerek szamanak
novelése hasznos eszkoztdrat biztosithat a valtozatos koriilmények kozott végzett
diagnosztikai vizsgalatokhoz, legyen sz6 akar a vegetativ, akar a nyugalmi idészakban

megszedett mintak tesztelésérdl.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A szomatikus embriogenezis szO0l0 virus-, és viroidmentesitési hatékonysagat
els6ként vizsgaltuk meg kis RNS-ek nagyateresztoképességli szekvenalasaval. A
szomatikus mebriogenezis ‘Ottonel muskotaly’ kloénok, valamint a ‘Trilla’ és
‘Szirén’ fajtak esetében is kiemelkedd virusmentesitési hatékonysaggal birt, mig a
viroidok eltavolitasaban kevésbé volt hatékony. Elséként publikaltuk tovabba az
eredményt, miszerint a szomatikus embriogenezis hat¢kony a GPGV, GSyV-1,

GRVFYV és a GVT virusok eltavolitasara is.

Az antiviralis kezelések sordn azt talaltuk, hogy a kezelni kivant hajtasok 0,8 mg/1
IBA-val torténd 1-2 hetes elégyokereztetésével 1ényegesen novelhetd a ribavirin
(és 2-thiouracil) kezelést t0l¢lo hajtdsok szama, illetve a kezelést kovetden
levalasztott 2 mme-es hajtascsucsok regeneraciés aranya is. Mindemellett a

ribavirin hatasa tovabbra is megmaradt.

Az altalunk elsoként alkalmazott intron(oka)t tartalmaz6 génszakaszra specifikus
aktin, EFla, PEP és tubulin primerek hasznalataval sikeresen el tudtuk kiiloniteni
a genomi DNS-r6l és a cDNS-r6l amplifikalt fragmentumokat 24 sz616fajta (alany,
nemes, fehér és kék fajtak) levélmintdjanak esetében. Ezt kdvetden az aktin, EFla
€s tubulin primer parokkal 12 szdélofajta eltérd szoveteibdl (levél, levélnyél,
hancskaparék) szarmazé mintak esetében is megtettiik ugyanezt, amely eredmény
ezen primerek megbizhatdosdgat mutatja és alkalmazasukkal egyértelmiien

igazolhat6 a sikeres cDNS szintézis.
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8. OSSZEFOGLALAS

A sz616 Magyarorszagon is kiemelked? jelentdségii gazdasagi novény, amelyet
szamos patogén képes fertdzni, koztiik a viroidok, virusok, fitoplazmak, baktériumok
¢s gombdk. Vegetativan szaporitott ndvény, igy esetében a korokozok
szaporitdanyaggal torténd terjedése komoly problémat jelent. Mivel a
szOloiiltetvényekben nem rendelkeziink hatékony védekezési mddszerrel a virodik és
virusok ellen, ezért sokszor bonyolult szovettenyésztési eljarasokat kell alkalmaznunk
az egészséges szaporitdanyag létrehozasanak érdekében. A merisztéma tenyészetek, a
szomatikus embriogenezis és a novényi kemoterapia is hatékonyan alkalmazhato
virusmentesitési modszerek.

A virusmentesitési modszerek kiilonb6zd sz6l6fajtakon valod hatékonysaganak
folyamatos vizsgalata €s 0sszehasonlitasa fontos feladat. Szamos publikaci6 sziiletett
a merisztéma tenyészetek ¢és a szomatikus embriogenezis virusmentesitési
hatékonysagardl, de ezek talnyomo részt ELISA vagy RT-PCR alapt modszerek
hasznalataval torténtek. A kis RNS HTS megjelenésével lehetdség nyilt a fajtdkban
jelen 1év0 kis RNS alapt vélaszt kivalté korokozok egyidejii vizsgalatara. Munkdm
masik célja volt a merisztéma tenyészetek €s a szomatikus embriogenezis virus- €s
virodimentesitési hatékonysaganak Osszehasonlitisa a kis RNS HTS segitségével.
Ennek érdekében két ‘Ottonel muskotaly’ klonon, valamint a ‘Trilla’ és a ‘Szirén’
fajtadkon végeztem el a két vizsgalt mentesitési modszert. Az eredmények azt mutattak,
hogy mindkettd alkalmas a GPGV, GRSPaV, GSyV-1 és GVT virusok eliminalasara,
ezen felill a HSVd és GYSVd-1 viroidok ellen is alkalmazhatéak. A szomatikus
embriogenezis ezen felill hatékony volt GFkV és GRVFV eltavolitdsaban is.
Virusmentesitési hatékonysaga legtobbszor 100 %-os volt és rendszerint feliilmulta a
merisztéma tenyészetekét. A viroidok esetében az eredmény nem volt ilyen
egyértelmil, ugyanis a szomatikus embriogenezissel regeneralt ‘Trilla’ egyedek
tulnyomo része fertézott maradt a GYSVd-1-gyel.

A novényi kemoterapiara hasznalt antiviralis szerek palettdja folyamatosan
boviil. A legelterjedtebben hasznalt ilyen szer a ribavirin, amelyr6l mar szdmos
publikécié sziiletett. A kutatok a zidovudin és a 2-thiouracil hasznalataval is értek el
jo eredményeket, de sz616 esetében még nem probaltak ki. A zidovudin alkalmasnak
bizonyult fokhagyma, &szibarack, burgonya ¢és mandarint fert6z6 virusok

eliminalédsara, a 2-TU pedig hatékony volt begdnia, burgonya és mandarin esetében.
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Atfogobb képet szerettem volna kapni arrol, hogy a ribavirin milyen
hatékonysaggal tudja eltdvolitani a sz6l0 virusokat és viroidokat, igy kezelést
végeztem tobb, kiilonbozd virussal fertdzott szolé fajta/klon nagyszamu in vitro
hajtasat felhasznalva. Ezen feliil zidovudin és a 2-TU kezeléseket tervezetem beéllitani
ugyanezen fajtakon, hogy a sz6l6virusok elleni hatékonysagukat vizsgaljam.

A ribavirin kezelések utan azt talaltam, hogy a kezelt genotipusokbdl nagy
hatékonysaggal képes eltavolitani a GFkV, GPGV és GRSPaV virusokat, mig a GVA
¢s a GLRaV-1 eliminalasaban joval gyengébben teljesitett. A GFLV eltavolitasa a
kisérlet végeztével teljesen sikertelennek bizonyult. A ‘Kadarka’ P131 A1 hajtdsok
nagy része elpusztult a kezelések hatasdra, de egy -eldgyokereztetési 1€pés
beiktatasaval 1ényegesen javitani tudtam a tulélési aranyukon.

A zidovudin egyik vizsgalt koncentracioban sem volt képes a tesztelt virusok
eliminalasara. A 2-TU a kisérletek soran rendekiviil fitotoxikusnak bizonyult. Habar a
hajtasok ttlélését a ribavirinnél is alkalmazott elégyokereztetéssel 1ényegesen javitani
tudtam, de az RT-PCR vizsgalatokat kovetden nem volt kimutathatd virusmentesitési
hatésa.

A kiilonb6zé mentesiti modszerekkel eldallitott egyedek virusmentességét
vizsgalni kell, amelyre az RT-PCR alkalmas modszer. A virusdiagnosztika eldtt egy
megfeleld referencia gént kell valasztanunk. Erre a célra konvenciondlisan hasznalt
referenciagén primerek vannak hasznalatban, amelyek azonban kizarélag exont
tartalmazo génszakaszra specifikusak. Munkam kovetkezd célja volt olyan
referenciagén primerek tesztelése, amelyek egy vagy tobb intront tartalmazo
génszakaszra specifikusak, igy haszndlatukkal elméletben elkiilonithetéek a gDNS és
cDNS eredetti fragmentumok. Elso 1épésben az aktin, EFla, GAPDH, PEP és tubulin
génekre specifikus primerek expressziojat teszteltem 24 szoldfajta levélmintain. Ezt
kovetden az aktin, EF1a és tubulin primerekkel tovabbi kisérleteket végeztem 12 fajta
in vitro levelének, szabadfoldi levelének és levélnyelének, valamint hancskaparékanak
tesztelésével. A primerek célszekvenciai nagyfokt konzervaltsagot mutattak az 6sszes
fajta és szovettipus esetében €s alkalmazasukkal egyértelmiien elkiilonithetdek voltak
a rovidebb cDNS eredetii fragmentumok és a nagyobb gDNS eredetli fragmentumok.
Ennek oka, hogy az mRNS érése soran az intronok kivagodtak, igy a cDNS mar nem
tartalmazza azokat. Ezekkel a primerekkel tehat a DNS-t és RNS-t is tartalmazo
mintakbol torténd cDNS szintézis sikeressége is igazolhatd koltséges DN-az enzimes

kezelések nélkiil.
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9. SUMMARY

Grapevine is a prominent horticultural plant also in Hungary and can be
infected by numerous pathogens like viroids, viruses, phytoplasmas, bacteria and
fungi. It is a vegetatively propageted plant, thus spread of the pathogens by the
propagation material poses a serious problem. As we don’t have any useful methods
to protect against the viroids and viruses in the vineyards we often have to apply
complicated tissue culture techniques in order to produce healthy propagation
materials. Meristem culture, somatic embryogenesis and plant chemotherapy are also
effectively applicable virus elimination methods.

The continuous monitoring and comparison of different virus elimination
methods is an important task. Several publications were born about the virus
elimination efficency of meristem cultures and somatic embryogenesis, but most of
them were performed with ELISA or RT-PCR. By the appearence of the small RNA
HTS there is an opportunity to simultaneously examine all the pathogens giving small
RNA based response presented in the cultivars. The next aim of my work was to
compare the virus and viroid elimination efficiency of meristem culture and somatic
embryogenesis using small RNA HTS. For this purpose I have performed experiments
with the two eximaned sanitation methods on two ‘Muscat Ottonel’ clones and on
“Trilla> and ‘Szirén’ cultivars. The results have shown that both methods were
successful in the elimination of GPGV, GRSPaV, GSyV-1 and GVT viruses and are
also applicable against HSVd and GYSVd-1 viroids. On top of that SE was effective
in the elimination of GFkV and GRVFV. Its virus elimination efficiency was most
frequently 100% and consistently outperformed that of meristem cultures. In the case
of viroids the result wasn’t that obvious, because most of the ‘Trilla’ individuals
regenerated by somatic embryogenesis remained GYSVd-1 infected.

The palette of the antiviral drugs used for plant chemotherapy is constantly
expanding. The most common one of these drugs is ribavirin about which numerous
publications were born. Scientists have also achieved good results using zidovudine
and 2-thiouracil, but nobody has ever tried them out on grapevine. Zidovudine proved
to be suitable for the elimination of garlic, peach, potato and mandarin infecting
viruses and 2-TU was effective in the case of begonia, potato and mandarin.

I wanted to obtain a more comprehensive picture of how effectively can the
ribavirin eliminate the grapevine viruses and viroids, so I have performed treatments

on high number of in vitro shoots of grapevine species/clones infected with different
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viruses. On top of that I was planning to set up experiments with zidovudin and 2-TU
on the same cultivars with the aim of examining their effects against grapevine viruses.

After the ribavirin treatments I have found that it can eliminate the GFkV,
GPGYV and GRSPaV viruses very effectively from the treated genotypes while it has
performed poorly in the case of GVA and GLRaV-1 elimination. The elimination of
GFLV was totally unsuccessful at the end of the experiments. A big portion of the
treated ‘Kadarka’ P131 A1 shoots have died as a result of the treatments, but by the
installation of a pre-rooting step I was able to improve their survival rate.

Zidovudine was unable to eliminate the tested viruses at any concentrations
examined. 2-TU proved to be very phytotoxic during the experiments. Although I was
able to improve the survival rate of the shoots with the pre-rooting step as seen in the
case of ribavirin but after the RT-PCR tests it had no detectable virus elimination
effect.

The virus-free status of the individuals produced by different sanitation
methods have to be monitored and for this purpose RT-PCR is a suitable method. Prior
to virus diagnostics we have to choose a proper reference gene. For this purpose
conventionally used reference gene primers are employed, however are exclusively
specific to exon-containing gene segments. The next aim of my work was to test
primers that are specific to gene segments containing one or two introns so in theory,
with their use it is possible to separate the fragments derived from gDNA and cDNA.
In the first step I have tested the operation of the primers specific to actin, EFla.,
GAPDH, PEP and tubulin on the leaves of 24 fieldgrown grapevine cultivars. Then
with the actin, EFla, and tubulin primers 1 have performed additional experiments
testing the in vitro leaves, fieldgrown leaves, petioles and wooden scrappings of 12
cultivars. The target sequences of the primers have shown high degree of conservation
among the tested cultivars and tissues and the shorter cDNA derived fragments were
clearly distinguishable from the bigger ones derived from gDNA. The reason of this is
that the introns are excised from the mRNAs during its maturing, thus the cDNA
doesn’t contain them anymore. So with these primers the success of the cDNA
synthesis from samples containing both RNA and DNA can be verified without

expensive DNase treatment.
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M2. A Kkiilonbozo szoveti eredetii mintakon végzett RT-PCR tesztek eredménye

az oligo(dT) primerrel szintetizalt cDNS-ekbd6l

In vitro levelek Szabadfoldi levelek

MO@1234567289101112 M©@1234567389101112

aktin »
—- peadporid i
- . - . o 4= 472 bp (cDNS)

4= 472 bp (cDNS)

EFla - 9 (EDNS)  EFg

579 bp (eDNS
493 bp (cDNS) - {

493 bp (CDNS

b GG B B e

—
-
.

. 4= 398 bp (2DNS) : 4= 898 bp (2DNS)
Szabadfoldi levélnyelek Szabadf6ldi hancskaparék
MO12345678910I1112 MO123456789I101112

aktin 664 bp (2DNS)

4= 472 bp (cDNS) aktin 472 bp (cDNS)

=579 bp (2DNS)

EFla 1 o & b & . 579 bp (eDNS)
493bp (eDNs)y  EFla

493 bp (cDNS)

4 898 bp (¢DNS)
tubulin 4= 437 bp (cDNS)

4= 898 bp (2DNS)
4= 487 bp (cDNS)

tubulin

Mintasor: M: molsuly marker, O: null kontroll, 1.-12.: ‘5C°, ‘SO4’, ‘G28’, ‘Bérner’, ‘Kévidinka’,
‘Sarfehér’, ‘Kadarka’, Zefir’, ‘Furmint’, ‘Esther’, ‘Ottonel muskotaly’, ‘Olasz rizling’

M3. A szomatikus embriogenezis és a merisztétma tenyészet Kisérleti

novényanyaganak szekvenalasi eredményei

, . Referencia Redundans Nem( Taldlatot adé Viralis genom
Virus/Viroid 5 redundans . 5 5
genom readek széma 5 contigok szama lefedettsége
readek szédma

GFkV NC_003347 56110 11424 1241 146 93,70%
GPGV NC_015782 2037 951 45 0 86,30%
. GRSPaV NC_001948 3091 1010 68 0 76,53%
°t'°"°':"'7‘_“;k°ta"’ GRVFV__| NC 034205 | 91300 5489 2019 85 76,99%
GSyV-1 NC_012484 13357 2096 295 36 69,91%
GYSVd-1 NC_001920 67315 2612 1488 6 98,13%
HSvd NC_001351 109371 3647 2418 1 100,00%
GFkV NC_003347 75260 17010 1600 184 98,14%
GPGV NC_015782 119694 15426 2545 134 99,89%
GRSPaV NC_001948 4352 938 93 0 74,50%
Ottonel muskotaly GRVFV NC_034205 92005 8533 1956 143 83,44%
H.14-1 GSyV-1 NC_ 012484 52835 7048 1123 145 98,08%
GVT NC_035203 2482 1029 53 0 69,96%
GYSVd-1 NC_001920 41871 2193 890 11 91,35%

HSvd NC_001351 118113 4677 2511 5 100%
GPGV NC_015782 124737 14225 1371 115 99,35%
GRSPaV NC_001948 4069 1137 45 0 79,74%
Szirén GSyV-1 NC_012484 53170 4968 584 74 97,14%
GVT NC_035203 2013 901 22 0 68,77%
GYSVd-1 NC_001920 8177 928 90 3 92,92%

HSvd NC_001351 44198 2373 486 2 100%
GPGV NC_015782 55198 9165 1532 79 99,09%
GRSPaV NC_001948 4037 1684 112 0 88,15%
Trilla GSyV-1 NC_012484 18149 3295 504 25 96,46%
GVT NC_035203 1193 630 33 0 60,01%
GYSVd-1 NC_001920 95156 3687 2640 3 95,21%

HSvd NC_001351 47580 2249 1320 2 100%
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M4. A kemoterapias kisérletek novényanyaganak szekvenalasi eredményei

. 4 ... Referencia Redunddns Nem redundans Talalatot ad6é Viralis genom
Fajta Virus/Viroid ; . L . 5
genom readek szama readek szama contigok szama lefedettsége
GPGV NC_015782 23995 3028 940 10 89,45 %
:rfehg GRSPaV | NC_001948 2054 458 80 2 29,39 %
sarfehér AL 1™ Gvsvd-1_| NC_001920] 35851 1638 1405 7 81,74 %
HSvd NC_001351 48754 1939 1910 4 100 %
GFLV NC_003623 20510 1229 1149 61 49,23 %
Furmint P51 GRSPaV | NC_001948 1694 411 95 4 24,14 %
UH2 GYSVd-1 [NC_001920 3016 341 169 4 77,66 %
HSvd NC_ 001351 32 21 1,8 1 59,47 %
GLRaV-1 [NC_016509 54480 9321 3486 113 72,63 %
dark GRSPaV [ NC_001948 6312 2984 412 9 87,45 %
Ka arAi P131 TGysvd-1 | NC 001920 6883 811 440 4 83,06 %
GYSVd-2 [NC_003612 1784 221 114 2 60,33 %
HSvd NC_001351 26975 2692 1726 4 100 %
GFkV NC_003347 101298 12805 5813 138 90,04 %
GLRaV-1 [NC_016509 131922 15820 7571 155 74,30 %
GPGV NC_015782 16126 3665 925 13 87,53 %
Furmint P51 GRSPaV | NC_001948 5427 2033 311 3 83,25%
Al GVA NC_003604 12262 1215 704 31 28,24 %
GYSvd-1 | NC_001920 6084 599 369 3 79,56 %
GYSVd-2 [ NC_003612 1124 158 65 1 63,64 %
HSvd NC_001351 18334 1147 1110 4 43,81 %
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MS. A 10 mg/l 2-TU-lal kezelt Sarfehér A1 hajtasok allapota a kisérlet kiilonb6zo
idopontjaiban

Gyokér nélkiili hajtasok ElGgyokereztetett hajtasok

e = | —

Mé6. A 10 mg/l-es 2-TU kezelésen atesett Sarfehér Al és Kadarka P131 Al
novények RT-PCR eredményei

M+ @1 234567 89101112 M+@ 1234567 89101112

I Ty————EE o [T . ., .,

M+ @ 13141516 17 18192021222324 M + 13 14 15
[ - ————— T

M+@ 1234567 89101112 M+@® 1234567 89101112

[ —— ———______[uy - ———————————

M+ @ 13141516 17 181920212223 24 M+ @ 13 14 15
[~ ———————————— [ €

Sarfeher Al mintasor: M: molsulymarker; @: null kontroll; 1.-8.: kezeletlen kontroll; 9.-16.:
elogyokereztetve kezelt ndvények (1 honap utan); 17.-24.: elégyokereztetve kezelt hajtasok (2 honap
utan).

Kadarka P131 Al mintasor: M: molsulymarker; O: null kontroll; 1.-3.: kezeletlen kontroll; 4.:
elogyokereztetés nélkiil kezelt hajtds (2 honap utdan); 5.-8.: elégyokereztetve kezelt hajtasok (1 honap
utan); 9.-15.: elogyokereztetve kezelt hajtasok (2 honap utdn).
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M7. A 20 mg/l-es 2-TU Kkezelésen atesett Sarfehér A1l novények RT-PCR
eredményei

GRSPaV

M+ @1 2345678

M+ @ 910111213141516

GPGV
M+@P1 2345678

< 411 bp

M + @ 910 111213141516

€ 411 bp

Mintasor: M: molsulymarker, +: pozitiv kontroll; O: null kontroll; 1.-8.: kezeletlen novények, 9.-16.:
elogyokereztetve kezelt névények (2 honap utan)

MS. A 20 mg/l-es 2-TU kezelésen atesett Furmint P51 UH2 névények RT-PCR
eredményei

GRSPaV

M+® 1 234 567 89101112

GFLV

M+® 12345678 9101112

—_—— | — — —— —_— [R—

R < 479 bp

- -

Mintasor: M: molsulymarker, +: pozitiv kontroll; O: null kontroll; 1.-6.: kezeletlen novények, 7.-12.:
elogyokereztetve kezelt névények (2 honap utan)
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