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1. BEVEZETES

A 57016t szamos patogén fertdzheti, koztiik a viroidok, virusok, fitoplazmak, baktériumok
¢s gombak is. A felsorolt csoportokba tartozd patogének koziil tobb latens formaban is fertzhet,
amely fert6zott szaporitoanyag hasznélata esetén eldsegiti terjedésiiket mas tlltetvényekre, ezért
kritikus fontossagl a patogéntesztelt szaporitdbanyag hasznalata. Jelenleg nem létezik megfeleléen
kidolgozott modszer arra, hogy az iiltetvényekben a szaporitéanyaggal terjedd korokozok altal
okozott betegségek megjelenése utan sikeresen tudjunk védekezni, igy sok esetben a fertézésekben
¢érintett tOkék kondicidja csokken, és ndvényegészségligyi vagy gazdasagi okok miatt gyakran
kivagasra keriilnek. Ezek a patogének komoly gazdasagi karokat okozhatnak, mivel a termés
mennyiségét €s mindségét is hatranyosan befolyasolhatjak. A gazdaséagi karok minimalizalasa
érdekében a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem SzOlészeti és Boraszati Intézetének
Kecskeméti Kutatoallomasanak jogelddjében mar a 60-as évektdl folyt meghatarozott virusok
kimutatasa biotesztek alkalmazasaval, majd ezt kdvette az adott virusoktol mentesitett kiindulasi
¢s prebazis allomanyok létrehozasa, amelyben Lehoczky Janosnak meghatarozo szerepe volt.
Ugyanitt napjainkban is magas mindségli szaporitdéanyag eldallitas, illetve patogéntesztelt
kiindulasi és prebazis dllomanyok fenntartasa zajlik izolalt és szabadfoldi koriilmények kdzott is.
A zarlati karositoktdl mentes statusz elérése fontos kritérium, hiszen ezen korokozok tiinetét
mutato fajtdk/klonok a Nemzeti Fajtajegyzékbe sem keriilhetnek be (87/2006. (XII.28.) FVM
rendelet). A munka éppen ezért nagy jelentdséggel bir, ugyanis a hagyomanyos ¢és molekularis
szelekcid soran kivalasztott, valamint keresztezéses modszerekkel eldallitott 11 fajtak gyakran tobb
virussal ¢és viroiddal is fert6zottek lehetnek, ami komoly tiinetek megjelenését is eredményezheti.

Az elmult évtizedekben a kutatok szamos modszert dolgoztak ki a kiilonb6z6 korokozok
kivitelezhetd melegvizes kezelés is alkalmas, mig a virusok és virodiok eltavolitasa csak
bonyolultabb szovettenyésztési modszerekkel érhetd el. Ilyenek a merisztéma tenyészetek, a
szomatikus embriogenezis és az ezeket kiegészitd kemoterapia is. Ezek az eljarasok mas és mas
mechanizmus alapjan hatnak, igy eltérd hatékonysaggal alkalmazhatok a kiilonb6z6 sz6ldvirusok
¢s viroidok eltavolitasara. A virusmentesitési protokollok fejlesztésére folyamatos igény van, akar
a felhasznalt szovettipusok milyensége, akar a felhasznalt antivirdlis szerek tekintetében. A
virusmentesitési folyamat hosszanak csokkentése fontos tényez0, ugyanis ezzel novelhetd az adott
id6intervallum alatt eldallithatd egészséges novényegyedek szdma is.

A merisztémak regeneracios ideje Iényegesen hosszabb, mint a nagyobb hajtascsticsoké,
igy utobbiak alkalmazasaval id6 sporolhatd, de ilyenkor kiillonbozd kiegészitd kezelések is
sziikségesek lehetnek. Ilyen a héterapia, a krioterapia vagy az antivirdlis szerekkel végzett

kemoterapia is. Az antivirlis szereknek a ndvényekre nézve sokszor negativ hatasaik is vannak
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(pl. klorézis, novekedésgatlas, pusztulds), amelyeket felhasznalasuk kozben figyelembe kell
megvalasztdsa is nagy koriiltekintést igényel. A szomatikus embriogenezis virusmentesitési hatdsa
bizonyitott, de a portok ¢és ovarium alapu tenyészetek létesitése csak a viragzatok meglétekor
kivitelezhetd és ha nem jarunk sikerrel, akkor méas modszerek alkalmazaséara van sziikség.

A kiilonb6z6 mddon regeneralt ndvényegyedek virusmentességét ellendrizni sziikséges.
Erre a célra az enzimhez ko6tott immunszorbens vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent assay —
ELISA) és a polimeraz lancreakcido (polymerase chain reaction — PCR) alapu moddszerek a
legelterjedtebbek. Utobbi esetében a ndvényegyedeinkbdl izolalt nukleinsav meglétérdl ¢€s
mindségérél meg kell bizonyosodnunk. Ehhez megbizhatd referenciagént kell valasztanunk,

amely eldzetes kisérletek elvégzését teszi sziikségessé.



A MUNKA ELOZMENYEL CELKITUZESEK

Munkdm egyik f6 célja volt a szdvettenyésztési modszerek és a patogénmentesitésben
felhasznalhat6 egyéb technoldgiai lehetdségek optimalis kombinacidjanak kidolgozésa. A
merisztéma tenyésztés és a szomatikus embriogenezis a korabbi RT-PCR és ELISA
vizsgalatok szerint hatékony virusmentesitési modszerek, de utobbi hatékonysagat
munkam megkezdésekor még nem vizsgaltak érzékenyebb technikék alkalmazéasaval, ezért
a szomatikus embriogenezis virus- ¢s viroidmentesitésben valé hatékonysagat terveztem
vizsgalni a kis RNS-ek nagy ateresztoképességili szekvenalasanak segitségével, ami igy
atfogobb képet adhat a mddszer jelentoségérdl. Ezen kiviil terveztem Osszehasonlitani a
két moédszer hatékonysagat is.

A 0,2 mm-nél kisebb sz016 hajtascstics-merisztémakbol csak 0,5-10%-ban regeneraldédnak
hajtasok. Tapasztalataink alapjan 2 mme-es in vitro hajtascsticsok regeneracios képessége
ezzel szemben akar 100% is lehet, de virusmentesitésre ez a méret onmagiban nem
alkalmas. Erre a problémara a szakirodalomban mar publikalt antiviralis szerek (pl.
ribavirin, zidovudin, 2-thiouracil) jo lehetdséget kinalhatnak, ugyanis alkalmazasukkal
kikeriilhetd a bonyolult és sokszor koriilményes merisztématenyészetek haszndlata.
Munkam kovetkezd célja volt tehat a ribavirin virusmentesitési hatdsanak vizsgalata nagy
szaml novényen, valamint, hogy elsdként kiséreljem meg a 2-thiouracil és a zidovudin
sz6l6 virusmentesitésére valo alkalmazasat.

A virusmentesitésen atesett novények tesztelése kulcsfontossagu, amire az RT-PCR
alkalmas modszer. Ehhez megfeleld6 mennyiségli és mindségli nukleinsavbol torténd
sikeres cDNS (copy DNS) szintézis sziikséges, igy lehetdség nyilik az RNS genommal
rendelkez6 kérokozok kimutatasara is. Ennek ellenérzésére szamos referenciagén primer
van hasznélatban, de ezek alkalmazasa soran nem egyértelmii a keletkezett PCR termék
eredete. Erre a célra olyan egy vagy tobb intront tartalmazd génszakaszra specifikus
haztartdsi gén primereket terveztem tesztelni, amik eltérd méretli fragmentumot
amplifikalnak a genomi DNS-r6l (gDNS) és a cDNS-r6l, hiszen az mRNS-ekbdl az érési
folyamat soran az intronok kivagddnak, mig a gDNS-rél az intronokat is tartalmazo,

hosszabb szakasz amplifikalodik.



ANYAG ES MODSZER

Felhasznalt novényanyagok

A szomatikus embriogenezis és a merisztéma tenyészetekkel kapcsolatos kisérletek
novényanyaga

Ennél a kisérletnél harom Vitis vinifera szol6fajtaval dolgoztam: Az ‘Ottonel muskotaly’
H.7-3 ¢és ‘Ottonel muskotaly” H.14-1 klénjaival, valamint ‘Trilla’> és ‘Szirén’ fajtakkal.
Merisztéma tenyésztéshez az in vitro novények hajtascsticsat, szomatikus embriogenezishez a

szabadfoldi novények viragzatabol izolalt portokokat hasznaltam fel.

Kemoterapias kisérletekhez felhasznalt novényanyag

Az antivirdlis szerekkel torténd kemoterdpia soran harom sz616 fajtdhoz tartozé klonokkal
dolgoztam, amelyek ndvényvonalait a virusfertézottségiik fiiggvényében valasztottam ki: A
‘Furmint’ P51 klén A1 és UH2 vonalaival, a ‘Kadarka’ P131 klén A1 vonalaval és ‘Sarfehér’ Al
vonalaval. A kivélasztott genotipusok virusfertézottségét a kisérlet kezdetén tiveghézi kiindulési
ndvények levelébdl vett mintdkon eldszor kis RNS szekvenalassal térképeztiik fel, majd RT-PCR-
rel is ellendriztem. Ezt kovetden a kiindulasi névények hajtasait feliileti fertotlenitést kdveton in
vitro kultarak létrehozasara hasznaltam fel. Az igy nevelt in vitro novényeket mikroszaporitottam,
majd a virusfertézottségiiket ujra ellendriztem RT-PCR-rel. A kiilonb6zd antiviralis szerekkel
torténd kezelést minden esetben a felsorolt klonok in vitro novényeinek 1-2 cm-es hajtasvégeit

felhasznalva végeztem el.

Referenciagénekkel kapcsolatos kisérletek novényanyaga

Ebben a kisérletben 24 (7 alany és 17 nemes) széldfajtaval 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-5BB’, (V. berlandieri x V. riparia) x V. vinifera ‘Georgikon 28°, V. riparia x V.
cinerea ‘Borner’, V. berlandieri x V. rupestris ‘Ruggieri 140°, V. berlandieri % V. rupestris
‘Richter 110°, ‘Kdvidinka’, ‘Sarfehér’, ‘Kunleany’, ‘Mikléstelep 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 invitro novények levele
e szabadfoldi novények levele és levélnyele

e szabadfoldi, nyugalmi allapotban 1év6 vessz6k hancskaparéka

Az in vitro kulturak létrehozasa
A folyamatot a begyijtott fajtak fas vesszdinek melegvizes kezelésével kezdtem, amelynek

soran 51 °C-on 30 percig inkubaltam azokat. Ezt kovetoen a vesszoket feldaraboltam és egyriigyes
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dugvanyokat készitettem beldliik. Ezeket gyokeresedés céljabol perlittel toltott mlianyag
poharakba dugvanyoztam ¢és csapvizzel ontoztem Oket. A riigyekbdl fejlodd zold hajtasok kb. 1
cm-es csucsait levalasztottam és 70%-os etil-alkohol oldatban torténd 30 mésodperces Oblitést
kovetden 8 percig natrium-hipoklorit tartalmt vizes oldatban (1% NaOCI és 0,1% Tween 20)
aztattam, majd haromszor steril desztillalt vizben lemostam azokat. Ezek utan a hajtasokrol szabad
szemmel nagyjabol 0,5 cm nagysagi  hajtdscsucsokat preparaltam és  ndvényi
ndvekedésszabalyozok (metatopolin - mT vagy benziladenin - BA) segitségével szarndvekedést
indukaltam fél mennyiségli makroelemet tartalmazéo MS (fél-MS) taptalajon. A hajtasokat
novekedéstiket kovetden hormonmentes MS taptalajra helyeztem gyokeresedés céljabol. Az in
vitro novények fenntartdsa fényszobai koriilmények kozott 25 °C-on tortént folyamatos, havi

rendszerességli mikroszaporitas kiséretében.

Kisérletek intront tartalmazo génszakaszra specifikus referenciagén

primerekkel

A referenciagénekkel kapcsolatos kisérletekhez el6szor a 78S rRNS-re specifikus primer
parral végeztem RT-PCR-t 24 szabadfoldi sz6l6 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 6sszehasonlitottam.

Ezutan 4 tovabbi, intront tartalmaz6 referenciagénszakaszra specifikus primer part (aktin,
EFla, GAPDH, tubulin) teszteltem ugyanezen 24 szdldofajtan. Ezt kdvetden a megbizhatoan
miik6doé primer parokat 12 szdléfajta kiilonbozé szdveteibdl szarmazd mintakon (in vitro levél,

szabadfoldi levél és levélnyél, hancskaparék) is teszteltem.

Alkalmazott virusmentesitési modszerek

Merisztéma kulturak

A 0,1-0,5 mm-es mérettartomanyba esé merisztémakat Petri-csészében 1évé 30 g/l
szacharozt és 1 mg/l mT-t tartalmazo fél-MS taptalajra helyeztem. A Petri-csészéket alufolidba
csomagoltam ¢és a merisztémakat 3 napig sotétben tartottam. A novekvd, de még gyokérrel nem
rendelkezd hajtasokat ugyanolyan Osszetételii, de mar csak 0,2 mg/l mT-t tartalmazé fél-MS
taptalajra helyeztem at, hogy a gyokeresedés megindulhasson. Ezt kovetden a gyodkeresedo,
fiiggetlen novényvonalakat hormonmentes 10 g/l szachardzt tartalmazé fél-MS taptalajra

helyeztem és szaporitottam.

Szomatikus embriogenezis
A szomatikus embriogenezis kivitelezése az Olah et al. (2009) altal leirt médon tortént. A

kisérletben részt vevo négy szabadfoldi anyandvény viragzatait feliiletileg sterilizaltuk a korabban
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mar az in vitro kultarak létrehozasanal leirt moédon. A virdgzatokat ezt kovetden felnyitottuk és a
portokszallal kapcsolt portokokat szilard, kalluszindukciés MST taptalajra helyeztiik, amely 0,05
mg/l thidiazuront (TDZ), 1,1 mg/l 2,4-D-t, 20 g/l szacharozt €s szilardit6 agensként 5 g/l agart
tartalmazott. A portok kultirakat ezek utan 24 °C-on, sététben inkubaltuk. Késébb az embriogén
jelleget mutato kalluszokat atraktuk 1 g/l aktiv szenet tartalmazé MSAc taptalajra, amely mar csak
10 g/l szacharozt és 3 g/l gelritet tartalmazott. Végiil a képz6dd embriokbol regeneralodo fiiggetlen
hajtasokat egyenként, ugyanezen MS téptalajra helyeztiik és szaporitottuk.

Novényi kemoterapia

A kiilonb6z6 antivirdlis szereket az 1. tablazatban feltiintetett koncentracidban
alkalmaztam a kivalasztott fajtdk/klonok hajtdsainak kezelésére. A kezelt novényekrdl ezt
kovetden 2 mm-es hajtascsucsokat valasztottam le és ezekbdl novényeket regeneraltam. Az igy
eléallitott novények levelébdl izolalt nukleinsavat felhasznadlva RT-PCR-rel teszteltem azokat a

kiindulasi anyagban korabban mar kimutatott virusokra/viroidokra.



1. tablazat: A kijelolt fajtak/klonok antiviralis szerekkel torténd kezelései

Fajta/kléon Kezelés Alkalmazott koncentracio
Ribavirin 25 mg/l
Sirfehér® Al Zidovudin 10, 20, 30, 40, 80, 120 mg/1
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 UH2| Ribavirin + Zidovudin 25 mg/l + 50 mg/1
GY + 2-thiouracil 20 mg/l
Ribavirin 25 mg/l
‘Kadarka® P131 Al GY + Ribavirin 25 mg/l
Zidovudin 50 mg/1
GY + 2-thiouracil 10 mg/l

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

Nukleinsav-izolalas és cDNS szintézis

A tesztelni kivant novényekbdl szarmazo szovetekbdl 50 mg-t hasznaltam fel nukleinsav
izolalasra. A folyamat sordn a Xu et al. (2004) altal leirt CTAB alapu médszert kovettem. A tiszta
nukleinsavat végiil 100 pl steril desztillalt vizben oldottam fel, majd felhasznalasig -80 °C-on
taroltam.

A ¢DNS szintézist a RevertAid First cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, #K1622)

felhasznalasaval kiviteleztem és a mellékelt protokoll alapjan dolgoztam.

Felhasznalt virusdiagnosztikai modszerek

RT-PCR

A PCR reakciot a DreamTaq DNA Polymerase Kit (Thermo Scientific, #EP0703)
felhasznalasaval végeztem el. A reakcidelegyet a gyartd leirdsa alapjan mértem Ossze. A
virusmentesitéssel kapcsolatos kisérletekhez mar bizonyitottan virusfertdzott novények cDNS-ét
hasznaltam pozitiv kontrollnak, mig nullkontrollként steril desztillalt vizet adtam a reakcidhoz.
Ezutan a mintdkat a PCR késziilékbe helyeztem, ahol a reakci6 az 2. tablazatban leirt ciklusokon

ment végig.



2. tablazat: Az RT-PCR programok lépései és idotartamuk

A patogének kimutatdsdt megelézéen a nukleinsav mindségének és a cDNS szintézis
sikerességének ellendrzésére a kisérletek soran tobb referenciagénre specifikus primer part is
hasznaltam, amelyek felsorolasa a 3. tdblazatban talalhato. Az aktin, EFlo, a GAPDH, PEP ¢és a
tubulin génekre olyan primereket hasznaltunk, amelyek egy vagy két intront tartalmazo

génszakaszra specifikusak (1. dbra)

Folyamat Homérséklet Idétartam (perc)
El6édenaturacid 94 °C 3:00
Denaturacio 94 °C 0:30
Primer kotédés 50-60 °C 0:30
Lanchosszabbitas 72°C 0:30-1:30
Végso lanchosszabbitas 72°C 3:00

3. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt referenciagén primerek

Primer neve

Szekvencia (5°-3°)

Referencia

18S rRNA_Fw CGCATCATTCAAATTTCTGC Gambino &
18S rRNS .
I8S rRNA 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 tartalmazo referenciagénszakaszokra specifikus primerek elhelyezkedése az érintett Vitis
vinifera kromoszomdkon.

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 helye az érintett kromoszomakon. A z6ld 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 szekvencidkon kiviil

esnek.

kis RNS-ek nagy ateresztoképességii szekvenalasa

Ehhez a szekvenalasi modszerhez eldszor kis RNS konyvtarakat kellett készitenem. A négy
liveghdzi anyandvényrdl fiatalabb és iddsebb leveleket, kacsokat és hajtascsucsokat szedtem le,
majd nukleinsav kivonast végeztem a Gambino & Gribaudo (2008) altal leirt mdédon.

A nukleinsav kivonast kovetden RNS mintakeverékeket (poolokat) hoztam 1étre, amelyek
minden ndvény esetében a kiilonbozd szoveti eredetli mintak keverékét tartalmaztdk egyforma
koncentracidban. A mintakat ezutan urea tartalmu (8%) poliakrilamid gélen futtattam, majd a kis
RNS frakciokat kivagtam és tisztitottam. A kis RNS konyvtar készitést innentdl az ,,Illumina

TruSeq Small RNA Library Prep Reference Guide (# 15004197 v02)” leirdsa alapjan végeztem el.
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Végiil kis RNS konyvtarakat szekvenalasra kiildtiikk. A szekvenaldst kdvetéen kapott FASTQ
kiterjesztésii fajlokat a CLC Genomics Workbench (Qiagen) program segitségével értékeltiik ki.
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EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A referenciagénekkel kapcsolatos kisérletek
Konvencionalis és intront tartalmazo referenciagén-szakaszra specifikus primer parok

A széleskorlien hasznalt 78S rRNS primer parral és az intronokat tartalmazé PEP
génszakaszra specifikus primer parral végezett RT-PCR-t kdvetéen elmondhatod, hogy utobbi
cDNS templat esetében egy rovidebb fragmentumot is amplifikdl, mivel a cDNS szintézis
templajat addo RNS érése soran az intronok kivagodnak. A gDNS eredetii fragmentum ugyanakkor
tovabbra is jelen van a gélen, mivel a cDNS szintézishez hasznalt mintaban 1évé maradék gDNS-

0l tovabbra is torténhet atiras (2. abra).

MO1 2345678 9101112131415161718192021222324

c¢cDNS (SRR YR PE TGN PP GEY P PP QI PEPIPIIIIN g 4 b

188 rRNS —

S e Gl B0 S B Gl bt beed bl bl bt bl bl el Gl Gl e b

PEP -

c¢DNS

G G G e e e b e e e e ) e e s e e e s e e CRET R
2. abra: A 18S rRNS és a PEP referenciagénre specifikus primerekkel végzett RT-PCR reakcio gélképe 24 sz610
levélminta genomi DNS-t és cDNS-t haszndlva templatként
Mintasor: M: molsuly marker, @: null kontroll, 1.-24.: ‘Teleki 5C°, ‘Telefi-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’

Intront tartalmazo génszakaszra specifikus referenciagén primerek tesztelése
kiilonboz6 eredetii szoveteken

A tovabbiakban 4 ujabb referenciagén primer par (aktin, EFla, GAPDH, tubulin)
mikodését teszteltem a 24 szoéldfajta levelének nukleinsav kivonatat hasznalva templatként. Azt
figyeltem meg, hogy mindegyik amplifikalta a megfelel6 gDNS eredetti fragmentumot, de mivel
a GAPDH primer par hasznéalatakor a vart gDNS eredetli fragmentum mellett megjelent egy
rovidebb, aspecifikus fragmentum, igy a tovabbi kisérletekbdl kizartam.

A harom megbizhatéan miikddo primer par (aktin, EF 1o, tubulin) mikodését ezt kovetden
12 fajta in vitro levél, szabadfoldi levél és levélnyél, valamint hancskaparék eredetli mintdin

vizsgéltam.
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In vitro levelek Szabadfoldi levelek

M O1 234567 89I101112 MO123456789I101112

s 4= 664 bp (SDNS) X
aktin 4= 472 bp (cDNS)  aktin

4= 472 bp (cDNS)

= 579 bp (gDNS)

EFla 493 bp (<DNS)

o= 493 bp (cDNS)  EFla

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

= 898 bp (2DNS)

tubulin
= 437 bp (cDNS)

tubulin

Szabadfoldi levélnyelek Szabadfoldi hancskaparék

MOI123456728910I1112 MO123456789I101112

aktin @= 64 bp (2DNS)

el ¢ 470 bp (CDNS)

4= 472 bp (cDNS)  aktin

g 579 bp (DNS)

EFla EFla e - - - 493 bp (CDNS)

4= 493 bp (CNS)

Ol 4= 898 bp (2DNS)
B R4 487 bp (cDNS)

4= 898 bp (eDNS)

tubulin =287 bp (DNS)  Tubulin

3. dabra: A kiilonbozo széveti eredetii mintakon végzett RT-PCR tesztek eredménye a random hexamer primerrel
szintetizalt cDNS-ekbol

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

A 3. é4bra alapjan kijelenthetd, hogy a tesztelt referenciagén primer parok mind a négy
szovettipus esetében atirtdk a cDNS eredetli fragmentumokat, igy alkalmasak a cDNS szintézis
sikerességének igazolasara. A gDNS eredetli fragmentumok tekintetében akadtak kiilonbségek,
mivel csak a tubulin primer par tudta azt az 6sszes mintabol amplifikalni. Az EF 1o primer par altal
esetenként atirt gDNS eredetii fragmentum nem volt jol elkiilonithetd a cDNS eredeti
fragmentumtol. Ennek oka az lehetett, hogy csak 1 rovid intront (86 bp) tartalmazod régiora
specifikus. Megemlitendd ugyanakkor, hogy a gDNS eredetli fragmentum megjelenése nem
esszencialis a ¢cDNS szintézis sikerességének igazolasahoz, hiszen a rovidebb fragmentum

hosszanak ismerete elégséges informacio annak beazonositasahoz.

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

A kivalasztott anyanovények virusdiagnosztikai vizsgalata

A kis RNS HTS ¢és az azt kovetd RT-PCR tesztek alapjan a kisérletre kijelolt szabadfoldi
anyanodvények (‘Ottonel muskotaly’ H.7-3, ‘Ottonel muskotaly’ H.14-1, ‘Szirén’, ‘Trilla’) tobb
virussal és viroiddal is fertézottek voltak (GFkV, GPGV, GRSPaV, GRVFV, GSyV-1, GVT,
GYSVd-1, HSVA).

A Kkijelolt fajtak virusmentesitése szomatikus embriogenezissel és merisztéma tenyésztéssel

A portokokbdl inditott szomatikus embriogenezis mind a négy fajta’klon esetében
sikeresnek bizonyult, mig a merisztéma tenyésztés a két ‘Ottonel muskotaly’ klon esetében nem
jart sikerrel. A regeneralt ndvényvonalak tesztelését kis RNS HTS-sel ¢és RT-PCR-rel is

elvégeztem (5. tdblazat)
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5. tablazat: A szomatikus embriogenezis és a merisztéma tenyészetek virusmentesitési hatékonysaganak 6sszegzése

FAJTA_  DIAGNOSZTIKAI VIRUSOK VIROIDOK
MODSZER MODSZER GFkV GPGV GRSPaV  GRVFV  GSyV-1 GYSVd-1 Hsvd
kis RNS HTS (pool) = n.t. - o = n.t. +
MO7_SE pool - n.t. - = - n.t. -
RT-PCR
egyedek | 7/7 | 100% nit. 7/7 | 100% 7/7| 100% | 7/7 | 100% n.t. 6/7 | 86% | 7/7 ] 100%
kis RNS HTS (pool) - - - - - - +
MO14_SE RT-PCR pool + -
egyedek | 8/8 | 100% | 8/8 | 100% | 8/8 | 100% | 8/8 | 100% | 8/8 | 100% | 8/8 | 100% | 6/8 | 75% | 8/8 ] 100%
kis RNS HTS (pool) n.t. - - n.t. + +
T_SE pool n.t. - - n.t. - - + +
RT-PCR
egyedek nt. 12/12 | 100% | 12/12 | 100% n.t. 12/12 | 100% | 12/12 | 100% | 1/12 | 8% | 10/12 l 83%
kis RNS HTS (pool) n.t. - + n.t. + +
T_ME pool n.t. - + n.t. - - + +
RT-PCR
egyedek nt. 3/5 l 60% | 2/5 l 40% nit. 5/5 Imo% 4/s ] 80% | o/s I 0% o/s l 0%
kis RNS HTS (pool) n.t. + n.t. + +
SZ_SE pool n.t. - + .t - + +
RT-PCR
egyedek nt 11/11 I 100% | 5/11 I 45% n.t. 11/11 I 100% | 11/11 l 100% | 9/11 I 82% | 9/11 l 82%
kis RNS HTS (pool) n.t. + + n:ts - + +
SZ_ME pool n.t. + + n.t. - + - +
RT-PCR
egyedek 0t 2/4 | 50% | 2/4 | 50% n.t. 4/4 | 100% | 2/4 | 50% | 4/4 |1oo% 2/4 I 50%

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 eredetti 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/0sszes tesztelt egyedet jelolik

A GFkV ¢és GRVFV virusok a regeneralt szomatikus embriogenezis (SE) eredetli
novényekbdl nem voltak kimutathatéak. A GSyV-1 eliminaldsa kiemelkedd hatékonysagu volt
mindkét modszer alkalmazédsaval, ugyanis sem az SE, sem pedig a merisztéma (ME) eredetli
novényekben sem voltak mar jelen. Ezen feliil mindkét moédszer alkalmazasaval sikeresen
eliminaltuk a GPGV, GRSPaV és GVT virusokat, valamint a Trilla ME vonalak kivételével a
GYSVd-1 és HSVd viroidokat is.

A két modszer hatékonysagdban azonban voltak kiilonbségek. A szomatikus
embriogenezis rendszerint feliilmulta a merisztéma tenyészetek virus- és viroidmentesitési
hatékonysagat és virusok esetében legtobbszor 100%-os hatékonysaginak bizonyult. Ez alol
egyedil a Szirén SE ndvények voltak kivételek, mivel esetikben a GRSPaV mentesitése
meérsékeltebb, 45%-os sikerrel zarult.

Viroidok esetében a szomatikus embriogenezis ugyancsak hatékonyabb mddszernek
bizonyult, de hatékonysaga nem mindig kozelitette meg a virusok esetében megfigyelt 100%-ot.
A Trilla SE egyedek 92%-a példaul fert6zott maradt a GYSVd-1 viroiddal, amely kiemelkedden

magas ardny, viszont a ME eredetli egyedei kozott egyetlen GYSVd-1-mentes sem volt.
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Kemoterapias kisérletek

A kemoterapias Kisérletek novényanyaganak virus- és viroiddiagnosztikai elemzése

A kiindulési névények (‘Furmint’ P51 Al és P51 UH2 klénjaival, valamint a ‘Kadarka’
P131 Al és ‘Sarfehér’ Al) virus- és viroid-fertdzottségi profiljat kis RNS HTS segitségével
készitettem el, majd RT-PCR-rel validaltam. Kimutattam a GFkV, GFLV, GLRaV-1, GPGV,
GRSPaV és GVA virusokat, valamint a GYSVd-1 és HSVd viroidokat is.

A ribavirin kezelés hatasainak vizsgalata a kijelolt fajtakon
A kezelt hajtasok tulélési aranya és a 2 mm-es hajtascsiicsok regeneracioja

A ribavirin kezelések (25 mg/1) soran a kezelt hajtasok ttlélési aranya 28,8 és 49,3% kozott
valtozott. A kezelt novényekrdl levalasztott 2 mm-es hajtdscsticsok regeneracios aranya 36 ¢€s
85,2% kozott volt, de fajtanként eltérének bizonyult. A legkedvezdtlenebb aranyok a ‘Kadarka’
P131 A1l klon esetében voltak megfigyelhetok, de a kezelésre kijelolt hajtdsok eldzetes
gyokereztetésével (0,8 mg/l IBA fél-MS taptalaj) sikeresen javitottunk az aranyokon (6. tablazat).

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

A 2 mm-es
hajtasokcsucsok
regeneracios aranya

A kezelést tulélé
hajtasok aranya

Kezelt hajtas tipus

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

Gyokér nélkuli hajtas

o 5 |i — 40/50 (80 %) 61/89 (68,5 %)

(T

LN

: +51,2% +32,5%
Gyokeresedd hajtas

A ribavirin virus-, és viroidmentesitési hatasanak vizsgalata a kezelt fajtakon
A ribavirin virusmentesitési hatdsanak vizsgéalata céljabol a kezelés utan regeneralt in vitro

egyedeket RT-PCR-rel teszteltem (7. tablazat).
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7. tablazat: Az egyes virusoktol és viroidoktol mentes egyedek ardnya ribavirin (25mg/l) kezelést kovetéen

Mentes/tesztelt Mentes/tesztelt

Virus/Viroid

egyed fajtanként egyed 6sszesen
GFkV Furmint PS1 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 %)

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

GPGV : /68 (97,1 %) 103/105 (98,1 %)

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

GRSPaV 4 /75._150%) 151/231 (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 PS1 A1 [0/46 (0 %)
Furmint P51 UH2 [0/41 (0 %)

GYSVd-1 | darka P131 AL 0/76  (0%) 0/251 (0%)
Sarfehér Al 0/68  (0%)
Furmint PS1 A1 [0/46 (0 %)

HsVd Kadarka P131 A1 [0/76 (0%)  |0/190 (0 %)
Sarfehér Al 0/68  (0%)

Azt talaltam, hogy a GFkV, GRSPaV ¢és GPGV eltavolitasa sikeres volt és magas
hatékonysagt (65-98%). A GLRaV-1 és a GVA esetében szintén regenerdltam virusmentes
novényeket minden fajta esetében, de kisebb ardnyban (4,1 és 6,5%). A GFLV fertézést a 41
tesztelt novénybdl minden esetben kimutattam, igy eltavolitasa a kisérlet végeztével sikertelennek
bizonyult. A GYSVd-1 és a HSVd viroidok tekintetében a nagy tesztelt egyedszam ellenére is
minden novény fertézott maradt a 25 mg/l-es ribavirin kezelést kovetden is.

A ‘Kadarka’ P131 Al esetében, ahol gyokereztetés nélkiili és eldgyokereztetésen atesett
hajtasokat is kezeltem, nem volt nagymértéki eltérés a GRSPaV-, és GLRaV-1-mentes novények
aranyaban, de a virusmentes egyedek szama az eldgyokereztetés utan kezelt hajtasok esetében
nagyobb volt (8. tdblazat). Ez tovabb erdsiti azt a megfigyelést, miszerint a ribavirin kezelésre
érzékenyebben reagalo fajtak esetében a hajtasok tulélése és a levalasztott 2 mme-es hajtascstcsok
regeneracidja eldgyokereztetéssel optimalizalhatd anélkiil, hogy a ribavirin kezelés

virusmentesitési hatékonysaga csokkenne.
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8. tablazat: Az egyes virusoktol/viroidoktol mentes Kadarka P131 Al egyedek aranya ribavirin (25mg/l) kezelést
kovetéen

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

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

A Kkijelolt fajtak zidovudinnal torténé kemoterapias kezelése

A zidovudint korabban nem alkalmaztak sz616 virusok elimindldséra, igy hatasat 10, 20,
30, 40, 80 ¢és 120 mg/l koncentraciokban teszteltem ‘Sarfehér’ Al hajtdsokon. Az Gsszes kezelt
hajtés tulélte a 3 honapos kezelést a kontroll hajtasokhoz hasonloan, ugyanakkor azt tapasztaltam,
hogy a 3 honapig tarté 120 mg/l-es zidovudin kezelés sem tudta elimindlni a GPGV és GRSPaV
virusokat. Ugyanezt az eredményt kaptam a GRSPaV és GLRaV-1 virusokkal fertdzott ‘Kadarka’

P131 A1 hajtasok 50 mg/l zidovudinnal torténd kezelését kovetden is.

A Kkijelolt fajtak ribavirinnel és zidovudinnal torténo kombinalt kezelése

Ehhez a kisérlethez olyan virusokkal fert6zott fajtakat valasztottam, amelyeket korabban
kizar6lag ribavirin hasznélataval nem, vagy csak nagyon ritkdn tudtam eliminédlni. Ennek
érdekében a ‘Furmint’ P51 klon Al és UH2 vonalait kezeltem 25 mg/l ribavirinnel és 50 mg/I
zidovudinnal. Az RT-PCR tesztek alapjan elmondhato, hogy a ribavirin és a zidovudin kombinalt
hasznalata nem vagy nem jelentds mértékben eredményezte a virusmentes egyedek aranyanak
novekedését a csak kizardlag ribavirinnel torténd kezelésekhez képest. Regenerdlni tudtam
azonban GFLV-mentes ‘Furmint’ P51 UH2 és GYSVd-1-mentes ‘Furmint’ P51 Al ndvényeket,

amit korabban csak ribavirint alkalmazva nem tudtam elérni.
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A Kijelolt fajtak 2-thiouracillal torténd kemoterapias kezelése

A Sérfehér’ A1 2-TU-lal torténd kezelése soran azt figyeltem meg, hogy mar az 5 mg/l-es
koncentracio is révid idon beliil a kezelt hajtdsok pusztulasat okozta. A 2-TU kezelésre kijelolt
hajtasok elogyokereztetése (0,8 mg/l IBA) ebben az esetben is jelentOsen javitotta azok talélési
aranyat (<75 %). A kezelt novényekrdl levalasztott 2 mm-es hajtascsucsokbol felnevelt novények
viszont kivétel nélkiil fert6zottek maradtak a GPGV és GRSPaV virusokkal a 2 honapig tartd 10
és 20 mg/l-es 2-TU kezelés utan is. A ‘Furmint’ P51 UH2 és a ‘Kadarka® P131 A1 ndvényeken
végzett kisérletek soran ugyancsak minden egyed fertézott maradt a kordbban kimutatott

virusokkal.
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KOVETKEZTETESEK ES A JAVASLATOK

A szomatikus embriogenezis a jelen kutatasban elvégzett kis RNS HTS vizsgalatok alapjan
is alkalmas virus-, és viroidmentesitési modszer, amely jol kiegésziti a korabbi RT-PCR és ELISA
alapu vizsgalatok eredményeit. A szomatikus embriogenezis hatékonysaga rendszerint feliilmulta
a merisztéma tenyészetekét €s 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 klonok). A ‘Trilla’ SE vonalak nagy aranyt GYSVd-1 fertdzottsége
azonban arra enged kovetkeztetni, hogy az ezen viroidot tartalmazo kallusz sejtekbdl konnyebben
fejlodhet embrid, mint a virusokkal fertdzottekbol. Ezen megallapitas megerdsitéséhez azonban
tovabbi, més genotipusok viroidfertézottségét vizsgald kutatasok is sziikségesek lehetnek. A
szomatikus embriogenezis jelen kisérletben sikeresen kivitelezhetd moddszer volt mind a 4
genotipus esetében, ellentétben a merisztéma tenyészetekkel, de ez nem jelenti azt, hogy kevésbé
lenne genotipusfiiggd modszer. A szomaklondlis variabilitds okozta genetikai eltérések a
kiinduléasi anyagokhoz képest valds €s mas mentesitési modszerekhez képest gyakoribb veszélyt
jelenthetnek, igy a regeneralt egyedek legalabb ampelografiai szempotok alapjan torténd
vizsgalata indokolt lehet a virusmentesitési folyamatokat kovetden is, hogy az egyértelmii eltérést
mutato egyedek szelekcidja megtorténhessen.

A GRSPaV ¢s GVT virusok kimutatdsanak nehézsége a szabadfoldi novényekben azt jelzi,
hogy a kis RNS HTS alapu protokollok tovabbi finomitasra szorulnak, annak ellenére, hogy
ugyanezen virusok kimutatdsa az iiveghdzi €s in vitro novényekbdl nem {itkozott hasonld
problémaékba. 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 alapt rutinszerli viruskimutatas ideje még nem érkezett
el. Amellett azonban nem lehet elmenni, hogy az 0j, eddig nem azonositott korokozok
kimutatdsaban kiemelkedd sikereket értek el alkalmazéasaval.

A ribavirinnel folytatott kezelések soran a GFLV elimindldsa sikertelen volt, amire
magyarazatot adhat, hogy ez nem egy floémre korlatozott virus. A kezelt névények 2 mm-es
hajtascsicsa ennek megfeleléen nagyobb eséllyel maradhatott fertézott. 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-t6l. A ‘Kadarka’ P131 klon esetében
beiktatott eldgyokereztetd 1épés jelentés mértékben javitotta a ribavirin kezelés alatt 4116 hajtasok
tulélési aranyat, amit késobb a 2-thiouracil kezelések soran is alkalmazni tudtunk. Ez 1j
lehetdségeket nyithat az erds fitotoxicitdst mutatd potencialis antiviralis szerek alkalmazasaban.
Ennek oka lehet, hogy az igy eldgyokereztetett hajtasok, mar gyokéren keresztiil, lassabban tudtak

felvenni a ribavirint, mint a szarukon friss vagast viseld hajtasok, igy vegyszer negativ hatisai sem
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olyan intenzitassal érték azokat. Elképzelhetd, hogy egyéb, védelmi funkciot is ellatd metabolitok
(pl. szalicilsav, jazmonatok, antioxiddnsok) is nagyobb mennyiségben halmozddtak fel ezen
hajtasokban, de ennek kimutatdsara tovabbi, novényélettani vizsgalatok elvégzése lenne
sziikséges.

A 2-thiouracil ¢és a zidovudin 6nmagukban nem voltak alkalmasak sz6l6 virusok
eliminalasara tobb honapos kezeléseket kovetden sem. Fontos megjegyezni azonban, hogy az
alkalmazott kezelések virustiterre gyakorolt hatdsat nem vizsgaltuk, igy nem jelenthetd ki
altalanosan, hogy az ne csokkent volna. Indokolt lenne tehat ezen szerek virusmentesitési
hatdsanak vizsgalata mas diagnosztikai modszerek, pl. RT-qPCR alkalmazasaval is. Erre utalhat
az is, hogy a ribavirin €s a zidovudin kombinalt alkalmazasa lehet6vé tette egy GYSVd-1 és egy
GFLV fert6zéstdl mentes vonal regeneralasat is, amit korabban egyetlen szer alkalmazasaval nem
tudtam elérni.

Az elvégzett kisérletek alapjan alapveto tanulsag, hogy mivel a kiilonb6z6 virusmentesitési
modszerek eltérd mechanizmusok alapjan hatnak, igy hatékonysaguk is eltéré az egyes fajtak és
virusok tekintetében is. Javasolt lehet tehat tobb moddszer parhuzamos alkalmazésa, azok
optimalizalasa, illetve kombinalasa annak érdekében, hogy a lehetd legrovidebb id6 alatt jussunk
virusmentes szaporitéanyaghoz.

A RNS gemommal rendelkezé korokozok kimutatasat megelézé cDNS  szintézis
sikeressége kulcsfontossagli a nukleinsav alapi diagnosztikai modszereknél. Tobb nukleinsav
kivonasi protokoll esetében is el6fordulhat azonban, hogy a mintak maradék genomi DNS-t
tartalmaznak, igy a konvencionalis referenciagén primerek fals-pozitiv eredményt adhatnak az
RT-PCR-t kdvetden. Az intronokat tartalmazd génszakaszra specifikus primerek jo alternativat
kinalnak erre. Koltséges RNS izolald Kit-ek és DNaz kezelés nélkiil is igazoljak sikeres cDNS
szintézist. Amennyiben azonban a gDNS ¢és c¢DNS eredetli fragmentumok egyértelmii
szeparalodasat szeretnénk latni a gélelektroforézist kovetden, tigy a tobb és/vagy hosszabb intront
tartalmazd génszakaszokra specifikus primer parok alkalmazasa célszeri. A jovében a doktori
dolgozat keretén beliil vizsgalt haztartasi géneken kiviil a szintén széleskoriien célzott UBQ, a
PP2A (Protein Phosphatase 2A) vagy akar a CYP (Cyclophilin) gének intront tartalmaz6 régidira
tervezett primerek tesztelése hasonld koriilmények kozott jo kutatasi alapot nyujthat, de a mar
tesztelt primer parok kiprobaldsa stresszhatasnak kitett sz610novénybdl szdrmazd mintakon is jo
kutatasi irany lehet, mivel pl. a tubulin gén ho- és szarazsagstressz alatt instabilabb eredményt
adhat (Gu et al. 2011). Mindezek figyelembevételével az efféle, 0j primerek szdmanak novelése
hasznos eszkoztarat biztosithat a valtozatos koriilmények kozott végzett diagnosztikai
vizsgélatokhoz, legyen szo akar a vegetativ, akar a nyugalmi idészakban megszedett mintak

tesztelésérol.
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1.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A szomatikus embriogenezis szOl6 virus-, és viroidmentesitési hatékonysagat elséként
vizsgaltuk meg kis RNS-ek nagyateresztoképességli szekvenalasaval. Az ‘Ottonel muskotély’
klonok, valamint a ‘Trilla’ €és ‘Szirén’ fajtdk esetében is kiemelkedd virusmentesitési
hatékonysaggal birt, mig a viroidok eltavolitdsaban kevésbé volt hatékony. Elsdként
publikaltuk tovabba az eredményt, miszerint a szomatikus embriogenezis hatékony a GPGV,

GSyV-1, GRVFV ¢és a GVT virusok eltavolitasara is.

Az antiviralis kezelések soran azt talaltuk, hogy a kezelni kivant hajtasok 0,8 mg/l IBA-val
torténd 1-2 hetes elégyokereztetésével 1ényegesen ndvelhetd a ribavirin (és 2-thiouracil)
kezelést tuléld hajtasok szama, illetve a kezelést kdvetden levalasztott 2 mm-es hajtascstucsok
regeneracidos aranya is. Mindemellett a ribavirin virusmentesitési hatdsa tovabbra is

megmaradt.

Az altalunk els6ként alkalmazott intron(oka)t tartalmazé génszakaszra specifikus aktin, EFla,
PEP ¢és tubulin primerek hasznalataval sikeresen el tudtuk kiiloniteni a genomi DNS-16l és a
cDNS-r6l amplifikélt fragmentumokat 24 szo6léfajta (alany, nemes, fehér és kék fajtak)
levélmintdjanak esetében. Ezt kovetden az aktin, EF1a és tubulin primer parokkal 12 szdl6fajta
eltérd szoveteibdl (levél, levélnyél, hancskaparék) szarmazod mintdk esetében is megtettiik
ugyanezt, amely eredmény ezen primerek megbizhatosdgat mutatja ¢€s alkalmazasukkal

egyértelmiien igazolhat6 a sikeres cDNS szintézis.
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