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A kilonféle novényfajok steril in vitro kulturaba vondsanak elsé kritikus eleme az
explantatumnak szant novényi szervek, szovetek feliileti fert6tlenitése. Neheziti a feladatot, ha
valamilyen koérokozoval fertézott novényi rész tenyészetét szeretnénk gy kialakitani, hogy a
korokozé is fennmaradjon. A leggyakoribb eljards az oxidaléo hatast vegyiiletekkel
(hipokloritokkal) torténd fertStlenités. Ez legtobbszor hatékony, hasznalata utan a ndvényi
szovetek, szervek altalaban steril novénnyé regeneralddnak. Ugyanakkor a novénykorokozo
gombak felszini strukturdi is elpusztulnak, sét pl. a hausztériumok mentén beszivargd
fertdtlenitdszer e képletek mellett a levél mezofillumat is karosithatja.

2011-ben 1j, az eddigiektdl eltéré hatasmechanizmusu fert6tlenitdszer keriilt forgalomba,
amelynek hatéanyaga kiilonlegesen tiszta, stabil klor-dioxid. E vegyiiletre a kiilonféle
szervezetek érzékenysége kiilonbozo, erdsen fligg a sejtmérettdl is, igy joggal reméltiik, hogy a
baktériumok elpusztitasa mellett ép gombaelemek maradnak a bioldgiai rendszerben s igy obligat
biotrof parazita gombakkal fert6zott, de mas mikroorganizmusoktdl mentes ndvénykultarakat
nyeriink.

A klor-dioxidos fert6tlenités eredményességi adataibdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
a fertdtlenités hatékonysaga altaldban megegyezik a kalcium-hipokloritos fertdtlenités
hatékonysagaval, egyes esetekben (pl. nem sima felszinii magvak) elmarad attol.

A készitmény kiméletességét bizonyitja, hogy mindharom kisérletbe vont gazda-parazita
kapcsolatban levé noévényfajbol sikeriilt in vitro kultirat inditani, igaz nagyon eltérd

hatékonysaggal.
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A kisérletek eredményeképp olyan obligat biotrof parazitakat vizsgalhatunk akar biokémiai,
akar molekularis genetikai célbol, amelyeknél a vizsgalatokat nem zavarjadk mas

mikroorganizmusok, ill. ezek genetikai elemei, enzimei, masodlagos anyagcseretermékei.

Kulcsszavak: feliileti fertétlenités, in vitro szervkultura, klor-dioxid, obligat parazita

Abstract

Surface disinfection procedure is the first critical step to establish sterile in vitro culture of
plants. To make this task more complicated, sometimes we need to develop co-cultures of some
plants and pathogens. The most common procedure is using oxidizing compounds (e.g.
hypochlorites), which are effective disinfectants, so explants are able to regenerate into sterile
plants. These treatments destroy fungal elements on the plant surface but infiltration of
disinfectant along the haustoria can damage the mesophyll cells too.

In 2011, a new disinfectant product became available with a new mechanism of action. Its
active ingredient is extremely clean, stabil chlorine dioxide. The sensitivity of organisms to this
substance varies greatly and is strongly dependent on the cell size. Chlorine dioxide was
expected to eliminate contaminating bacteria without destroying fungal structures on plant
surfaces, and, thus, providing clean co-cultures of the host plant and a parasitic obligate
biotrophic fungus inside the plant tissues.The disinfecting effectiveness data of chlorine dioxide
showed that its performance was comparable to the disinfection efficacy of calcium hypochlorite,
although in some cases (e.g. seeds with scabrous surface) it lagged somewhat behind.

The gentle effect of the product was proved by the facts that all three plant species infected
with obligate biotrophic parasites survived disinfection treatment with chlorine dioxide and
viable in vitro cultures have been established, albeit with different efficiencies.

The conclusion is that disinfection with chlorine dioxide enables us to investigate biochemical
or molecular genetic parameters of obligate plant parasites without the risk of contaminations
deriving from genetic elements, enzymes or secondary metabolites of other unwanted

microorganisms.
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Bevezetés

A kiilonféle novényfajok steril in vitro kultiraba vonasanak (,,inditas”) tobb kritikus eleme
van, az elsd ezek koziil az explantatumnak szant ndvényi szervek, szovetek feliileti ferttlenitése.
Tovabb neheziti a feladatot, ha valamilyen korokozoval fertézott egyiittes tenyészetet szeretnénk
kialakitani. Novényvirussal, viroiddal, fitoplazmaval fert6zott novények feliileti fert6tlenitése
nem tér el 1ényegesen az egészséges novényekétol (Toth, 2000). Baktériummal, vagy nekrotrof
gombaval val6 fert6zottség esetén altalaban nem lehet egyiittes kulturat eldallitani, mivel ezek a
szervezetek a taptalajon erételjesen novekedni képesek és eldbb-utobb elpusztitjak a ndvényi
tenyészetet. Az obligat biotrof parazita gombakkal fert6z6tt novények esetében az adja a feladat
nehézségét, hogy a hagyomanyos, drasztikus hatasu fertotlenitdszerek alkalmazésa elpusztitja a
gombat a filloszféra egyéb organizmusaival egyiitt. A leggyakoribb eljaras szerint az oxidald
hatasu vegyiiletekkel (natrium-, vagy kalcium-hipokloritokkal) torténé fert6tlenités hatékony,
noha esetenként a ndvény is kdrosodik. Az életben maradd merisztematikus szovetek ¢és
szervprimordiumok 4ltaldban steril novénnyé regenerdlodnak. A felszini gombaelemek
elpusztulnak, s6t a hausztoriumok mentén beszivargd fertdtlenitészer e képletek mellett a levél
mezofillumat is karosithatja.

2011-ben 1j, az eddigiektdl eltéré hatdasmechanizmust fert6tlenitdszer keriilt forgalomba. A
kiilonlegesen tiszta, stabil klor-dioxid oldat elsésorban a fogorvoslasban hasznalatos, de kedvezd
tulajdonsagai miatt egyre tobb teriileten valik be, igy indokolt a ndvény-biotechnologiaban
torténd kiprobalasa is. A klor-dioxid csak négy aminosavval (a két kéntartalmi aminosav, a
cisztein €s a metionin, tovabba a tirozin és a triptofan) 1ép reakcioba, azokkal viszont igen
gyorsan. Fert6tlenitd hatdsa ezen reakcioknak tulajdonithatd. A kiilonféle szervezetek
érzékenysége kiilonbozo, erdsen fiigg a sejtmérettdl is (Noszticzius és mtsai, 2013), igy joggal
remélhettiik, hogy a baktériumok elpusztitisa mellett ép gombaelemek maradnak a bioldgiai
rendszerben s igy obligat biotrof parazita gombékkal fertézott, mas mikroorganizmusoktol

mentes ndvénykultirakat nyeriink.

Anyag és modszer

Az eldkisérletek soran a kiilonlegesen tiszta, stabil klor-dioxid oldat (Solvocid, Solumium Kft.
Budapest) kiilonféle koncentraciodit teszteltiik, 0,1; 0,33; 0,5; 0,66; 1,0 % (v/v, a készitményre
vonatkoztatva). Az oldatokhoz 0,1 % (v/v) Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA) detergenset is adtunk. A kontroll kezelésekben 7,0 % (m/v) kalcium-hipoklorit (Sigma-
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Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) + 0,1 % Tween 20 oldat szerepelt. A behatasi id6 minden
esetben 15 perc volt.

A klor-dioxidos kezelés utan nem, vagy csak egyszer oOblitettiikk a novényi részeket steril
desztillalt vizzel, a kalcium-hipokloritos kontroll kezelések utan pedig haromszor.

Az eldkisérletek eredményei alapjan a fokisérletekben a 0,33 %-os (v/v) oldatot hasznaltuk.
Mivel a készitmény 3300 mgL™' hatéanyagot tartalmazott, igy az altalunk valasztott oldat 11

A fert6tlenitési procedira utdn a ndvényi szerveket lamindris boxban, steril papirvattan
megszaritottuk, majd 10j szovet-metszlapokat készitettink és Murashige-Skoog, vagy
pmolm s fotonfluxus-on (kb. 2500 lux) neveltiik a ndvényeket, 16 6ra megvilagits, 8 ora sotét
fotoperiodus mellett, 23 °C hémérsékleten.

Az alabbi novényfajokon, illetve novény-koérokozd kapcsolatokon vizsgaltuk a klor-dioxid

oldat fertGtlenité hatasat és a korokozoé tulélését:

NOVENYFAJ OBLIGAT BIOTROF PARAZITA NOVENYI SZERV
Bab babrozsda magonc hajtascsucsok  1-3
(Phaseolus vulgaris L.) Uromyces appendiculatus F. Strauss lomblevéllel
cv. Orinoco (2 x20-20 db)
Sz616 sz616lisztharmat z61d hajtasdarabok,
(Vitis vinifera L.) Erysiphe necator Schwein. 10-10 db
540-es jelii vonal
Paprika paprikalisztharmat kifejlett levelek,

(Capsicuum annum L.)

cvs. L3; Total; Kard

Leveillula taurica (Lév.) G. Arnaud

24 sorozatban §sszesen 500

levél

Fekete bodza
(Sambucus nigra L.)

klonok és cv. Sampo

z61d hajtascsucsok,
Osszesen 94 db

a kontroll kezelés 82 db

Sajmeggy x vadcseresznye hibrid
Ma x Ma 14 (Prunus mahaleb L. x
P. avium L.)

félfas hajtasdarabok,
Osszesen 62 db

a kontroll kezelés 49 db

Réti szegfii

(Dianthus deltoides L.) - 30-30 mag
Kozonséges buza

(Triticum aestivum L.) - 4 x 10-10 szem

cv. Buzogany
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Eredmények

A bab-babrozsda rendszerben a klor-dioxid hatékonysaga megegyezett a kalcium-hipokloritos
fertotlenitésével. Két kisérletsorozatban, 20-20 levélbél minddssze 1-1 szaprofiton gomba
novekedése volt megfigyelhetd. Jelentds kiilonbség volt a babrozsda tulélését illetden: mig a
klor-dioxidos kezelés egyaltalan nem karositotta a leveleket és 6 nap elteltével tomeges
uredospora szorddas volt tapasztalhatd, addig a kalcium-hipokloritos fertétlenités 1-4 mm-es,
fehér nekrotikus levélfoltokat okozott és levelenként csak néhany rozsdapusztula képzddott.

A sz0616-sz616lisztharmat kapcsolatban a klor-dioxid hatékonysaga szintén megegyezett a
kalcium-hipokloritos kezeléssel, valamennyi szerv steril lett (10/10). Két alvoriigy kihajtasa
nyoman észleltiink az in vitro leveleken lisztharmat-fertdzottséget. A korfolyamatban béségesen
keletkeztek konidiumok, amelyek steril ecsettel torténd atvitel nyoman fertézoképesek voltak.
Egyéb mikroorganizmus nem volt kimutathato.

A paprika-paprikalisztharmat kapcsolat kisérleteiben jellemzé volt, hogy mindkét
fertdtlenitészer hatékonysdga nagyban fiiggbtt a kiinduldsi ndvényanyag mindségétdl, azaz
fajtajatol, a levelek koratol, évszaktol, turgortdl és mas, ismeretlen tényezoktél. Ennek
megfelelden a 24 kisérletben vizsgalt 16-24 db (6sszesen 500 db) levélen tapasztalt fertGtlenitési
hatasfok a 0-100 % kozott valtakozott. A kalcium-hidroxid alkalmazasakor megfigyelhetd volt,
hogy a lisztharmatos foltok barna nekrotikus levélfoltokka valtoztak s ezekbdl sohasem fejlédott
ki a lisztharmat in vitro. A klor-dioxidos kezelések nyoman sterilnek bizonyuld levelek
(atlagosan 20 %) altalaban 3 hétig voltak életben tarthatok in vitro. Ez éltalaban nem elegend6 a
lisztharmat telepek ujrafejlodéséhez. Minddsszesen 4 levél esetében sikeriilt 4 hét utan a
lisztharmat konidiumképzéséig eljutni.

A fekete bodza hajtasok fert6tlenitési eredménye hasonlo: a klor-dioxidos kezeléssel 6,3 %
maradt fertdzott (6/94 db), a kalcium-hipokloritos kezelésnél pedig 12,1 % (10/82 db).

Az MI14 Prunus-hibrid esetében is a kalcium-hipokloritos kezelés bizonyult kissé
elénytelenebbnek: 75 % maradt fert6zott (37/49 db), mig a klor-dioxidos kezelésnél ez az érték
70 % (44/62 db).

A réti szegfli magjai konnyen sterilizalhatok: a klor-dioxidos kezeléssel 3 % maradt fert6zott
(1/30 mag), mig a kalcium-hipokloritos kezelésnél ez az érték 0 % (0/30 mag).

A buzaszemek esetében is jO hatékonysagot lehet elérni mindkét fertdtlenitészerrel: a klor-
dioxidos kezeléssel 2 szem maradt fertdzott a 4 x 10 szemet tartalmazd kezelés egyik

ismétlésében (5 %), a kalcium-hipokloritos kezelésnél ez az érték 0 % (0/4 x 10 szem).



Toth Endre Kristof és Kiss Levente

Megvitatas

A klor-dioxidos fert6tlenités eredményességi adataibdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
a fertétlenités hatékonysaga altaldban megegyezik a kalcium-hipokloritos fertStlenités
hatékonysagaval, egyes esetekben (félfas szar, nem sima felszinli magvak) elmaradhat attol.
Ugyanakkor minden esetben megmutatkozott a kiméletessége, azaz a 11 mgL™” klor-dioxid
hatdéanyag koncentracidé mellett, 15 perces behatési id6 esetén a ndvényi részek egyaltalan nem
karosodtak.

A készitmény kiméletességét bizonyitja, hogy mindharom kisérletbe vont gazda-parazita
kapcsolatban levé novényfajbol lehetett in vitro kultirat inditani, igaz nagyon eltérd
hatékonysaggal. A babrozsdaval fert6zott novényekbdl sikeriilt nagy mennyiségi steril
uredosporat nyerni az uredotelepek in vitro felszakadasat kovetéen. Lényeges, hogy az
inokulacio utan 3-4 nappal torténjen a levél feliileti fertStlenitése, amikor az epidermisz még nem
szakad fel. A sz6l6-sz6l6lisztharmat kapcsolat esetében a remélt modon 2 hajtidsdarab
alvoriigyeiben maradt életképes gomba-micélium, igy az alvoriigyek in vitro kihajtasa utdn a
novénykék levelei lisztharmat-fertézottek lettek. Steril ecsettel a gomba atvihetd volt Sarfehér
fajtaju in vitro sz6l6ndvényekre. A legnehezebb feladat a paprikalisztharmattal fert6zott in vitro
paprikandvények eldallitdsa volt. A Leveillula taurica hemiendoparazita, tehat joggal
reménykedtiink, hogy a feliileti fert6tlenités utan a taptalajra helyezett izolalt leveleken a gomba
ujraképzi felszini telepeit. A nehézséget itt az okozza, hogy a paprikandvény szovettenyésztése
tobb szempontbol problematikus. A fertétlenitett, izolalt leveleket legtobbszor nem sikeriil addig
¢életben tartani, ameddig a gomba konidiumképzése beindulhatna. Az 500 izolalt levélbdl ez
minddssze 4 esetében sikeriilt, a keletkezett konidiumokbdl steril ecsettel sikeriilt atvinni steril in
vitro paprikamagoncokra a lisztharmatgombat. Ezeken azonban csak igen kevés konidium
képzddott, mivel e ndvények juvenilisek, a paprikalisztharmat viszont a mar generativ stddiumba
keriild paprikandvényeken tud jol szaporodni. Iddig a vilagon csak 1-2 paprika genotipust
sikeriilt az in vitro viragzasig eljuttatni, tehat e bioldgiai rendszer fejlesztésekor a paprika in vitro
kondiciojat kell sikeresen javitanunk s nem a fert6tlenitési technologian.

A klor-dioxidos fertdtlenités tovabbi eldnye, hogy — mivel a klor-dioxid illékony — altalaban
nem sziikséges steril vizzel oObliteni a fertStlenitett ndvényi részeket, elég steril papirvattan
megszaritani. Kevésbé ismeretes, hogy a hagyomanyos fert6tlenitdszerek utan sziikséges 3-5
alkalommal torténd steril vizes 0Oblités az egyik jelentds hibaforrasa ezen -eljarasoknak.

Kiilonésen megmutatkozik ez akkor, amikor egyidejlileg kell nagyszamu klont, vagy kiilon
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kezelendd magoncot inditani, ilyenkor nagyon sok, steril vizzel tolt6tt edényt sziikséges a
laminaris boxba zsufolni.

Az eddig elvégzett kisérletek eredményei biztatdak és azt mutatjak, hogy a ndvényi részek
felileti fertStlenitése stabil klor-dioxid oldattal kiméletes, hatékony eljards, melynek
eredményeképp olyan obligat biotr6f parazitak izolatumait vizsgalhatjuk akar biokémiai, akar
molekularis genetikai célbol, amelynél a méréseket nem zavarjdk mas mikroorganizmusok,

valamint ezek anyagcseretermékei, genetikai elemei, enzimei.

Koszonetnyilvanitas

A szerzok ezhton is koszonik Prof. Dr. Noszticzius Zoltan segitségét, a stabil, a kiilonleges
tisztasdg klor-dioxid oldat rendelkezésre bocsijtisat és tanicsait, Dr. Moricz Agnesnek a

babrozsda kisérlethez nytjtott segitségét.
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