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MINTAVETEL — SOKFELE OKBOL

hintavétel taptalajbdl (taptalajalkoto fogyas, exudatum mérés,
marado elektromos vezetoképesség (EC), pH, stb.)

Mintavétel novénybol - diagnosztika: - virus és fitoplazma koncentracio!
ELISA, PCR, bioteszt
- inhibitorhatas kevesebb
Mintavétel névénybol - biokémiai mérés (milyen egységre vonatkoztasunk?)
Mintavétel szuszpenzios kulturabol, sejtszamlalas
Gyarapodasmeérés szuszpenzios kulturaban

Mintaveétel sterilitas ellenorzési céllal

Mintaveétel termeésbecslési céllal



Mintavetel a taptalajbol 1.

1. A tenyészedények sokasagabdl véletlenszerlen kivesziink n darabot
és feldolgozzuk a méréshez

Relative nagy szoras

2. Mindig ugyanazokbdl a tenyészedényekbdl vesziink mintat

/\

Kis térfogatu minta Nagy térfogatu minta

T

Visszapétljs lehetséges

Novekvo fertozodési kockazat

Bonyolult korrekcios szamitas




Mintavetel a taptalajbol 11.
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Mintaveéetel névénybol
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AZ IN VITRO NOVENYEKEN ELVEGEZHETO
VIROLOGIAI TESZTEK MINTAVETELEZESE
I. ELISA (és egyeéb szerologiai tesztek)

‘|Eapos szakmai elobiralat alapjan érdemes (ELISA kimutatési hatar: 1 ng/ml)
- merisztéma eredetii-e a kultira? (A carnation mottle virus példaja)
- mennyi ideje van in vitro koriilmények kozott?
- milyen hofokon?
- hogyan vegyiik a mintat?
- mely viruscsoportba tartozo virust szeretnénk vizsgalni?

Jol vizsgalhatok:
TOBAMO (pl. dohany mozaik virus, Odontoglossum gy(ir(isfoltossag virus, Obuda pepper virus, stb.)

POTEX (pl. Cymbidium mosaic virus, burgonya X virus, hortenzia gydr({sfoltossag virus, stb.)

A VIRUSCSOPORTOK tagjainak tobbségét nem,

vagy csak elosziirésként érdemes ELISA-val vizsgalni.

Esetenkén spontan eliminalodas is elofordul /in vitro kultirakban:

pl. clostero-(pl. CarNFV), tospo-(pl. INSV) virusok, vagy fitoplazmak (pl. ESFY)



AZ IN VITRO NOVENYEKEN ELVEGEZHETO

VIROLOGIAI TESZTEK MINTAVETELEZESE
I1. Polimeraz lancreakcio (PCR, RT-PCR)

Jo hatékonysag, a kimutathatosagi hatar: 1 pg/ml kordl
Esetenként elonydsebb az in vitro novények vizsgalata:
Sokkal kevesebb a reakciot gatlo inhibitor tartalom !
Nincsenek jelen az esetleg zavaro mikroorganizmusok!
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Szoveti homogenizatumok (1 g/10 ml)

balra: dohany, jobbra: krizantém
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AZ IN VITRO NOVENYEKEN ELVEGEZHETO
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VIROLOGIAI TESZTEK MINTAVETELEZESE 111.

! AT AT A e A
i. U T I AT

Egyszer(i eset: csipesszel véletlenszerlen

- /n vitro értelemben vett kdzépkoru levelet
MinOsitett eset: célzottan levélemeletenként és

oldalanként - reprezentativ minta



Gyarapodasmeérés
Kallusz és szuszpenzios kulturaban

I A szokasos mért paraméterek:

friss suly, szaraz suly (60 °C vagy 105 °C, esetleg liofilizalas),

l // turbiditas (zavarossag)

novekedési index




Mintavetel és sejtszam meghatarozas
szuszpenzios kulturabol

Centrifugalas és

/ friss sUly mérés g
SZUSZPENZIOS KULTURA

Enzimes sejtfal
emeésztés
(protoplasztalas)

Pl. burgonya (Désiree) szuszpenzios kulttra

2,67 x 10°sejt/g (4 ismétlés atlaga, D(X)= 0,380 x 10 )

(Téth, publikalatlan) Szamolas Birker (Buerker) kamraban



Klasszikus novekedési gorbe
(logisztikus gorbe)

MERESI MODSZER:
i A /1 Mintavétel: 8.; 28.; 43.; 55. napon

. o0u * o Ismétlés: 6, véletlenszerlen kivalasztott edénybdl
' Mérés: 20, egyben lemért kalluszcsomé
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DAYS OF GROWTH

Szénhidrat (szachardz) koncentraciotdl fiiggd
Kallusznovekedés (Nicotiana rustica L. kallusz)

gramm friss suly

Hunt és Loomis
(1976) nyoman

Burgonya (Désiree) szuszpenzids kultira

(Téth, publikalatlan)
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Mintaveétel termesbecslési ceéllal

Esetenként elofordul, hogy nagy mennyiségu
in vitro novényt kell kiadnunk:

IS8 Hany iiveggel kell bel6le megszamolnunk?



MATEMATIKAI STATISZTIKAI FORMULA A
MEGFELELO MINTASZAM MEGALLAPITASARA I.

Jr

Jelolések:
Sokasagi parameéterex.
M = sokasagi atlag (atlagosan hany névényegyed (szal) van egy edényben)
o = sokasagi szdras, az edények novényegyed szama kozotti ingadozas mértéke
cv = relativ szoras (variacios koefficiens) = o /M, a heterogenitas mérdszama
Egyeb jelolesek:
N a megrendelt szal (névényszal egyed).
ko, = N/M a leszdllitandé edényszam, ha minden edényben M szal van. (o = 0)

X = az n elemd mintabol szamolt atlagos névényszam.
k = N/x a minta-atlag alapjan szamitott leszallitand6 edényszam alapesetben.



MATEMATIKAI STATISZTIKAI FORMULA A
MEGFELELO MINTASZAM MEGALLAPITASARA II.

A FELADAT:

n eleml mintat vesziink (azaz leszamolunk n db nevel6edényt)

Megszamoljuk az ezekben talalt novényegyedeket és kiszamoljuk ezek atlagat.
Ha N a rendelt novényszam, akkor k = N/x edényt kiildink alapesetben

A KERDES:
Mekkora legyen a mintaelem szam ahhoz, hogy a kildeményben az 6sszes

szalak szama elég nagy valoszinliséggel legfeljebb 1%-kal térjen el a megrendelt
N szaltdl? Az ,elég nagy valoszinliség” legalabb 90%-ot jelent.

A VALASZ:

ha elég sok edényt kiildiink (k elég nagy /pontosabban k,=N/M elég nagy/,
100-as nagysagrend(i), akkor a minimalisan sziikséges minta nagysag:

n= z2x(CV)?
ahol

CV = 100cv, a sokasagi relativ szoras %-ban kifejezett értéke, (a tovabbiakban ismertnek tekintjlik),
z pedig (ha cv ismert) a kivant biztonsaghoz képezhetd standard normalis valtozé értéke.
(90%-o0s biztonsagnal z=1,65 , 95%-nal z=1,96 , 99%-nal z=2,58).



MATEMATIKAI STATISZTIKAI FORMULA A
MEGFELELO MINTASZAM MEGALLAPITASARA III.

Fontos megjegyzés:

|Elég jelentds megrendelés mellett a sziikséges mintanagysag (n) nem fiigg (!)
sem a sokasagi atlagtol (M),

sem a rendelt szalak szamatoal (N),

csakis az edény-allomany homogenitasatol, a relativ szorastol! (cv)!

Szemléltetés. sziikséges mintanagysdg (n)
sokasagi biztonsag

rel. szoras 90% 95% o , o
(cv) Lathato, hogy mér az 5%-os relativ szorasnal

1s eleg sok edeny tartalmat kellene leszamolni.
2% 11 16
5% 68 96
10% 273 384

Hogyan lehetne cstkkenteni a sziikséges minta-nagysagot?

Kézenfekvo lehetoségek:

1. Csokkentjiik az inhomogenitast (a relativ szérast). Ez technoldgiai finomitast kivan.
2. Enyhitjik a megengedett 1%-o0s eltérést (2-3%-ra). Ez alku a megrendeldvel.

3. A k = N/x edény helyett néhany %-kal tobbet kiildiink a megrendelonek.



MATEMATIKAI STATISZTIKAI FORMULA A
MEGFELELO MINTASZAM MEGALLAPITASARA 1V.

A minimalisan sziikséges minta-nagysag, ha elég sok edényt postazunk

2
2 cv

© (h+q)

Ahol a z értékrdl fentebb szoltunk, cv, h és q akar %-ban, akar decimalisan adott értékek.
cv = a sokasagi relativ szoras (pl. 0,05, avagy 5%)
h = a kiildemény megengedett eltérése a rendelt novenyszaltol (pl. 0,01, avagy 1%)
q = a relativ tobblet-kiildemény (a k = N/Xx edényhez képest, pl. 0,02, avagy 2%) .

SZEMLELTETES:
Sziikséges leszamolandd edény (n), 95 %-os biztonsagra, 5 % szorasnal

Megengedett eltérés a rendeléstol (h)
Tobblet kiildés (q)
0%

1%
2%
3%




KOSZONJUK A FIGYELMET!




