NMIA\ =

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANY| EGYETEM

Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem

Prunus fajokon végzett in vitro virusmentesitési eljarasok
hatékonysaganak értékelése

Szabo Luca Krisztina
Budapest
2024



A doktori iskola

megnevezése: Kertészettudomanyi Doktori Iskola
tudomanyaga: Kertészeti bioldgia
vezetdje: Zamboriné Dr. Németh Eva

egyetemi tanar, DSc

MATE, Kertészettudomanyi Intézet

Gyogy- és Aromandvények Tanszék

Témavezet6: Dr. Hegedis Attila
egyetemi tanar, DSc
MATE, Genetika és Biotechnologia Intézet

Novénybiotechnologiai Tanszék

Tars témavezeté:  Dr. Preininger Eva
tudoményos fomunkatars, PhD
MATE, Kertészettudomanyi Intézet

Gylimolcstermesztési Kutatokozpont

Az iskolavezetd jOVAhagyadsa = e

A témavezet6k jévahagyasa



2.

3.

4.

Tartalomjegyzék

BOVEZEEAS ...ttt et sr e s st e e sr e s e e 6
Irodalmi ATEEKINTES. ....eieeieei ettt s 8
2.1.  Acsonthéjas gyimolcsfajokat fert6z6 Virusok .......c.eeeeecveeeeeiiieiecciee e, 8
2.1.1. PPV 12
2,020 OV A e et et et rees 12
2.1.3. LCRV=T ettt ettt ettt e sae e eas 13
2.1.4. PINRSV ettt ettt e e e e sttt ee e e e e s s s e bbb b ee e e e e s s s sbnrabeeeeaeeeannnee 14
2.2. Avirusok elleni védekezés [ehetGSEgEI ......occccureeeeiiiiieeecee et 14
2.3.  Virusmentesitési mddszerek fas szaru gylimolcsfajok esetében.............c..uee......... 16
2.3.1. Hagyomanyos hGKEzZeI€s.........ccuuiiiiiiieiiiieee et 16
2.3.2. 1N Vitro t@ChNTKEK ...c..eeiviiiiiiiieeee e 17
2.3.2.1. Merisztématenyészet és mMikrooltas.......cccocveeeeeiiieeeciieee e, 21
2.3.2.2. Hékezelés és hajtascSUCStENYESZEES .......ccovvveeeeeiieeecciie et 21
2.3.2.3. [T 1 u=T o1 - SRR 25
2.3.2.4. (g le ] 0= - - ISP 26
2.3.2.5. Elektroterdpia ..occuvvee et 27
2.3.2.6. Szomatikus embriogenezis........ccceeeee i 28

2.4, Virus detektdldsi MOASZErek . ......ccooviiiiriiiiiiiieenee et 29
2.4.1. BIOTESZE it 29
24.2. ELISA ettt sttt s e e e st 29
2.4.3. PR ettt et e e bt e s he e h e e sa b e a bt e et e bt e nbeesheeeateeateen 30
2.4.4. Nagy ateresztGképességli szekvenalas .........cccccoeeieeciieeeecieeeeecee e, 31
ANYAE ES MOUSZEN ...ttt e e ettt e e et e e e et ee e e s etaeeeesabeeesessseeeeeneesesensraeeeenrens 32
20 B 1o 1V oAV [ 1Y V- SRS 32
3.2.  Invitro kultlrak |étrehozdsa és novénynevelési korilmények........cccceeeevveeennnneen. 32
3.3, Invitro virusmentesitési Kezel@sek .........ccuiiiniiniiniiiiiiie 33
3.3.1. Hbkezelést kbvets hajtascsUCStENYESZLES .......veeeeecivieeeeieee e 33
3.3.2. KEMOTEIAPIA. ittt e et e et e e et a e e 34
3.3.3. Hékezelés és kemoterdpia kombindcioja .......cccvveeeveceeeeicciiee e, 34
3.4, Virus diagnosztiKa ...c.ueeeeeciiii e 35
Er@AMENYEK ... et et e e e et e e e e nras 37
4.1.  Invitro kulturak létrehozdsa virusfert&zott fakrol.........ccovineiiiiniiiiinieeee 37

4.2. CVA fert6zott szilva hajtastenyészeteken végzett in vitro virusmentesitési

Y=Y g [ ] =T =Y 13 =T oY P 38
4.2.1. Hékezelést kévet6 hajtascsicstenyésztés eredménye........ocoeceveeeeenieeeennneen. 38

3



4.2.2. Kemoterdpia hatasa 6nmagaban vagy h6kezeléssel kombinalva.................. 40

4.3. A CVA- és LChV-1+PPV-fert6zott kajszi tenyészeteken végzett in vitro

virusmentesitési kisérletek eredmeEnyei ......cccveeieciiieiieciieeccee e 41
4.3.1. Hékezelést kdvet6 hajtascsucstenyésztés eredmeényei.........eeeecvveeeeccveeeeennes 41
4.3.2. Kemoterapia hatasa 6nmagaban vagy h6kezeléssel kombinalva.................. 42

4.4. PNRSV fert6z6tt meggy tenyészeten végzett in vitro virusmentesitési kisérletek

LY=o [0 a1 0 1] PRSP RR 44
4.5. Kemoterapids kisérletek eredményei 6sszefoglalva .........cccvveevcvieiiicciiee e, 45
4.5.1. A kemoterdpia virusmentesité hatdsa.........ccceeeceeiecciiie e, 45
4.5.2. A kemoterdpia fitotoxikus hatdsa........ccecccieeieciiiicccee e 46

4.6. Avirusfert6zott Prunus hajtastenyészeteken végzett virusmentesitési kisérletek
eredmeényei az idS fUgEVENYEDEN .....ccceviii i e e 47
4.7.  Ujtudomanyos €redmMENYEK .........cceeeeeeeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeseesessseeseeseeseeseseeenensseneneas 51
5. Kovetkeztetések €s javaslatoK.........ccoouiiiiiciiiii e e 52

5.1. CVA-fert6zott szilva hajtastenyészeteken végzett virusmentesitési kisérletek

YTy Y - 1 1Y ISR 52
5.1.1. Hékezelést kbvet6 hajtascslcs-tenyésztés eredmeénye ........ococcveeeeerveeennee. 52
5.1.2. Kemoterdpids KiSErletek .........ooouiiiiiiiee e 53

5.2.  CVA és LChV-1+PPV fert6z6tt kajszi tenyészeteken végzett in vitro
virusmentesitési kisérletek megvitatdsa ........cccceeeciiiei i 54

5.3.  PNRSV fert6z6tt meggy tenyészeteken végzett in vitro virusmentesitési kisérletek
MNEEVITATASA .ueiiiiiiiieeeeceee ettt ettt et e e e ettt e e e te e e e estaaeeeesaseeeesasaeeeeassaeeeasseeeesassaaesenreeaan 56

5.4. A kemoterdpia fitotoxikus hatasainak megvitatdsa .........ccccceevviveeeiciee e, 56

5.5.  Avirusfert6zo6tt Prunus hajtastenyészeteken végzett virusmentesitési kisérletek

eredményei az idG fUEVENYEDEN ..........viiiice et 57
5.6. Az eredmények gyakorlati alkalmazhatdsaga .........cccceeeeeeiiieciiieceeee e, 59
LT O 11 2= oY= { Y- T3ROS RR 61
N 10111 0 -1 V2SSOSR ORPOPPEN 63
8. MEIIEKIETEK ...ttt et st st sb e et 65
M1. [FOAIOMIEEYZEK.......eveeeeeeee et e et e e et e e e e eare e e e anns 65
9. KOSZONELNYIIVANITAS ..ccceveeeieiieie et e e etar e e s e b e e e e enaaaeeens 76



CVA
ELISA

ESFY
HTS
LChD
LChV-1
PDV
PNRSV

PPV
RISC

RT-PCR

siRNA

Roviditések jegyzeke

cseresznye virus A (Cherry capillovirus A)

enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat (enzyme-linked
immunosorbent assay)

csonthéjasok eurdpai sargulasa (European stone fruit yellows)

nagy ateresztd képességli szekvenalas (High throughput sequencing)
cseresznye aprogyiimolcsiiség (Little cherry desease)

cseresznye aprogyiimolesiliség virus 1 (Little cherry virus 1)

szilva torpiilés virus (Prune dwarf ilarvirus)

Prunus nekrotikus gytrtsfoltossdg virus (Prunus necrotic ringspot
ilarvirus)

szilvahiml6 virus (Plum pox potyvirus)

RNS-indukalta géncsendesités végrehajt6 komplex (RNA-induced
silencing complex)

reverz transzkripcids polimerdz lancreakcid (Reverse transcription-
polymerase chain reaction)

kis interferal6 RNS (small interfering RNA)



1. Bevezetés

A csonthéjas gylimdlestak természetes gazdandvényei szamos vegetativ uton
terjedd korokozonak. Az ismert virusos betegségek komoly problémaékat okoznak a
csonthéjas iiltetvényekben. A virusok jelenléte legyengitheti a fékat, a
termésmennyiség csokkenését eredményezheti, végsd esetben a fa pusztuldsahoz is
vezethet. A virustiinetek gyakran nem csak a levélen, hanem a gyiimolcson is
megjelennek, ezzel jelentdsen csokkentve a gyiimolesok piacképességét, igy jelentds
gazdasagi kart okozhatnak. A virusok rovarvektorokkal és a vegetativ szaporitas soran
konnyen atjutnak névényrol ndovényre, elleniik a megeldzés a legfontosabb eszkoz:
elengedhetetlen az egészséges szaporitdbanyag haszndlata az lltetvények
létrehozasakor és a vektorok elleni folyamatos védekezés a fenntartds soran.

Magyarorszagon a 14/2017. (III. 23.) FM rendelet hatarozza meg azon
karositokat, amelyek esetében a szaporitasi rendszer kiinduldsi anyagain vizualis
ellendrzést és adott esetben mintavételt s laboratoriumi vizsgalatot (ELISA vagy PCR
tesztet) kell végezni. A rendelet 9. melléklete tartalmazza a torzsiiltetvények
fenntartasanak novény-egészségiigyi kovetelményeit, amely évenként kotelezd
virusteszteléseket ir el sharka-gazda csonthéjasoknal szilvahimlé virusra (PPV),
Prunus nekrotikus gytirisfoltossag virusra (PNRSV) és szilva torpiilés virusra (PDV),
valamint kajszi (Prunus armeniaca) fajtadkon évente nested PCR tesztet kell végezni a
csonthéjasok eurdpai sargasag fitoplazma betegségének (ESFY) kimutatdsa céljabol.
A tesztelendd koérokozdkon tul szamos virust, viroidot hordozhatnak a csonthéjasok,
egyre tobb, akar latens mddon, tiineteket nem okozva jelenlevd virust azonositanak
Prunus fajokban. A sok Gjonnan leirt, illetve ) gazdandvényben azonositott korokozé
nem csak a vegetativ terjedésnek koszonhetd, de nagyban hozzédjarul ehhez a
detektalasi modszerek fejlédése, ami lehetévé teszi az Osszes ndvényben talalhato
korokozo feltérképezését genomszekvencia alapjan.

Az egészséges gylmolcs szaporitdbanyagok fenntartasa allami feladat.
Hazankban a Magyar Agrar- és Elettudoményi Egyetem Kertészettudomanyi Intézet
Gytimoélcstermesztési Kutatokozpontjaban torténik a korokozémentes csonthéjas
gyiimolcs szaporitdbanyagok eldallitasa és ezek fenntartdsa izolalt kozponti
torzsiiltetvényekben. Az intézetben osztrak-magyar egyiittmiitkodés keretében 2002-
ben indult el virusmentesitési program in vitro technikak alkalmazasaval (Mendonga

et al. 2004).



A legrégebben alkalmazott modszer virusmentes novények eldallitasara a
hokezelés. A kezelés soran a novényeket hékamraba helyezve tartosan 30 °C folotti
hémérsékleten tartjak, igy nagy eséllyel a hajtas cslicsi része virusmentessé¢ valik.
Elsore ez egyszeriinek hangzik, am rengeteg tényez6 befolyasolja a virusmentesités
sikerét, ezért is fontos 01 modszerek feltérképezése, a meglévok kombinalasa. Nagyon
jelentds tényez0 a genotipus-fliggés, vagyis a novényfajoknak, fajtdknak kiilonb6z6 a
tolerancidjuk az alkalmazott kezelésekkel szemben, a csonthéjasok kiilondsen
érzékenyek pl. a magas homérsékletre, és a merisztémabol torténd regeneracio
hatékonysaga is elmarad a lagyszaru vagy példaul az almatermésii novényekhez
képest. A kiilonbozd virusok is eltérden reagalnak a kezelésekre, igy eléfordulhat,
hogy a virus eliminalasahoz sziikséges erdsségii kezelés mar a novényi tliréshataron
tallép, és a ndvény elpusztul a kezelés soran. Virusmentes novények eldallitasara
szamos technikat alkalmaznak szerte a vilagon, a hagyomanyos cserepes kezeléseket
nagyrészt in vitro modszerek valtottak fel. Altaldnosan hasznalhato, megbizhaté, gyors
megoldas azonban nem 4&ll rendelkezésre csonthéjasok virusmentesitésére. Ezért
tartom fontosnak a témat, a szakirodalom folyamatos kovetését és az igéretes eljarasok
optimalizalasat a hazai fajtakra, illetve az aktualisan problémat okozo6 virusokra. A
mentesitési eljaras szerves része a tesztelés, vagyis a virus jelenlétének megbizhato,
gyors kimutatdsa, ami nagyban hozzajarul a folyamat sikerességéhez ¢és

leroviditéséhez.

Doktori munkam soran célul tiiztem ki

a koradbban csak cseresznye, illetve meggy gazdandvényekbdl azonositott

virusokkal fert6zott szilva és kajszi fajtakbol steril hajtastenyészetek

létrehozasat és azokon kiillonbozd in vitro virusmentesitési technikak

alkalmazasat,

- az alkalmazott moddszerek hatékonysagat Osszehasonlitani, vizsgalni a
gazdandvényeknek ill. a virusoknak a kezelésekre adott valaszat,

- afertzott kiindulasi anyagokbol egészséges, virusmentes hajtastenyészeteket
létrehozni,

- ajelenlegi1d6- és preciz kézimunka-igényes, alacsony tuléléssel és bizonytalan

kimenetellel jaré eljarasok helyett olyan virusmentesitési modszert talalni, ami

hatékonyabb ¢s szélesebb korben is alkalmazhato kiilonb6z6 virusokkal

fert6zott csonthéjas fajok, fajtdk virusmentesitésére.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A csonthéjas gyiimolcsfajokat fert6zo virusok

A Rosaceae csaladba tartozd Prunus nemzetség legalabb 230 fajt foglal
magaba, melyek ¢élelmiszerként vagy disznovényként jelentds értéket képviselnek. A
csonthéjasok Azsiabol szarmaznak, de ma maér az egész vilagon sokfelé termesztik
kiilonbozo fajaikat, az eurdpai gyiimolcstermesztésben legjelentdsebb az dszibarack
(Prunus persica L.), mandula (Prunus dulcis L.), cseresznye (Prunus avium L.),

meggy (Prunus cerasus L.), szilva (Prunus domestica L.) és kajszi (Prunus armeniaca

L.) (Rubio et al. 2017).

A Prunus fajokat fert6z6 virusok ¢€s viroidok komoly gazdasagi jelent6séggel
birnak széles elterjedésiik ¢és a kiillonboz6é gazdafajokban okozott kartételiik miatt. A
tiinetek megjelenése és azok sulyossaga az érintett gazdafajtol €s a virustol is fligg. A
termésen jelentkezd tiinetek csokkentik a gylimolcsok piacképességét, mindségi és
mennyiségi romlast eredményeznek, de a virusok befolyasolhatjak a fa életképességét
is (Rubio et al. 2017). A csonthéjasokat fert6z6 virusok koziil a szilvahimld (sharka)
betegséget okozd PPV bir a legnagyobb gazdasagi kartétellel (Cambra et al. 2006b).
A betegséggel kapcsolatos koltségek — becslések szerint 30 év alatt 10 millird dollar
vilagszerte — nemcsak a kozvetlen veszteségeket foglaljadk magukban, hanem a

megeldz6 intézkedéseket, ellendrzéseket és a virusmentesitési programokat is.

A csonthéjasokat fertdz6 virusok elsdsorban a novények vegetativ
szaporitasaval és vektorokkal terjednek (Rubio et al. 2017). Pollennel val6 horizontalis
¢s maggal torténd vertikalis terjedésre is taldlunk példat PDV és PNRSV esetében
(Mink 1993, Card et al. 2007, Amari et al. 2009), ¢s a CVA jelenlétét is igazoltak
pollenbdl (Beaver-Kanuya és Harper 2019), ami tovabb gyorsitja a virusok terjedését.
A csonthéjasokat érintd virushelyzetrdl jelentek meg atfogd tanulmanyok (Hadidi
etal. 2011, Rubio et al. 2017), de folyamatosan bdviil a lista, ahogy ujabb és tjabb
gazdandvénybdl irnak le ismert vagy addig ismeretlen korokozokat. Hou et al. (2020)
22 1j virus eldforduldsat irtak le csonthéjas fajokban 2011 és 2020 kozott, ami
potencialis veszélyekre és a probléma kezelésének fontossagara hivja fel a figyelmet.
A dolgozat irasaig elérhetd irodalmi adatok alapjan a Prunusokat fert6z6 virusokat és

viroidokat a 2.1. tdblazat foglalja magéba.



2.1. tablazat Prunus fajokat fert6z0 virusok és viroidok
(Rubio et al. (2017) tablazata alapjan kiegészitve ujabb eléfordulasokkal, a kiegészitések publikalva: Szabo et al. 2024)

mandula | kajszi | mirobalan | Oszibarack | szilva | meggy | cseresznye
Luteoviridae Luteovirus Nectarine stem pitting-associated NSPaV X
virus
Cherry associated luteovirus ChALV X X
Peach-associated luteovirus PalLV X
Tymoviridae Marafivirus | Nectarine marafivirus M NeVM X
Peach virus D PeVD X
Peach virus T PeVT X
Tombusviridae | Tombusvirus | Carnation Italian ringspot virus CIRV X X
Petunia asteroid mosaic virus PeAMV X X
Tomato bushy stut virus TBSV X X
Secoviridae Nepovirus Cherry leaf roll virus CLRV X X
Arabis mosaic virus ArMV X X
Cherry rosette virus ChRV X
Myrobalan latent ringspot virus MLRSV X
Peach rosette mosaic virus PRMV
Raspberry ringspot virus RpRSV X
Tobacco ringspot virus TRSV X
Tomato ringspot virus ToRSV X
Cheravirus Cherry rasp leaf virus CRLV X X X
Stocky prune virus StPV X X
Fabavirus Prunus virus F PrVF X
Peach leaf pitting-associated virus PLPaV X




mandula | kajszi | mirobalan | Oszibarack | szilva | meggy | cseresznye
Cherry virus F CVF X X
Unassigned | Strawberry latent ringspot virus SLRSV X
Bromoviridae Ilarvirus Prune dwarf virus PDV X X X X
Prunus necrotic ringspot virus PNRSV X X X X X
Apple mosaic virus ApMV X X X X
American plum line pattern virus APLPV X X X X
Unassigned Ourmiavirus | Epirus cherry virus EpCV X X
Closteroviridae | Ampelovirus | Plum bark necrosis stem pitting- PBNSPaV
associated virus * x * x x x
Little cherry virus 2 LChV2 X
Velarivirus Little cherry virus 1 LChV1 X X X X
Potyviridae Potyvirus Plum pox virus PPV X X X X X
Betaflexiviridae | Capillovirus | Cherry virus A CVA X X
Apple stem grooving virus ASGV X
Mume virus A MuVA X
Foveavirus Apricot latent virus ApLV X X
Asian Prunus virus 1 APV1 X
Asian Prunus virus 2 APV2 X
Asian Prunus virus 3 APV3 X
Peach chlorotic mottle virus PeCMV X
Cherry virus B ChVB X
Robigovirus | Cherry green ring mottle virus CGRMV X X X
Cherry necrotic rusty mottle virus CNRMV X
Cherry rusty mottle associated virus | CRMaV X
Cherry twisted leaf associated virus | CTLaV X
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mandula | kajszi | mirobalan | Oszibarack | szilva | meggy | cseresznye
Cherry robigovirus 5 CRV-5 X
Cherry virus Turkey CVTR X
Trichovirus | Apple chlorotic leaf spot virus ACLSV X X X
Apricot pseudo chlorotic leaf spot APCLSV X
virus
Cherry mottle leaf virus CMLV X X X
Peach mosaic virus PcMV X
Peach chlorotic leaf spot virus PCLSV X
Prunevirus Apricot vein clearing associated AVCaV X X X
virus
Caucasus prunus virus CpPV
Tepovirus Prunus virus T PrvT X X
Geminiviridae | Grablovirus | Prunus geminivirus A PrGVA
viroids
Pospiviroidae Hostuviroid | Hop stunt viroid HSVd X X X X X X
Apscaviroid | Apple scar skin viroid ASSVd
Avsunviroidae | Pelamoviroid | Peach latent mosaic viroid PLMVd X X X X X X

x: az adott virus (sor) az adott gazdandvényen (oszlop) eléfordul
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Nem minden esetben tudunk a virushoz tiineteket kapcsolni, azonban tobb
virus egylittes jelenléte mar okozhat problémat, ezért fontos a latensen eléforduld
virusok jelenlétét is vizsgalni (pl. CVA latens virus, ami gyakran van jelen tiinettel
jaro fertézott gazdandvényekben mas virusokkal egyidejiileg, vagy az Oszibarack
latens mozaik viroid tesztndvényen nem okoz tiinetet, de kartétele miatt
vizsgalatkoteles), illetve a tiinetek iddjarastol fliggd megjelenése miatt a vizsgalat

idejét és modjat helyesen kell megvalasztani.

Az alabbiakban azokat a csonthéjasokat fert6z6 virusokat mutatom be roviden,

amelyekkel a mentesitési kisérletekben dolgoztam.

2.1.1. PPV

A szilvahimld virus (plum pox virus, PPV) a Potyviridae csaladba tartozo
Potyvirus nemzetség tagja. Ordkitéanyaga pozitiv, egyszala RNS (+ssRNA).
Legalabb nyolc virustorzse ismert. A PPV éaltal okozott himl6 betegség a legismertebb
¢és legsulyosabb, csonthéjasokat érintd virus fertdzés (Garcia et al. 2014). A tlinetek
nemcsak a levélen mutatkoznak meg, de a gyiimolcsok felszinén és magjan is gytirii-
szerli foltok, gyiimolcsdeformitasok jelennek meg, csokken a gyiimolcsok mérete,
cukor:sav ardnya, beérés el6tti gyiimolcshullast eredményezhet, ezzel Oridsi
veszteséget okozva elsdsorban a szilva, kajszi és Oszibarack iiltetvényekben.
Természetes gazdandvényei kozé szamos vad és termesztett Prunus faj tartozik. A
virus széleskorii elterjedése a nem megfelelden ellendrzott, fertdzott szaporitd anyag
hasznalataval, €s a vegetativ atvitelen tul levéltetvekkel és maggal torténd terjedéssel
magyarazhaté (Cambra et al. 2006a, Simmons és Munkvold 2014). Az Europai
Unidban szigorian szabalyozott, a szaporitdsi rendszer minden fokozatdban
ellendrizendd és kizarando a jelenléte (EU 2019/2072 rendelet, Magyarorszagon a
14/2017.(111.23) FM rendelet). Rutin vizsgalatara elérhetd szabadfoldi gyorsteszt,
illetve laboratoriumi vizsgalatokkal (ELISA, PCR), indikatorndvényen bioteszttel

kimutathato.

2.1.2. CVA
A cseresznye virus A (cherry virus A, CVA) a Betaflexiviridae csalad
Capillovirus nemzetségébe tartozd virus. Ordkitéanyaga pozitiv, egyszala RNS.
Eldszor Németorszagban irtdk le a jelenlétét cseresznyében (Jelkmann, 1995). Azota

kideriilt, hogy vilagszerte elterjedt virusrol van szd, jelentették tobb Prunus
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gazdaszervezetben, nemcsak cseresznyében és meggyben (Grimova et al. 2010,
Komorowska és Cieslinska 2004), hanem kajsziban, 6szibarackban, szilvaban, japan
kajsziban (Prunus mume) és mirobalanban (P. cerasifera) is kimutattak (Barone et al.
2006, Barath et al. 2018, Marais et al. 2008, Kesanakurti et al. 2017, Ben Mansour
etal. 2023, Wani et al. 2024). A CVA gyakran fordul elé mas, betegséget okozo
virusokkal,  ezért merilt fel a lehetséges  hozzajaruldsa  ismert
cseresznyebetegségekhez, (pl. cseresznye aprogyiimodlesiiség vagy a cseresznye
nekrotikus rozsdaszinli foltossag), de nem sikeriilt hozza tiinetet kapcsolni, a
gazdanovényben latens korokozoként van jelen, ugyanakkor a tiinetegyiittesek
felerdsitésében szerepe lehet (Jelkmann, 1995, James és Jelkmann, 1997). Széles
elterjedése ellenére vektor szervezete nem ismert, terjedése vegetativ szaporitassal
torténik, illetve a pollenbdl is igazoltak jelenlétét (Beaver-Kanuya és Harper 2019).
Magyarorszagon 2018-ban irtdk le el0szor a jelenlétét kajsziban (Barath et al. 2018).
Kimutatasara virusspecifikus primerekkel végzett PCR modszerrel van lehetdség,
latens fert6zése miatt indikatornovényen vald bioteszt nem alkalmas ra és ELISA teszt

sem érheto el.

2.1.3. LChV-1

A Cseresznye aprogylimOlcsiiség virus 1 (little cherry virus-1, LChV-1) a
Closteroviridae csaldd Velarivirus nemzetségébe tartozik. Orokitdanyaga pozitiv,
egyszali RNS. A Cseresznye aprogyiimolcsiiség virus 2 (LChV-2) mellett a LChV-1-
et tartjdk a cseresznye aprogylimolcsiiség betegség (LChD) okozdjanak. A
tiinetegylittest mutatd cseresznye gyiimolcsei kicsik, hegyesek, halvany szintiek és
iztelenek, a levelek feliilete vorosesbarna elszinezddést mutat. A LChD betegséget mar
1933-ban leirtdk Kanadaban (Bajet et al. 2008), majd eljutott a vilag kiillonb6z0 tajaira
(Fry és Wood 1970, Vitushkina et al. 1997, Isogai et al. 2004, Rott & Jelkmann 2001).
Magat a korokozé LChV-1-et joval késobb, LChD tiineteit mutatd cseresznyébdl
azonositottak Németorszagban (Keim-Konrad ¢és Jelkmann, 1996). Cseresznyén tal
meggyben, szilvaban, dszibarackban, manduldban, kajsziban is kimutattak (Matic
et al. 2007, Candresse et al. 2013, Barath et al. 2018). Terjesztd vektora nem ismert.
Diszcseresznyén képes tiinetmentesen fertdzni (Reeves ¢és Cheney 1963).
Indikatorndvényen kimutathatd, az altala okozott tiineteket Shirofugen ill. Kwanzan
szindromaként emliti a szakirodalom (Matic et al. 2009, Candresse et al. 2013).
Laboratoriumi kimutatdsa PCR-rel lehetséges. Az unids szabélyozas alapjan

cseresznye ¢s meggy gazdandvényen vizsgalatkdteles korokozd, a prebazis
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anyandvénynek, prebazis, bazis ¢és certifikalt szaporitoanyagnak LChV-1 mentesnek

kell lennie.

2.1.4. PNRSV

A Prunus nekrotikus gytriisfoltossag virus (Prunus necrotic ringspot ilarvirus,
PNRSV) a Bromoviridae csalad Ilarvirus nemzetségébe tartozik. Ordkitéanyaga
pozitiv, egyszali RNS. Eldszor Oszibarackon igazoltdk a jelenlétét (Cochran és
Hutchins 1941). Az éltala okozott fertézés lehet latens vagy jellegzetes, szétszort
klorotikus gytriik, nekrotikus elvaltozasok vagy foltok, kisebb levelek formajaban
jelentkezik (Aparicio et al. 1999). A cseresznyefak esetében kiilonb6z6 izolatumokat
irtak le, melyek egyértelmiien eltéré korképet mutatnak, enyhe foltos vagy durva
mozaikos tiineteket okoznak (Howell és Mink 1988, Crosslin és Mink 1990). Gyakran
fordul elé mas csonthéjas virusokkal egyiitt komplex fertézésben (Nemeth 1979).
Oszibarackon PNRSV és szilva torpiilés virus (PDV) egyidejii fertdzése a ,,peach
stunt” betegséget okozza, mely jellegzetes tlinetei az id6 eldtti lombhullas,
kéreghasadas, csokkent novekedés €s terméshozam (Scott et al. 2001). A PNRSV a
legtobb termesztett Prunus fajt képes fertézni. Vegetativ szaporitassal atviheto, illetve
pollennel és maggal is terjed (George és Davidson 1963, Amari et al. 2009). Az unios
szabalyozas alapjan mandula, kajszi, cseresznye, meggy, szilva ¢és Oszibarack
gazdandvényen vizsgalatkoteles korokozo, a prebazis anyandvénynek, prebazis, bazis
¢s certifikalt szaporitdbanyagnak PNRSV mentesnek kell lennie. Rutin vizsgalatara
elérhetd szabadfoldi gyorsteszt, illetve laboratoriumi vizsgéalatokkal (ELISA, PCR),

indikatorndvényen bioteszttel kimutathato.

2.2. A virusok elleni védekezés lehetoségei

A virusok elleni védelemben a megelézés a legfontosabb eszkoziink. Az
ellendrzott, egészséges szaporitdanyag hasznalata és az iiltetvények folyamatos

ellendrzése mellett a terjesztd vektorok elleni ndvényvédelem elengedhetetlen.

A természetben is jelen van tobb, a virusokat megfékezd folyamat. A
homérséklet ¢és a virulencia kozotti Osszefiiggést szabadfoldon mar régen
megfigyelték. A virustlinetek alacsonyabb homérsékleten, jellemzden kora tavasszal
jelentkeznek legmarkénsabban. Forrd nyaron a tiinetek akar el is tlinhetnek, ezt a
jelenséget ,.heat masking”-ként emliti a szakirodalom, vagyis magas homérséklet
hatasara a ndvényekben csokken a virusfertdzés mértéke (Kassanis 1952).
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Az eukaridta sejtekben konzervaltan mikodé védekezd rendszer, az RNS-
csendesités (RNA silencing) a novények legfobb virus elleni védekez6 mechanizmusa.
A gazdasejtbe bejutdo RNS virusok replikacidja soran intermedier duplaszalia RNS
molekuldk képzddnek. A novény védekezdrendszere az idegen eredetli duplaszalu
RNS molekulat felismeri és felhasogatja kisebb darabokra (small interfering RNA,
siRNS), majd a hasitas altal keletkezett duplaszalu siRNS-ek egyik szala beépiil az
RNS indukalt géncsendesitési komplexbe (RNA-induced silencing complex - RISC),
mig a masik szal lebomlik. A RISC komplexbe beépiilt siRNS-sel komplementer
RNS-eket képes a rendszer felismerni €s elhasitani, ami a felismert viralis RNS
hémérsékleten gatolt, ami megmagyardzhatja a virustiinetek alacsony hémérsékleten

valo megjelenését €és erdsodését (Szittya et al. 2003).

A ndvényekben az ugynevezett rezisztencia (R) fehérjék képesek a patogének
fert6zését kovetden felszaporodd specifikus virulencia faktorokat felismerni
(McDowell és Simon 2006). Az R-fehérje-fiiggd felismerés jellemzden egy gyors,
robusztus sejtvédelmi rendszert aktival, amely gyakran programozott sejthalalt,
hiperszenzitiv reakciot indit el a fertézés helyén (Soosaar et al. 2005). Az R gének
leggyakrabban eléforduld osztalya a nukleotidkotd hellyel és leucinban gazdag
1smétlédé motivummal rendelkezd fehérjéket kodoldé NBS-LRR gének, melyek a

Prunus fajokban is jelen vannak (Gutermuth et al. 2011).

A virusoknak korlatozott genomméretilk miatt sziikségilk van bizonyos
novényi génekre, hogy befejezzék fertdzési ciklusuk 1épéseit. Amennyiben a viralis
RNS replikacidjahoz nélkiilozhetetlen ndvényi fehérje nincs jelen, a virus RNS-rdl
nem tud fehérje késziilni, ugyanakkor az endogén ndovényi RNS-ek transzlacidja
zavartalanul végbemehet masik iniciacios faktoroknak koszonhetéen. A recessziv
modon 6roklédd rezisztencia sordn egy, a novény szenzitivitasat eldidézd fehérje
funkciovesztése okozza a védettséget (Truniger és Aranda 2009). fgy géntechnolégiai
modszerrel is allitottak mar eld PPV-rezisztens szilvat Ggy, hogy az elF(iso)4E

eukaridta transzlacids inicidtor faktort kodold gént csendesitették (Wang et al. 2013).

Az is régbta ismert, hogy a virusok szabalytalan eloszlast mutatnak a
gazdanovényekben, és a legtobb virus nem jut be a merisztéma sejtjeibe (Knapp et al.
1998, Mochizuki és Ohki 2015), azonban a virus merisztémabol vald kizarasanak
molekularis mechanizmusat csak a kozelmultban vizsgaltdk. Wu et al. (2020)

munkdjukban leirtdk, hogy a WUSCHEL transzkripcids faktor expresszidja virus
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fertdzés hatasara indukalodik a merisztematikus régidban, ami képes megakadalyozni
a virusok bejutdsat a hajtascsiicsi merisztémaba a virus fehérjék szintézisének
gatlasaval. Bradamante et al. (2021) atfogd tanulmanyukban bemutattdk az eddig
ismert hajtascsucsban jelen 1évé morfoldgiai gatak (pl.: széllitoszovet hianya,
plazmodezmadk keresztmetszetének csokkentése kalloz berakodassal) és molekularis
mechanizmusok jelenlétét. Ugyanitt megemlitenek azonban olyan konkrét példékat is,
ahol nepo- és tobravirusok képesek voltak ezeket a védelmi rendszereket kikeriilni és

megfertdzni a merisztémat.

2.3. Virusmentesitési modszerek fas szaru gyiimolcsfajok esetében

2.3.1. Hagyomanyos hokezelés

A legrégebben és altalanosan alkalmazott névényi virusmentesitési modszer a
hokezelés. Hokezelés soran az alkalmazott magas hdmérséklet indukalja a novény
sajat  védekez0 mechanizmusat, ami beinditja a virus nukleinsavainak
megsemmisitését célz6 RNS csendesitési folyamatot. A hagyomanyos hokezelést
cserepes novényen végzik, hékamraban, 30°C folotti hdmérsékleten, tobb héten
keresztiil (MiNoiu 1975, Koubouris et al. 2007, Polak és Hauptmanova 2009, Howell
et al. 2000). A hokezelés idejének és homérsékletének megvalasztasanal figyelembe
kell venni a kezelt novény hoétolerancigjat, és ezzel egyidejiileg a virus
ellenalloképességét, hogy a kezelés eredményeként a virusok inaktivalasaval
virusmentes hajtascsucsok ndvekedjenek. A kezelt ndvény hajtascstcsat virusmentes

alanyra oltva kaphatunk virusmentes novényt.

Kunkel az els6k kozott alkalmazta a hdkezelést Oszibarack virusos
fertdzéseinek gyogyitasara, melynek soran 34-35°C-os meleg vizfiirddbe helyezett
riigyes szar darabokat 4-5 napig, majd a kezelt névények hajtascsucsait virusmentes
alanyra oltotta (Kunkel 1936). Ritka eset, hogy hajtascsucs izolalas nélkiil, a teljes
ndveénybdl sikeriiljon eltavolitani a virust, de egy PPV mentesitési kisérlet soran fiatal
konténeres szilva, kajszi és dszibarack fajtakat helyeztek hdkezeld kamraba 37 °C-on
15 ill. 22 napig, és a kezelés utdn az egész cserepes novényeket megvizsgalva

igazolhato volt, hogy virusmentes egyedeket kaptak (Polak és Hauptmanova 2009).

A modszer alkalmazéasat azonban megneheziti, hogy a csonthéjasok kiilondsen
érzékenyek a magas homérsékletre. A hosszu ideig magas homérsékleten tartas a

novények tliréshataran gyakran tullép €s a kezelés végére még életben marado néhany
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novény hajtascsucsai is gyakran virusfertozottek maradnak (Manganaris et al. 2003,
Koubouris et al. 2007, Polak és Hauptmanova 2009). A csonthéjasokon beliil is az
Oszibarack és a cseresznye fajtakrol mondhatod el, hogy a legérzékenyebbek a magas
hémérsékletre (Lenz et al. 1983, Polak és Hauptmanova 2009), mig a szilva képes
legjobban toleralni a hosszu 1don at tartd6 magas hémérsékletet (Dziedzic 2008), akar
a 37 napig tarté hokezelést 38°C folotti valtakozo (két hétig 38°C, majd harom hétig
38/46°C 16/8h, végiil harom napig napi két o6rat 50°C) homérsékleten, amely
elegendonek bizonyult a PPV inaktivalasdhoz (MiNoiu 1975).

A magas homérséklettel szembeni tolerancia ndvényfajon  beliil
genotipusonként is egészen eltérd lehet (Wahid et al. 2007). A ndvény genotipusa
befolyédsolja azt is, hogy egy adott virus képes-e megfertézni a hajtasvégek
merisztematikus sejtjeit, és a hokezelést kdvetden milyen eloszlasi mintazatot mutat a
hajtasvégekben (Zhao et al. 2018). gy belathatd, hogy a hokezelésen alapuld
virusmentesitési modszerek sikeressége erdsen genotipus-fiiggd és nem altalanosithatod

(Wang et al. 2018a).

2.3.2. Invitro technikak

Az in vitro szdvettenyésztés elonye, hogy korlatozott helyigény mellett nagy
mennyiségli homogén ndvényanyag 4all rendelkezésre, lehetdséget ad steril
koriilmények kozott, az idojarastol ¢€s kiilsd hatasoktol fliggetlen kisérletek
elvégzésére egész évben. Az in vitro kulturdk virusmentesitési munkakhoz is
széleskortien alkalmazhatok. Kutatasok igazoljak, hogy a hagyomanyos hékezeléshez
képest az in vitro technikak alkalmazasa felgyorsitja a virusmentesitési folyamatot
(Koubouris et al. 2007, Abdullahi ¢és Lawrence 2022), ami azonban igy is
hosszadalmas, sok 1épésbdl all és évekbe is telhet, mire kitiltethetd korokozoémentes

névényt kapunk (2.1. 4bra).
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Mintagy(jtésa potencialisan fert§zott fardl

3

Virus diagnosztika megbizhato, érzékeny modszerrel

Steril hajtastenyészet 1étrehozasa a fert§zott fardl ‘

-

A virus jelenlét visszaigazolasa a hajtastenyészetb§l ‘

-

A fert§zott tenyészet felszaporitdsa

‘ Az in vitro névények virus tesztelése a kezelések utan ‘

4

‘ A virusmentes tenyészetek felszaporitasa ‘

" 4

Gyokeresités és kililtetés liveghazba, az
akklimatizalt névények virus tesztelése

%

In vitro tenyészetben fenntartas
tartalékként kés6bbifelhasznalasra

2.1. abra Az in vitro virusmentesités folyamata
(sajat abra, angolul publikélva: Szabo et al. 2024).

Prunus fajok virusmentesitésében az in vitro hajtastenyészeten alapulod

modszerek a legelterjedtebbek. Az 1980-as években kezdtek in vitro technikédkat

alkalmazni csonthéjas fajoknal a virusok hatékonyabb eltavolitasara (Deogratias et al.

1989a, 1989b). A publikaciok alapjan a 2.2. tablazatban foglaltam Ossze a

csonthéjasokon sikeresen alkalmazott virusmentesitési modszereket.
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2.2. tablazat Prunus fajokon alkalmazott virusmentesitési modszerek (angolul publikdlva: Szabo et al. 2024)

. . hokezelést kdvetd L. krio- elektro- szomatikus sikeresen . ,
Prunus faj fajta o Iy kemoterapia . L . . TR hivatkozas
hajtascsucstenyésztés terdpia  terapia = embriogenezis  elimindlt virus
. , o , 0 PNRSV, ey
mirobalan 36 °C, 4 hét + ribavirin 50-100 mg/1 + ACLSV Cieslinska 2007
‘Magna Glauca’ . PNRSV, o
‘Cacanska Rana’ ribavirin 40, 50 mg/1 ACLSV Mazeikiene et al. 2019
europai ‘Cacanska Lepotica’ ribavirin 40, 60 mg/1 PPV Paunovic et al. 2007
szilva ‘Empress’ 36 °C, 4 hét + ribavirin 50-100 mg/1 + PNRSV Cieslinska 2007
‘Earliblue’ 38/36 °C 16/8 h, PNRSV Dziedzic 2008
10-14 nap, 5 mm
‘Crvena Ranka’ 1 mm PPV Jevremovic et al. 2023
., . oL s 37°/32 °C, 16/8 h D/N, Abdullahi és
japan szilva Shiro’ plum 0.3-0.4 mm ACLSV Lawrence 2022
‘Redhaven’, acyclovir, rimantadine PDV, PNRSV, N .
‘Suncrest’ 25, 50 mg/l PPV Kudelkova et al. 2017
. s zidovudin 25, 50 mg/1, PDV, PNRSV,
Red Haven ribavirin 20 mg/l PPV Pavelkova et al. 2015
. , s 37+1°C 16/8h, PNRSV, .
Carson’, ‘Lamone 21,26, 36 nap, 1-2 mm ACLSV Gella és Errea 1998
$szibarack  Hermosa’, 38/28 °C 16/8 b, PNRSV Stein et al. 1991
Summerset 18, 22 nap, 10 mm
.  erme e 1y 38°C, 10, 15 nap, Zarghami és
Red top’, ‘Dixired 0.5 mm PPV, PNRSV Ahmadi 2023
‘Elberta’,
‘Red Top’, 25-37 °C, 4 hét PPV, PNRSV Hesari et al. 2022
‘Dixie Red’
‘Qaysti', ‘Shams’, 38+1°C 16/8 h D/N, o 1-2 30-40 ACLSV, .
. Ordubad’ 7 nap, 1-2 mm ribavirin 25 mg/1 mm mA ApMV, TRSV Zare Khafri et al. 2024
ajszi
‘Bergeron’, 37°C/35°C 16/8 h D/N, PPV, PDV, Kf#izan és Ondrusikova
‘Leskora’, ‘Marlen’ 45 nap, 3 mm PNRSV 2009
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. . hékezelést kovetd L. krio- elektro- szomatikus sikeresen . .
Prunus faj fajta e . kemoterapia g L . . S hivatkozas
hajtascsticstenyésztés terapia  terapia  embriogenezis  eliminalt virus
‘Biilida’ 37£1°C16/8h, ACLSV Gella és Errea 1998
16, 18 nap, 1-2 mm
‘Bebeco’ 35-37 °C, 20 nap, 5 mm PPV Koubouris et al. 2007
. . o , o PNRSV, e
Early Rivers 36 °C, 4 hét + ribavirin 50-100 mg/l + ACLSV, PDV Cieslinska 2007
‘Noire de Meched’ ribavirin 50-100 mg/1 ACLSV Deogratias et al. 1989a
cseresznye < .‘\’/it‘tgria;’ v e 1oC 168t DHT 100, 500 mg/1 PNRSV Deogratias et al. 1989a
ilvia’, ‘Early Van ) é
Compact’, *Celeste’ 21,24 nap, 1-2 mm PDV, PNRSV Gella és Errea 1998
o PNRSV, PDV, .
Prunus mahaleb ribavirin 50-100 mg/1 ACLSV Deogratias et al. 1989a
‘Shahroodi’,
mandula Sho‘kSch;r}llciarl} e 2738 °C8/16 h DN, DO ’51 Eﬁﬁ ?I"]A;Z ACLSV, Ebrahimi et al. 2022
. . 18 nap, 0,5 mm + ’ ApMV, TRSV )
Nonpareil’, +

‘Sahand’

A kezelés kombinacidk '+ jellel jelolve, mm-ben az alkalmazott hajtascsicsok mérete van feltiintetve
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2.3.2.1.  Merisztématenyészet és mikrooltas
A kordbban (2.2. fejezet) emlitett kizar6 mechanizmusok miatt a virusok
koncentracidja a hajtascsiicsban igen alacsony, a merisztematikus régié nagy
valoszinliséggel virusmentes. Ezért a merisztéma steril izoladlasa utdni

szovettenyésztéssel virusmentes ndvények regeneralhatok (Kartha és Gamborg 1975).

A mikrooltds, azaz a hajtascsucs virusmentes alanyokra oltdsa in vitro
koriilmények kozott egy nagyon elegans, de technikailag kihivast jelentd eljaras a
virusmentesitésben (Chilukamarri et al. 2021, Wang et al. 2022a). Ez az eljaras
citrusfélékben altalanosan elterjedt virusmentes novények létrehozasara (Navarro
etal. 1975, Singh et al. 2019). A mikrooltds hatdsosnak bizonyult egyes
Oszibarackfajtdk esetében (Navarro et al. 1982, Shu és Timon 1993), és a technika
egyszerusitését célzd optimalizalas révén PPV- és PNRSV-mentes manduldkat is
allitottak eld (Rizqi et al. 2000). Prunus fajok esetében a merisztématenyésztés
nehezen kivitelezhetd technika, mivel a kipreparalt merisztéma regeneracios
képessége rendkiviil gyenge, a nagyon kisméretli merisztematikus szovetek gyakran
¢letképtelenek, elkalluszosodnak vagy korai regeneracids fazisban megbarnulnak
(Stein et al. 1991, Manganaris et al. 2003, Koubouris et al. 2007, Zarghami és Ahmadi
2023).

2.3.2.2.  Hokezelés és hajtascsucstenyésztés

Csonthéjasokban a legelterjedtebb in vitro virusmentesitési modszer a
hokezeléssel kombinalt hajtascsucs izolalas. A hajtdscsics a merisztéman (ami
jellemzden 0,2-0,9 mm nagysagu) tul egy-két levél primordiumot is tartalmazé néhany
milliméteres szovetdarab. A hajtidscsics izoldlasa Onmagaban jellemzden nem
elégséges virusmentes novény eldallitasahoz, de az azt megel6zé hokezelés hatasara
beindul az RNS-csendesités, a virusok inaktivalodnak a hajtasban, gatldédik a virusok
mozgésa a merisztéma felé, ezaltal nagyobb csucsi rész maradhat virusmentes (Spiegel

et al. 1999, Wang et al. 2018a, Zhao et al. 2018).

Az in vitro hokezelést kovetd hajtascsucs izolalas ¢€s abbdl torténd
novényregeneracid lehetévé teszi a hokezelés iddtartamdnak leroviditését a
hagyomanyos (in vivo) hdokezeléshez képest, ami kedvezden hat a hore érzékeny
novények tulélésére (Stein et al. 1991, Koubouris et al. 2007). A hajtascstcs

regeneracios képessége meghaladja a merisztéméaét, ami szintén kulcsfontossagu a
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nehezen regeneraldodd genotipusoknal, igy ez az in vitro technika hatékonyabb
mentesitési eljarast eredményez. Altalanossagban elmondhat6, hogy minél nagyobb a
kimetszett hajtascstics, annal nagyobb a tilélés és a regeneracid aranya, azonban annal
valoszinlibb benne a virus jelenléte, vagyis a virusmentesités sikerével forditottan

aranyos a hajtascsucs mérete (Wang et al. 2018a).

Oszibarackon végzett kisérletben az 1 mm nagysigii hajtascsiicsok
regeneracios képessége hdkezelés (15 nap, 38°C) utan 65%-os volt, mig a 0,2 mm-s
merisztémak 20%-a regeneralddott, azonban a legtobb virusmentes novény a koztes
nagysagu (0,5 mm) hajtascsticsbol regeneralodott (Zarghami és Ahmadi 2023). Egy in
vivo hokezelést alkalmazd, virusmentes nektarin novények eldallitasat célzo
kisérletben is vizsgaltdk a kimetszett hajtascsucsok méretének hatasat, ¢és
megallapitottak, hogy bar a sikeresen regeneralt névények jelentds része virusmentes
volt, a kisméretii (0,8-1,3 mm) hajtascsucsok csak nagyon kis aranyban (<5%) tudtak
regeneralddni, elkalluszosodtak vagy elbarnultak, mig a nagyobb (1,3-2,0 mm)
hajtascsucsok 38%-a regenerdlodott, és nem jelentkezett korai elkalluszosodas
(Manganaris et al. 2003). A hokezelést kdvetd nagyobb (5 mm) hajtascsucs kimetszése
és regeneracidja hatékony modszernek bizonyult PPV-vel fertdzott ‘Bebeco’
kajszifajta esetében, ahol azt talaltdk, hogy rovidebb idd alatt kozel hatszor tobb
virusmentes kajszit lehetett eléallitani in vitro modszerrel, mint a hagyomanyos in vivo
hokezeléssel (Koubouris et al. 2007). Oszibarack fajtdkon 7-10 mm hossziisagu
hajtascsucsokbdl is regeneraltak sikeresen PNRSV-mentes novényeket (Stein et al.

1991).

Az egyes novényfajok és -fajtak magas homérséklettel szembeni tolerancidja
nagyon eltér6 lehet, és az is valtozo, hogy az adott virust mennyire hatékonyan lehet
elimindlni a kiilonb6zé novényekbdl (Gella és Errea 1998; Cieslinska 2007). Van
néhany lehetdség a tolerancia névelésére a hdkezeléssel szemben érzékeny novények
esetében is. Lehet valtozo homérsékletet alkalmazni, nappal magasabb, éjszaka
alacsonyabb hoémérséklet bedllitasaval, vagy a kezelés kezdetén alacsonyabb
hémérsékletrél fokozatosan emelve a kitlizott célhOmérsékletig, ezzel segitve a
novényt a magas hémérséklethez vald alkalmazkodasban (Spiegel et al. 1999,
Dziedzic 2008, Abdullahi és Lawrence 2022, Hesari et al. 2022). Vannak esetek,
amikor kevés a fokozatossag, Oszibarackon végzett kisérletben az explantatumok
tulélési aranya drasztikusan csokkent a hdékezelés soran a fokozatos hémérséklet

emelés ellenére is, 15 nap utan a tenyészetek mindossze 1%-a maradt életben 39°C-on
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¢s az abbdl preparalt hajtascsucsok regeneraciora képtelenek voltak (Zarghami és
Ahmadi 2023). Hore kiilondsen érzékeny cseresznyefajtdkon modositott atmoszféraju
(emelt CO., csokkentett Oz szint) hdkezeld kamraban ill. hidroponikus tenyésztési
rendszerben sikeriilt hokezelést alkalmazni, melyekben a novények képesek voltak
elviselni a sikeres virusmentesitéshez sziikséges kezelési idot és hdmérsékletet (Lenz
et al. 1983, Howell et al. 2000). Dziedzic (2008) vizsgalta a hdékezelés soran
alkalmazott fényintenzitas hatdsat a kezelt novények talélésére és azt allapitotta meg,
hogy erésebb fotonfluxussiirtiség (PFD) (54,3 umol/s/m?) mellett a hajtasok talélési
aranya magasabb volt, mint alacsonyabb PFD (17,3 umol/s/m?) mellett. Kiilonboz
hémérsékleti beallitasokat alkalmazva azt talalta, hogy az alacsonyabb fényintenzitas
mellett a magasabb hdmérséklet (38°C/36°C) a szilvahajtasok teljes pusztuldsat
eredményezte, ami arra utal, hogy a hajtaskultira taléléséhez van egy minimalis
fényigény. A kisérletek tobbségében a ndvény fenntartdsara, szaporitdsara alkalmas
fajtaspecifikus taptalajon végzik a hdékezelést (Knapp et al. 1998, Cieslinska 2007,
Abdullahi és Lawrence 2022), de ugy tlnik, hogy a tapkozeg is befolydsolja a
hajtastenyészetek tulélését a hokezelés sordn (Stein et al. 1991, Spiegel et al. 1995,
Dziedzic 2008). Dziedzic (2008) kiillonboz6 taptalajok vizsgalata soran megfigyelte,
hogy az dasvanyianyagokban szegény ¢és novényi novekedésszabalyozokat nem
tartalmaz6 taptalajokon kezelt szilvahajtasok tulélése volt a legmagasabb a hdkezelés
soran ¢és az ezeken nevelt hajtastenyészetek hosszabb hdokezelési 1d6t is elviseltek.
Stein et al. (1991) azt talaltdk, hogy a taptalajban 1évé 6-benzilamino-purin (BA)
javitja a talélési aranyt a hékezelés soran. Azt is megfigyelték, hogy a névények magas
homérseklettel szembeni tolerancidjat a hajtastenyészetek kora is befolyasolta,
kisérletiikben az Oszibarack hajtastenyészetek optimalis ¢letkora 18 ill. 15 nap volt,

amikor hékezeld kamraba helyezték azokat.
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Tobb burgonya fajtan végzett kutatds szerint a szalicilsav taptalajhoz adva
kettés pozitiv hatassal bir a virusmentesités soran: fokozza a novények hokezeléssel
szembeni tolerancidjat és noveli a virusmentesités hatékonysagat (Lopez-Delgado et
al. 2004, Fang et al. 2005, Aguilar-Camacho et al. 2016). Csonthéjasokon végzett

szalicilsav-kezelés hatasa eddig nem ismert.
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2.2. abra Az in vitro hékezelésen alapuld virusmentesitési technikak
hatékonysagat befolyasolo tényezok. A kiilonb6zo faktorok nemcsak a virus ellenallo
képességére hatnak, nagyban befolyasoljak a novények tulélését a kezelések soran
(sajat abra, angolul publikalva: Szabo et al. 2024).

A hokezelés soran tehat optimalizalni kell a hdmérsékletet és annak beallitasait,
a fényintenzitast, a tenyészetet megfeleld stadiumban kell kezelés ald vetni, és érdemes
a taptalaj-Osszetételre is kiilon gondot forditani, mert ezek mind befolyasoljak a
novények talélését a virusmentesitési kezelések soran. Az in vitro hdkezelésen alapulod

technikdk hatékonysagat befolydsold tényezdket a 2.2. dbra foglalja ossze.
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2.3.2.3.  Kemoterdpia

A sikeresség novelése érdekében kemoterapidt is alkalmaznak ndvények
virusmentesitésére. A human gyogyaszatbol ismert antiviralis szerek taptalajhoz
adasaval a novényt fert6zo virusok replikacidja gatolhatd. A modszer hatranya a kezelt
novényekre kifejtett toxikus hatas, amely tobb tiinetben is megnyilvanulhat.
Leggyakrabban csokkent tulélési €s regenerdcios ratarol szamoltak be, gatolt
hajtasndvekedésrol, valamint vitrifikécio, nekrozis, klorozis, a levelek elszinezddése,
valamint torpilés i1s megfigyelhetd (Magyar-Tabori et al. 2021). Az okozott
fitotoxikus hatdsok enyhitésére kemoterapiat kovetden az in vitro tenyészeteket

virusellenes vegyszerek nélkiili taptalajra helyezve lehet el0segiteni a regeneraciot.

A ndvényi virusmentesitésben leggyakrabban hasznalt virusellenes szer a
ribavirin (Virazol), mely egy szintetikus guanozin analdg, és az RNS-be beépiilve
képes gatolni a virus RNS szintézisét a gazdandvényben (Thomas et al. 2012). Nagy
valdszintiséggel a ribavirin nem egy univerzalis mechanizmuson keresztiil hat, hanem

eltéré6 modokon gatolja a kiilonb6zo virusokat (Lerch 1987, Parker 2005).

Ribavirin kezelést sikeresen alkalmaztak cseresznye, mirobalan, szilva, kajszi,
korte és alma fajtakon a leggyakrabban el6forduld csonthéjasokat ferté6zd virusok
eltavolitasara (Deogratias et al. 1989a, Cieslinska 2007, Hauptmanova és Polak 2011,
Hu et al. 2012, 2015, Sekerz et al. 2015, Mazeikiene et al. 2019, Zare Khafri et al.
2024). Cseresznyefajtak esetében a ribavirin kis koncentracioban alkalmazva teljesen
hatéastalan volt, mig 50 mg/1 felett egyre tobb virusmentes novényt eredményezett, de
erdsen gatolta az in vitro novények fejlodését, 80 mg/l feletti koncentracioban mar
hajtasvégnekrozist okozott (Deogratias et al. 1989a). A ribavirin kezelés
hatékonysagat négy kiilonboz6é koncentracioban alkalmazva PNRSV-vel és ACLSV-
vel egyidejileg fertdzott mirobalan novényeken tesztelték (Cieslinska 2007). A
novelésével az ACLSV-mentes novények szdma nétt, ami jol mutatja, hogy a
kemoterapia hatékonysaga fligg az adott virustol. ‘Blufree’ és ‘Hanita’ szilva esetében
a ribavirin mar kis koncentracidban (10 mg/l) alkalmazva is hatékony volt a PPV
eliminaldsahoz (Polak ¢és Hauptmanova 2009). Szilva hajtastenyészetek ribavirines
kezelése soran a kis koncentracié (10, 30 mg/1) hatastalan volt az ACLSV ¢és a PNRSV
eliminaciojaban, de nagyobb (40, 50 mg/l) koncentracidknal mindkét koérokozot
sikeresen eliminalta a kéthetes kemoterapiat kovetd merisztémakultara (Mazeikiene et

al. 2019). Jelentésebb ribavirin koncentracidkndl azonban a fitotoxicitas jelei
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mutatkoztak a mikrohajtdsokon, tovabba a nOvényi genom  stabilitasa
megkérddjelezodott, DNS polimorfizmusok indukalddtak a kezelt novényekben, amit
RFLP-markerezéssel tamasztottak ald. Vannak tanulmanyok, amelyekben az
alkalmazott kemoterapia 6nmagéban teljesen hatastalan volt, vagy nem volt hatékony
a virusok eliminalasadban, de eldzetes hokezelés utan a virusmentes ndvények szama
jelentésen megnovekedett (Spiegel et al. 1999; Cieslinska 2007; Hu et al. 2012, 2015).
A hagyomdnyos in vivo hokezeléshez képest az in vitro hokezelés,
merisztématenyésztés és a ribavirin harmas kombinacioja hatékonyabbnak bizonyult
a PPV elimindldsaban a szilva novénykék regeneracios képességének csokkenése
ellenére is (Jakab-Ilyefalvi és Pamfil 2012). Kajszi fajtdkon végzett kisérlet soran a
ribavirin 25 mg/l koncentracidban volt a leghatékonyabb, 75-100%-ban virusmentes
novényeket eredményezett, a novény fajtajatol ill. a fert6z6é virustol fliggéen (Zare
Khafri et al. 2024). Az alkalmazott koncentracion til a kezelési id6 is fontos tényezo,
a hosszabb ideig tartd kezelés kisebb koncentracioban is hatékony virusmentesitést

eredményezhet (Hauptmanova és Polak 2011).

Egy masik kemoterapias szer, a zidovudin (azidotimidin) kutatdsok szerint a
ribavirinnél kiméletesebb és hatékonyabb antiviralis szernek bizonyul a novényekben.
Timidin analégként a zidovudin gétolja a reverz transzkriptdz enzimet, ¢és
megakadalyozza a retrovirusok szaporodasat a gazdaszervezetben (Veal ¢és Back
1995). Oszibarack virusmentesitési kisérletben fitotoxikus hatas nélkiil 100% PPV-,
PDV-, PNRSV- mentes novényeket eredményezett a zidovudin kezelés 25 és 50 mg/1
koncentracioban egyarant (Pavelkova et al. 2015). A zidovudin fitotoxikus hatdsa nem
jelentkezett az alma kulturak hajtasndvekedésében még 1280 mg/l koncentracidban

sem (Sedlak et al. 2023).

Megemlitheté még az aciklovir, egy aciklikus purin-nukleozid analog és a
rimantadin (a-metil-1-adamantan-metil-amin-hidroklorid), egy amantadin analdg
lehetséges alkalmazasa csonthéjasoknal, melyek alkalmasak voltak a PDV, PNRSV és
PPV eltavolitasdra ‘Redhaven’ és ‘Suncrest’ Oszibarack virusmentesitése soran

(Pavelkova et al. 2015).

2.3.2.4.  Krioterapia
A fagyasztas a hosszl tavu tarolas (krioprezervacid) mellett virusmentesitési

modszerként is alkalmazhatdé (Wang et al. 2022b). Wang et al. (2006) vezették be a
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krioterapia kifejezést a korokozok kiirtasara szolgald fagyasztasos eljarasok
alkalmazasara. Krioterapia sordn a fert6zott novényi hajtascsiucsot folyékony
nitrogénben ultraalacsony homérsékletnek teszik ki (-196 °C). Mivel a merisztéma
apikalis kupolajanak sejtei és a legfiatalabb levélprimordiumok sejtei kis mérettiek és
erdsen citoplazmatikusak, altaldban nagyobb aranyban ¢lik tul az ultraalacsony
hémérsékletii kezeléseket, mint a differencialt, nagyobb és vakuolizaltabb, magas
viztartalmu sejtek, igy a t0lélé merisztematikus sejtekbdl regenerdlt novények jo

es¢llyel virusmentesek lesznek (Magyar-Tabori et al. 2021; Wang et al. 2022b).

Brison et al. (1997) el6szor vizsgaltdk a fagyasztas hatdsat csonthéjas
gyiimolcsfajok virusmentes egyedeinek eldallitasara. PPV-vel fertdzott interspecifikus
Prunus alany krioterapias kezelése soran megallapitottdk, hogy mig a kisebb méretii
(0,3-0,5 mm) hajtascsticsok fagyasztds utani regeneracidja csekély (11%) volt, a
nagyobb méretii (0,5-2,0 mm) hajtascsucsok 50% felett regeneralddtak, és a kimetszett
hajtascsics mérete nem Dbizonyult kulcsfontossagunak a virus elimindldsa
szempontjabol. Osszességében a krioterdpia kétszer annyi virusmentes novényt
eredményezett, mint a hajtascsucsok fagyasztas nélkiili regeneracioja. Sekerz et al.
(2015) PPV fertdzott kajszibol allitottak eld virusmentes novényeket Brison et al.
(1997) krioterapias modszerével, azonban a mintak tobbsége nem élte tul a kezelést,
ezért a protokoll optimalizaldsara volt sziikkség. Azdta a Kkrioterapiat szamos
novényfajban alkalmazzak a virusok kiirtasara (Wang et al. 2022b). Egyes esetekben
sziikséges a krioterapidt mas technikakkal kombindlni a hatékony virusmentesités
érdekében, kiilondsen azon koérokozok esetében, amelyek képesek megfertdzni a
merisztematikus sejteket (Wang et al. 2018b). Hokezeléssel vagy kemoterapidval
kombinalva a krioterapia virusmentes alma (Bettoni et al. 2022a), malna (Mathew et
al. 2021), fokhagyma (Vieira et al. 2015) és burgonya (Kushnarenko et al. 2017;
Bettoni et al. 2022b) novényeket eredményezett. A fenti példak alapjan
csonthéjasokban is van létjogosultsaga a krioterapianak, a modszer optimalizalasaval
az azt kovetd sikeres novényregeneracid érdekében, esetleg mas technikékkal

kombinalva.

2.3.2.5.  Elektroterapia
Béar a pontos mechanizmus még nem ismert, az elektroterapia soran
egyenaramot vezetnek a fert6zott novényi szovetekre, ennek eredményeként a virus
nukleoproteinjei koagulalodnak, ami a virulencia megsziinéséhez vezet (Gonzalez et
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al. 2006; Mahmoud et al. 2009). Elektroterapia barmilyen ndvényi explantatumon
(szarszegmens, hajtascsucs, gumo, stb.) alkalmazhat6, jellemzdéen az elektromosan
kezelt explantatumbol inditanak in vitro tenyészetet hajtdscsiics preparalassal
kombinalva a virus nagy hatékonysagu eliminacidja érdekében (Adil et al. 2022). A
folyamat nagyon egyszerli és olcsd, nem igényel specidlis felszerelést, €¢s minddssze
né¢hany percet vesz igénybe (Magyar-Téabori et al. 2021). Az elektroterapia nem
elterjedt mddszer a Prunus fajok virusmentesitésére, de in vivo mandulandvényeken
Quacquarelli et al. (1979) sikeresen alkalmaztak a modszert, mely soran 500 V
elektromos aramot vezettek a manduladugvanyokra 5-10 percig, majd a kezelt
dugvanyok riigyeit egészséges mandulapalantdkra oltottdk és 90%-ban mandula
mozaik virustol mentes hajtasokat kaptak. Zare Khafri et al. (2024) tobb kajszi fajtan
végzett sikeres elektroterapiat, mely soran a fiatal hajtasokat 1 ndduszos darabokra
vagva helyezték natrium-klorid oldatot tartalmazo tartdlyba, melyre kiilonb6z6
aramerdsségli elektromos dramot engedtek 15 percen at.Az elektromosan kezelt
hajtasokbol felszini sterilizalds utan in vitro tenyészetet hoztak létre, amibdl
hajtascsticsot preparaltak. A 3040 mA aramerdsségli elokezelést kovetden a
regeneralodott novények 40-60%-a virusmentes lett, az eredmény kajszi fajtanként és

a virustol fliggden mutatott eltérést.

2.3.2.6.  Szomatikus embriogenezis

Meg kell emliteni a szomatikus embriogenezist, mint hatékony in vitro
virusmentesitési modszert, bar csonthéjasoknal nem jellemzd. Egy mandulafajtakon
végzett sikeres kisérletrdl szamoltak be, ahol 3 virust eliminaltak hdkezelés,
merisztématenyésztés és szomatikus embriogenezis kombinaciojaval (Ebrahimi et al.
2022). Szomatikus embriogenezis soran az embri6 fejlodése egyetlen testi sejtbdl indul
el, igy az embri6 nem 4&ll kapcsolatban az anyandvényben taldlhato
szallitonyalabokkal. Mivel a virusok nagy része a szallitonyalabban van jelen, ezzel a
modszerrel kizarhat6 a virusok jelenléte a regeneralt ndvénybdl, bar a mechanizmus
pontosan nem ismert (Panattoni et al. 2013). Az eddigi kutatdsok azonban
egyértelmiien igazoljak, hogy pl. sz6l6 esetében alkalmas arra, hogy hasznalataval
virusoktol, viroidoktol mentes novényt lehessen regeneralni (Goussard et al. 1991;

Gambino et al. 2006; Olah et al. 2022; Turcsan et al. 2020).
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2.4. Virus detektalasi modszerek

A virusok koncentracidja a gazdanovényben virusspecifikus tulajdonsag, egy
virus el6fordulasa lehet erdsen lokalizalt vagy szabélytalan eloszlasu a
gazdanovényekben. A virus lokalizacioja befolyasolhatja az elimindcidé vagy

kimutatas sikerét (Knapp et al. 1995b; Laimer 2002).

A virusmentes szaporitdanyag eldallitasa specifikus, ¢rzékeny és gyors
kimutatasi modszereket igényel az eldallitasi folyamat (1. &bra) soran keletkezd
ndvényanyagok virusteszteléséhez. A megfeleld detektalasi modszer elengedhetetlen
a megbizhatéan koérokozomentes stitusz megallapitdsdhoz és a mentesitési 1d6
leroviditéséhez. Az alabbiakban a csonthéjasok virusmentesitési folyamata soran

leggyakrabban hasznalt diagnosztikai modszereket mutatom be.

2.4.1. Bioteszt

A hatosagi vizsgalatok soran biotesztet végeznek a ndvényegészségiigyi
szakemberek. Ez a mddszer tobb év sordn megfigyelt vizualis tiinetek alapjan képes
meghatdrozni a ndvény virusfertdzottségét, egészséges indikatorndvényekre oltas,
szemzEs utan. A fas szaru bioteszttel (foteszt) a vizsgalatkoteles, gazdasagi karokat
okozo6 virusokat megbizhatéan lehet azonositani, azonban hosszadalmas, kdltséges
folyamat, és a latens fert6zéseket nem képes kimutatni. Ezt a tesztelési modszert a
virusmentesitési folyamat végén, mar a szaporitasi rendszerbe vonasnal alkalmazzak
a torzsiiltetvények létrehozasanal. A meglévd anyafdk virustesztelése soran PPV
fertézést mutatd egyedek vizsgalatadhoz szabadfoldi vagy tliveghazi gyorsteszt
végzendd, mely gyors valaszreakciét mutatd indikatorndvényeken torténik. A
torzsiiltetvények fenntartdsdnak novényegészségiigyi kovetelményeit, ¢és a
torzsiiltetvények kotelezo virusteszteléseit a 2014/98/EU direktiva alapjan a 14/2017.
(ITI. 23.) FM rendelet irja elo.

2.4.2. ELISA
A szeroldgiai modszerek kozé tartoz6 ELISA (enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgalat) a legelterjedtebb a ndévényi virusok rutinvizsgéalataban
(Clark & Adams 1977, Boonham et al. 2014). A DAS-ELISA (double antibody
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay) mddszer sordn a miianyag hordozé
feliiletére kotott antitesthez kotddik a ndvényi mintaban talalhaté virus antigén, amihez
egy masik, enzimmel jeldlt antitest kapcsolodik. A detektalashoz kromogén vagy
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fluorogén szubsztratot adnak, amely enzimreakci6 soran mérhetd szinvaltozast

eredményez.

A legtobb vizsgalatkdteles csonthéjast fertdzo virusra elérhetd ELISA teszt, igy
gyorsan, nagy mintaszamot lehet egyszerre vizsgdlni. A rendszeres hatdsagi
vizsgalatok soran a virusmentes statusz fenntartasat ellenérizendd alkalmaznak ELISA
teszteket. Hatranya, hogy a virusok variabilitasa miatt nehéz a kiilonb6zo
virustorzsekre specifikus antiszérumok eldallitasa, igy nem képes minden torzset
kimutatni (Dovas et al. 2001, Boonham et al. 2014) illetve nem is elérhetd minden
ismert virusra. Szabadfoldi novényeknél rutin vizsgalatokhoz alkalmazhat6, azonban
tanulmanyok igazoljak, hogy az ELISA nem elég érzékeny az in vitro szdvetekben kis
koncentracioban eléforduld virusok kimutatasara, €s a virustiter gyakran a kimutatési
kiiszob ala esik (Candresse et al. 1994; Manganaris et al. 2003, Dovas et al. 2001,
Sanchez-Navarro et al. 2005).

24.3. PCR

A nukleinsav alapt kimutatasi modszerek nagy érzékenységiiek, a reverz
transzkripcids polimeraz lancreakcid (RT-PCR) mar kis koncentracioban jelen 1évo
virusok detektalasat is lehetdvé teszi, viszont a nagy érzékenysége miatt érzékeny a
kontaminaciora (Boonham et al., 2014). PNRSV detektalasa soran példaul 625-szor
¢rzékenyebbnek bizonyult a DAS-ELISA-nal a kimutathatosdgi hatar alapjan
(Sanchez-Navarro et al. 1998). A PCR reakcidhoz a névénybdl elészor RNS-t kell
kivonni, majd cDNS szintézis utan virusspecifikus primerekkel amplifikalhat6 a
mintaban  jelenlevé  virus nukleinsav  részlete.  Detektadlasa  tobbnyire
gélelektroforézissel torténik, ahol méret alapjan elvalaszthaté a felszaporitott DNS-
szakasz. A modszerhez sziikséges a keresendd virus genomjanak egy specifikus,
konzervalt darabjara tervezett primerpar, igy csak ismert virusokat lehet vele
kimutatni. Tobb virus egyidejii kimutatdsara a multiplex PCR ad lehetdséget, mellyel
lecsokkenthetd a labormunka és felgyorsithatdo a folyamat (Matic et al. 2010). A
RT-PCR a virusmentesitési eljaras minden Iépésében nagy biztonsaggal alkalmazhatod
szabadfoldi, in vitro és liveghazi novényekben a virusmentesség igazolasara (Vescan

etal. 2011, Paunovic et al. 2007, Polak ¢s Hauptmanova 2009).
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2.4.4. Nagy ateresztoképességii szekvenalas

A nagy ateresztd képességii szekvenalason (High throughput sequencing, HTS)
alapuld technikdk megjelenése nagy ugrast eredményezett a ndvényi virus
diagnosztikdban. A HTS alapu vizsgalatok a novénybdl kivont RNS mintak
szekvencia meghatarozdsa utdn bioinformatikai modszerek segitségével a
gazdandvényben jelenlevd Osszes korokozd meghatarozasat teszik lehetdvé, ismert
célszekvenciak alkalmazasa nélkiil. Hasznalataval szamos 0j virus leirdsa tortént meg,
vagy addig ismeretlen gazdanovényben igazoltak korabban leirt virus jelenlétet (Hou
et al. 2020). A novények védekezd mechanizmusa soran keletkezé kis RNS-ek
szekvenalasa hatékony virus és viroid kimutatdst tesz lehetdvé csonthéjasokban
(Barath et al. 2018). A moddszer hatranya, hogy komoly molekuléaris labormunkat,
szekvenalast ¢s bioinformatikai jartassdgot ¢és munkalatokat igényel, rutin

diagnosztikédban ¢és hatdsagi ellendrzés soran nem alkalmazzak.
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3. Anyag ¢és modszer

3.1. Novényanyag

A MATE Gyiimélestermesztési Kutatokozpont Erd-Elvira telephelyén 16v6
Prebazis ¢és Bazis torzsiltetvényeibdl 2017 nyaran tortént mintagyljtés in vitro
kultardk 1étrehozasahoz. Kutatocsoportunk kis RNS-ek nagy ateresztoképességii
szekvenalasaval (HTS) Magyarorszdgon els6ként azonositott a kordbban csak
cseresznye €s meggy gazdandvényekbdl ismert cseresznye virusokat (CVA, LChV-1)
szilva ¢és kajszi fajtdkban (Barath et al. 2018.), ezért ezekkel az ij gazdanovényen
eléforduld virusokkal fertézott fak vizsgalataba kezdtiink. Az aldbbi RT-PCR-rel is

megerodsitett virusos novényanyaggal dolgoztunk:

- cseresznye virus A (CVA)-val fertdzott két kajszi fajta (‘Magyar kajszi’ és
‘Pannonia’),

- cseresznye virus A (CVA)-val fertézott szilva (‘Besztercei Bt. 2°),

- cseresznye aprogylimolcsiiség virus 1 (LChV-1)-gyel ¢és szilvahimld virussal

(PPV) egyidejiileg fert6zott kajszi (‘Magyar kajszi’).

Késdbbi mintavétel és virusteszt utdn (2019. tavasz) a cseresznyében €s meggyben

komoly gondokat okozé

- Prunus nekrotikus gytriisfoltossdg virussal (PNRSV) fertézott meggyet

(‘Eva’) is kivalasztottunk in vitro hajtastenyészetek létrehozasara.

3.2. Invitro kulturak létrehozasa és novénynevelési koriilmények

A friss hajtasokrol a leveleket eltavolitottuk és 1-2 riigyes darabokra vagtuk,
amit steril laminaris boxban elszor 70%-o0s etanolban 3 percig aztattunk, majd HgCl,-
oldatban (0,4%, 6 perc) végzett feliileti sterilizalas utdn, steril desztillalt vizben
haromszor ledblitettiink. Ezt kovetden keriiltek a hajtdsdarabok a névényfaj-specifikus
taptalajra (3.1. tablazat). Az in vitro hajtastenyészeteket novényneveld szobaban
tartottuk 24+1 °C-on 16 6ras megvilagitas mellett, 60 pmol/s/m? fényintenzitassal,
melyet meleg ¢és hideg fehér fluoreszcens fénycsovek biztositottak. A novények
négyhetente kertiltek friss taptalajra. A sikeres tenyészet inditast kovetéen RT-PCR-
rel visszaigazoltuk a virus jelenlétet az in vitro névényekbdl, majd az igazoltan
virusfertézott vonalakat tovabbszaporitottuk a tervezett kisérletekhez. A doktori
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munka személyes okok miatti sziineteltetése a hajtastenyészetek hosszu tava hiitében
tarolasat tette sziikségessé. A tenyészeteket a fajspecifikus szaporitod taptalajaikon
hiitékamraba helyeztiik (5,5°C, teljes sotét) 1,5, majd ujabb kisérletek utan tovabbi
1 évre. A hiités folyaman 4-6 havonta friss taptalajra passzalas tortént, amit 1-2 hét
fényszobaban tartas kovetett és a tenyészetek visszakeriiltek a hiitébe, majd ahogy
lehetdség nyilt ra, folytatodtak a kisérletek a fent ismertetett nevelési koriillmények

mellett.

3.3. In vitro virusmentesitési kezelések

3.3.1. Hokezelést koveto hajtascsiucstenyésztés

Hokezeléshez a kéthetes hajtastenyészeteket (atrakastdl szamitott két hét
elteltével) hokezel6 kamraba (Panasonic MLR-352, 3.1. dbra) helyeztem nappalra 38,
éjszakara 36°C-ra 12 oras megvilagitas mellett (160 pmol/s/m?). ‘Besztercei Bt.2’
szilvabol 14, 15, 17, 18, 23 nap elteltével (Eredmények fejezet 4.2. tablazat),
‘Pannonia’ kajszibol 14, 15, 16, CVA-s ‘Magyar kajszibol’ 13, 16, PPV- és LChV-1
fertézott ‘Magyar kajszibol’15, 16, 20, 24 nap (Eredmények fejezet 4.3. tablazat)
hokezelés utan a hdokezelést tolerdlo, €lo hajtasokbodl steril koriilmények kozott
sztereomikroszkop alatt 1-2 mm hosszi, 2-4 levélprimordiumot tartalmazo
hajtascsucsokat metszettem ki és helyeztem taptalajra Petri-csészébe. A regeneralddo
hajtascsucsokat 4 hetente helyeztem friss taptalajra, majd a sikeresen regeneralt

hajtastenyészeteket fenntartottam virus tesztelésig.
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3.1. abra /n vitro hokezlés

3.3.2. Kemoterapia

Autoklavozas utan ribavirint (Duchefa, Hollandia) vagy zidovudint (Sigma-
Aldrich, USA) adtam a taptalajhoz steril szlir6n 4t (Millipore, 0,22 pym, PES membran)
25 ill. 50 mg/1 koncentracioban. Uvegenként 3 darab 1 cm hosszisagu in vitro hajtas
(5 iivegben, 6sszesen 15 db kezelésenként) nevelkedett az antiviralis szert tartalmazo
szaporitéd taptalajon nyolc héten keresztiil (4 hét utan friss taptalajra kertiltek), majd
antiviralis szert nem tartalmaz6 taptalajon tartottam Oket virustesztelésig. A kontroll
csoportban azonos koru, 1 cm hosszl hajtasok keriiltek 8 hétig virusellenes szer nélkiili

szaporit6 taptalajra. Minden kezelési csoport 15 hajtasbol indult.

3.3.3. Hokezelés és kemoterapia kombinacidja

Két hét in vitro hoékezelés utdn 1 cm-es hajtascstcsi darabokat helyeztem
zidovudin virusellenes szert tartalmazo taptalajra 8 hétig (4 hét utan friss taptalajra
keriiltek), majd antivirdlis szert nem tartalmazo taptalajon tartottam Oket
virustesztelésig. A kontroll csoportban itt 2 hétig hdkezelt, 1 cm-es hajtasok voltak,

normal, antiviralis szert nem tartalmazo taptalajon nevelve.
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3.4. Virus diagnosztika

A bazalis kallusz nélkiili teljes mikroszaporitott novényeket hasznaltuk fel a
virusjelenlét meghatarozasara. Az in vitro névényi mintakb6l CTAB modszerrel
(Gambino et al. 2008) tortént az RNS-kivonas. A kivont RNS-bdl cDNS szintézist
végeztiink RevertAid First Strand cDNS Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) segitségével, random primerek felhaszndlasaval a gyartd utasitisai szerint. A
virus kimutatdsdra RT-PCR modszert alkalmaztunk, mely sordn a DNS amplifikaciot
Phire Hot Start Il DNS-polimeraz (Thermo Fisher Scientific) enzimmel végeztiikk. Az
alkalmazott virusspecifikus primereket a 3.2. tablazat foglalja magaba. A reakcidhoz
9,4 ul MQ vizet, 3 pl 5x Phire puffert, 0,75 pl - 0,75 pl forward és reverse primert (10
pmol/ ul), 0,3 pul ANTP-t (10mM), 0,3 pl (0,6 U) Phire polimerazt és 0,5 pul cDNS-t
adtunk, igy 15 pl végtérfogattal dolgoztunk.

A PCR reakciot a kdvetkezo beallitasokkal végeztiik:

98°C - 30 masodperc

98°C - 10 masodperc

* °C - 10 masodperc 40x

72°C - 20 masodperc

72°C - 1 perc

* Az alkalmazott primerre jellemz0 tapadasi (anellacids) hdmérseklet

A kapott PCR termékeket agar6z gélelektroforézissel valasztottuk el.

3.1. tablazat A hajtastenyészetekhez hasznalt szaporit6 taptalajok Osszetétele

Osszetevok (mg/l) | kajszi | szilva | meggy
NH4NO; 400 | 1650 | 1650
Ca(NO3)2 x 4 H,0 300 - -
CaCly x 2 H,O 220 440 440
KNO3 800 | 1900 | 1900
K>SO4 400 - -
MgSO4 x 7 H20 370 370 370
KH>PO4 500 170 170
NaFe-EDTA 30 20 20
ZnS04 x 4 H2O 4 4 4
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Osszetevok (mg/l) | kajszi | szilva | meggy
H3BO3 3 3 3
MnSO4 x H2O 8,3 8,3 8,3
CuSO4 x 5 H20 0,03 | 0,03 0,03
Na;MoOs x 2 H,O 0,3 0,3 0,3
CoCl; x 6 HO 0,03 | 0,03 0,03
KI 0,3 0,3 0,3
Myo-inozitol 500 500 500
Nikotinsav 1 1 1
Tiamin-HCI 1 1 1
Glicin 2 - -
Ka- pantoténsav 0,5 0,5 0,5
Biotin 0,1 0,1 0,1
Riboflavin 0,1 0,1 0,1
para-aminobenzoesav 1 1 1
Folsav 0,01 | 0,01 0,01
IBA - 0,1 0,1
BA - 0,25 1
BAP-ribozid 0,75 - -
GA3 - 0,3 0,1
Phloroglucinol - 0,1 -
Szachar6z 13000 | 30000 | 30000
Szorbit 11000 - -
Agar 6000 | 6000 | 6000
pH 52 52 5,2

3.2. tablazat Az alkalmazott virusspecifikus primerek: a CVA, PPV, LChV-1 és
PNRSV kimutatasara kajszi-, szilva- és meggymintakbol.

anellacios
virus primer primerszekvencia hivatkozas
hémérséklet
CVA CVAmp Fm ATGTCGATCATACCAGTYAAG Barath et al.
CVAmp Rm TTACTTCTCGCAACYAC 62°C 2018
PPV _P2(9292)f | CAGACTACAGCCTCGCCAGA
PPV 62°C Wetzel et al.,
PPV _P1(9534)r | ACCGAGACCACTACACTCCC 1991
LChV1 12165F | GCAAAAGTCAGATGTTGGTG Barath et al.
LChV-1 LChV1 13261R | GACGTGGTCCTAATACTTGCG S1°C 2018
LChV1 9493F | GTTGTTAGATTCCGTCATTAR Barath et al.
LChV1 10288R | CAGTCGAACTACCAAGCGTTC S1°C 2018
PNcpinF GAGTATTGACTTCACGACCAC Jarosova és
PNRSV 56°C
PNcpR CTTTCCATTCGGAGAAATTCG Kundu 2010
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4. Eredmények

A konnyebb attekinthetdség érdekében a munkdimat résztémakra bontottam,
igy a szorosan kapcsol6dd eredmények atlathatobbak. Kiilon targyalom eldszor a
CVA-s Besztercei Bt.2’ szilvan végzett in vitro kezeléseket, ezen a fajtan sikeriilt a
legtobb kisérletet elvégezni, illetve értékelhetd adatot kapni. Ezt kdvetéen a CVA ill.
PPV+LChV-1-gyel komplexen fert6zott kajszi fajtakon végzett kisérleteket majd a
PNRSV-s meggy kisérlet eredményeit mutatom be. Az 0Osszehasonlithatd

eredményeket és az elére nem vart jelenséget a fejezet végén ismertetem.

4.1. In vitro kultarak létrehozasa virusfertozott fakrol

A felszini sterilizalast kovetden a kontamindciot nem mutat6 livegekben az
alvoriigyek kihajtdsa utan a friss hajtdsokat a szarrol lemetszve és fajspecifikus
szaporitd taptalajra helyezve megindult a steril hajtastenyészetek felszaporitasa.
Minden inditott ndvény fajtarol sikeriilt in vitro kultarat 1étrehozni (4. 1.4abra) és azokat

a kisérletek teljes ideje alatt fenntartani, kisérleti anyagot biztositani.

4.1. abra Virusfert6zott szilva és kajszi in vitro hajtastenyészetek. A: CVA-s
‘Besztercei Bt.2” szilva, B: CVA-s ‘Pannonia’ kajszi, C: LChV-1+PPV-s ‘Magyar
kajszi’, D: CVA-s ‘Magyar kajszi’. A képen a késébb inditott, PNRSV-vel fertdzott
‘Eva’ meggy tenyészet nem szerepel.
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4.2. CVA fertozott szilva hajtastenyészeteken végzett in vitro
virusmentesitési kisérletek eredményei
4.2.1. Hokezelést koveto hajtascsucstenyésztés eredménye
A hdkezelés kezdetétdl 14-23 nap elteltével dsszesen 49 db 1-2 mm hosszu
hajtdscsticsot metszettem ki ¢€s helyeztem taptalajra a még éEletképes
hajtastenyészetekrdl (4.2D. dbra), amibdl 19 db (39%) koran elpusztult (elbarnult vagy

elkalluszosodott é¢s nem volt képes regeneralodni).

A hokezelési idOtartam hatdsat vizsgalva azt taldltuk, hogy a szilva
tenyészeteken a 3 hetet meghalad6 38/36°C-os kezelés elteltével mar lathatéva valtak
a hosszu tavu hokezelés karos kovetkezményei, a ndvények jelentdsen legyengiiltek,
sargultak, csucsuk elhalt (4.2C. abra). A legtovabb, 23 napig hdékezelt novényrol
szedett hajtascsticsok a taptalajra keriilés utan hamar elpusztultak, igy nem voltak
képesek regeneralddni. A novények jol toleraltdk a 14-18 napig tartd hokezelést, a
hajtasok zo6ldek és erbteljesek maradtak, hajtascsucsaik épek ¢€s preparalasra
alkalmasak voltak (4.2B. dbra). A kimetszett hajtascsiicsok néhany honap elteltével
(4.2E-F. 4bra) nagy aranyban (64%) regeneralodtak felszaporitisra alkalmas
novénykeékké. Legkisebb ardnyban (43%) 17 nap hdkezelés utan, legnagyobb

aranyban (69%) 15 nap utdn regeneralodtak a névények.

Tobb honapos mikroszaporitas utan a sikeresen regeneralt hajtasokbol mintat
szedtiink a virusdiagnosztika elvégzéséhez. Osszesen 20, hajtascsticsbol regeneralt in
vitro novényt teszteltink RT-PCR-rel CVA jelenlétére. Tizenot novény (75%) valt
CVA-mentess¢, mig 25% fertdzott maradt. A 14-18 napos hdkezelési
id6intervallumon beliil nem mutatkozott nagy kiilonbség a virusmentes ratat tekintve:
a legalacsonyabb 67%-ot 17 nap utan, a legmagasabb, 78%-ot 15 nap utan kaptuk, mig
a 14 ¢és 18 napig kezelt novények egyardnt 75%-ban lettek virusmentesek. A CVA
fertézott in  vitro szilva hajtastenyészeten  végzett hokezelést kovetd

hajtascsticstenyésztés eredményeit a 4.1. tablazat tartalmazza.
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4.2. abra Az in vitro hokezelést kovetd merisztématenyésztés folyamata CVA-
fert6zott ‘Besztercei Bt.2’ szilvan. A: hajtastenyészet hokezelés eldtt, B: 2 hetes
hoékezelés utani hajtastenyészet, C: 4 hetes hokezelés utani hajtastenyészet, D:
kipreparalt hajtascstucsok, E-F: regeneralodo hajtascsticsok korai és késoi stddiumban

(sajat fényképek).

4.1. tablazat CV A-fert6zott ‘Besztercei Bt.2’ szilva hajtastenyészeten végzett
hokezelést kovetd hajtascsucstenyésztés eredményei

hokezelés cs virusmentes
hajtascsucs e
hossza hajtascsucs db . .
db P . virusmentesség
(napok . regeneracio | (mentes/osszes
. (tulélt/osszes)
szama) tesztelt)
14 4/6 67% 3/4 75%
15 18/26 69% 7/9 78%
17 3/7 43% 2/3 67%
18 5/8 63% 3/4 75%
23 0/2 0% - -
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4.2.2. Kemoterapia hatasa onmagaban vagy hékezeléssel kombinalva
A ‘Besztercei Bt. 2’ szilvafajta toleransnak bizonyult a zidovudin és ribavirin
kezelésekre. A novények tulélési aranyat a 25 vagy 50 mg/l koncentracidban
alkalmazott virusellenes szerek egyike sem befolyasolta negativan. Ezen kezelések

soran nem figyeltiink meg jelentds mértéki fitotoxikus hatast.

A zidovudin 6nmagaban egyik koncentracioban (25 és 50 mg/l) sem volt képes
hatékonyan eliminalni a CVA-t (20%), hdkezelést kdvetden azonban a zidovudin (25
mg/l) kezelés 7%-r6l 40%-ra novelte a CVA-mentes novények szdmat. A kisebb
koncentracioban (25 mg/l) alkalmazott ribavirin nagyon hatékony volt, a vizsgalt
novényekben nem volt kimutathaté a CVA. Magasabb ribavirin koncentraciot
alkalmazva (50 mg/l) a kezelt ndvények 40%-a lett virusmentes. Meglepd modon
néhany kontrollndvény (7-25%) CV A-negativnak bizonyult a tesztelések soran. A
szilva hajtastenyészeten végzett kemoterapids kezelések eredményeit a 4.2. tablazat

mutatja be.

4.2. tablazat Kemoterapia hatasa CVA-fert6zott ‘Besztercei Bt. 2’ szilva
hajtastenyészeten. HK: hokezelés, Z: zidovudin, R: ribavirin, 25, 50: 25 ill. 50 mg/1

kezelés novények talélése | thalélési rata | virusmentesség
- kontroll 15/15 100% 7%
;E
2 725 15/15 100% 20%
=
Y zso 15/15 100% 20%
+ HK kontroll 15/15 100% 7%
§ z |HK+Z25 15/15 100% 40%
£ =
=~ |HK+Z50 15/15 100% 20%
kontroll 12/12 100% 25%
=
=
= R 25 15/15 100% 100%
=
=
R 50 15/15 100% 40%
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4.3. A CVA- és LChV-1+PPV-fertozott kajszi tenyészeteken végzett
in vitro virusmentesitési kisérletek eredményei

4.3.1. Hokezelést kovetd hajtascsucstenyésztés eredményei

Kajszi fajtakbol a hokezelés kezdetétdl 13-24 nap elteltével 6sszesen 74 db 12
mm hossza hajtascsucsot metszettem ki €s helyeztem taptalajra a még ¢életképes
hajtastenyészetekrol. A hajtdscstcsok koziil mindossze 6 db (8%) indult
regeneracionak, a maradék (92%) koréan elpusztult (elbarnult vagy elkalluszosodott és
nem volt képes regeneralddni). A kajszi fajtak bar toleraltdk a 2-3 hetes in vitro
hoékezelést, a kipreparalt hajtascsucsok nagy része regenerdciora alkalmatlan volt. A
‘Pannonia’ regeneracios képessége (26,3%) meghaladta a ‘Magyar kajsziét’ (1,8%).
Egy darab ‘Magyar kajszi’ (20 napig hoékezelt) hajtascsucsbol regeneralt novényt
tudtunk tesztelni, ez PPV-re és LChV-1-re is negativ lett. A kajszi tenyészeteken

végzett hokezelést kovetd hajtascsucs-izolalas eredményeit az 4.3. tablazat mutatja be.

4.3. tablazat Virusfert6zott kajszik in vitro hokezelést kovetd hajtascsics-
tenyésztésének eredménye

Kkezelt néveén hokezelés hossza hajtascsucs db hajtascsucs
y (napok szama) (talélt/osszes) regeneracio
14 1/4
Pannonia o
(CVA) 15 4/7 26,3%
16 0/8
Magyar kajszi 13 0/8 0%
(1]
(CVA) 16 0/4
15 0/12
Magyar kajszi 16 0/5 2.3
(PPV, LChV-1) 20 1/16 =70
24 0/10
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4.3.2. Kemoterapia hatasa onmagaban vagy hékezeléssel kombinalva
A kajszi hajtastenyészetek kemoterapids kezelése sordn a zidovudinos
taptalajon nevelt ndvények tulélése az esetek tobbségében 100% volt, egyediil az 50
mg/l koncentracioban kezelt CVA-s ‘Magyar kajszi’ esetében csokkent 87%-ra.
Hasonl6 eredményt kaptunk, amikor a zidovudin kezelést hokezelés is megeldzte, a
tulélés szintén csak a CVA-s ‘Magyar kajszi’ 50 mg/l koncentracidban kezelt

csoportban csokkent, ekkor 80%-ra (4.4. tdblazat).

4.4. tablazat Kemoterapia hatasa CVA-fert6zott ‘Magyar kajszi’ és ‘Pannonia’
kajszi hajtastenyészeteken. Ahol 15-nél kevesebb a kiinduldsi névényszam, ott a
kezeléstdl fiiggetlen, fertdzés miatti pusztulas tortént. HK: hékezelés, Z: zidovudin,
R: ribavirin, 25, 50: 25 ill. 50 mg/I

Magyar kajszi (CVA) Pannonia (CVA)
. novények | talélési virus- novények | talélési virus-
kezelés . . . . . .
tulélése rata | mentesség | tulélése rata | mentesség
kontroll 9/9 100% 11% 15/15 100% 0%
=
.g
z 725 15/15 100% 13% 14/14 100% 0%
o=
N
750 13/15 87% 8% 13/13 100% 0%
HK
15/15 100% 20% 15/15 100% 33%
+ =| kontroll
35
§ E HK+Z 25 15/15 100% 80% 14/15 93% 27%
HK+Z 50 12/15 80% 50% 11/15 73% 20%
kontroll - - - 15/15 100% 100%
£
= R 25 - - - 15/15 100% 93%
%
RS0 - - - 14/15 93% 93%

Ribavirin esetében 0-93% kozotti thlélési eredményeket kaptunk a kajszi
tenyészeteken. A ribavirinnel (25 ill. 50 mg/l) kezelt ‘Pannénia’ tenyészetek 100 ill.
93%-ban ¢ltek tul a kezelést. A LChV-1+PPV fertézott ‘Magyar kajszi’
hajtastenyészeten végzett ribavirin kezelés gyenge talélési eredményei miatt a kezelést

megismételtiik, ezt jelzi a 7. tdblazatban az I-es és Il-es ribavirin kezelés. Az ismételt
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kezelés nagyobb mértékii talélést eredményezett a kontroll csoportban €s megnétt a
ribavirin 25 mg/l kezelést taléld ndvények szama is (27%-r6l 93%-ra), azonban a
magasabb koncentracidban (50 mg/l) kezelt novények 40%-os tulélése 0%-ra
csokkent. A CVA-fertézott ‘Magyar kajszi’ ribavirin kezelésére és a LChV-1+PPV-

fertdzott ‘Magyar kajszi’ hdkezeléssel kombinalt zidovudin kezelésére nem kerdtilt sor.

A CVA-fert6zott kajszi tenyészeteken végzett zidovudin kezelés 0-13% kozotti
virusmentességet eredményezett (4.4. tablazat). ‘Pannonia’ tenyészetekbdl nem
kaptunk CVA-negativ eredményt, csak megel6z6 hokezeléssel kombinalva, ekkor 20
ill. 27%-ban lettek virusmentesek a novények a zidovudint 50 ill 25 mg/l
koncentracioban alkalmazva. ‘Magyar kajszi’ esetében is megnovelte a
virusmentesités hatékonysagat a megel6z6 hokezelés 25 mg/l zidovudin esetén 13%-

rol 80%-ra, és 50 mg/l-nél 8%-rol 50%-ra.

A 2 kiilonbozé virussal fertézott ‘Magyar kajszi’ tenyészetek a zidovudin
kezelés (25 ill. 50 mg/1) hatdsara LChV-1-t61 40 ill. 37%-ban, mig PPV-td1 87 ill. 67%-
ban mentesek lettek (4.5. tablazat).

4.5. tablazat Kemoterapia hatasa LChV-1+PPV-fert6zott ‘Magyar kajszi’
hajtastenyészeten. HK: hékezelés, Z: zidovudin, R: ribavirin, 25, 50: 25 ill. 50 mg/1

kezelés ntol,:’lglé eek talélési rata virusmentesség
LChV-1 PPV

- kontroll 15/15 100% 80% 93%
.g
z 725 15/15 100% 40% 87%
3
‘N

750 15/15 100% 37% 67%
: kontroll 6/15 40% 0% 0%
S R 25 4/15 27% 0% 0%
T2
— R 50 6/15 40% 0% 0%
= kontroll 15/15 100% 60% 20%
e
28 R 25 14/15 93% 20% 100%
-: g
-
= R 50 0/15 0% - -
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A ribavirin kezelés eredményeként a ‘Pannonia’ ndvények 93%-a virusmentes
lett, azonban ezzel a kezeléssel egyidejiileg fenntartott kontroll ndvényekben sem volt
kimutathat6 a virus (4.4. tablazat). A 2 kiilonb6z6 virussal fertézott ‘Magyar kajszi’
tenyészetekbdl nem sikeriilt virusmentes novényt 1étrehozni az I. ribavirin kezeléssel,
novények 20%-a LChV-1- és 100%-a PPV-mentes lett (4.5. tablazat). Mindkét virustol
a zidovudin 25 mg/I kezelés eredményezett legnagyobb mértékii, 40%-os mentességet,
a ribavirin (25 mg/l) mindossze 20%-ban. A kajszi hajtastenyészeteken végzett

kemoterapias kezelések eredményeit a 4.4. és 4.5. tablazat foglalja magaba.

4.4. PNRSYV fertozott meggy tenyészeten végzett in vitro
virusmentesitési kisérletek eredményei
A PNRSV-vel fertézott ‘Eva’ meggy hajtastenyészeteinek kemoterapias
kezelése soran a novények tulélése 80-100% kozott alakult. A zidovudin (25, ill 50
mg/l) 80-93% kozotti tulélést, mig a hdkezeléssel kombindlt zidovudin kezelések
100%-os talélést eredményeztek. A ribavirin kezelés végeztével nem figyelhettiink
meg novénypusztulast egyik koncentracioban sem.

4.6. tablazat PNRSV-fert6zott ‘Eva’ meggyen végzett kemoterapia hatasa. HK:
hokezelés, Z: zidovudin, R: ribavirin, 25, 50: 25 ill. 50 mg/1

kezelés ntol’:,l?’:llé}; Zk tulélési rata virusmentesség
- kontroll 15/15 100% 86%
.g
2 725 12/15 80% 83%
3
‘N
750 14/15 93% 86%
+ = HK Kkontroll 12/15 80% 75%
L5
S HK +Z 25 15/15 100% 73%
= =
Q) emm
N
= HK +Z 50 15/15 100% 93%
kontroll 15/15 100% 93%
=
=
= R 25 15/15 100% 93%
)
=
R 50 15/15 100% 93%

44



A kemoterdpian atesett meggytenyészetek 73-93%-a lett virusmentes. A
zidovudin (25 ill. 50 mg/1) 83 ill. 86%-ban PNRSV-mentes novényt eredményezett és
hoékezeléssel kombinalva is nagy aranyban (73 ill 93%) mentes novényeket kaptunk.
A ribavirin mindkét koncentracidban 93% virusmentes novényt eredményezett. Meg
kell jegyezni, hogy a meggyen végzett kezelések minden kontroll csoportjadban nagy
volt a virusmentes novények szama. A PNRSV-fertézott ‘Eva’ meggy kemoterapias

eredményeit a 4.6. tdblazat foglalja magaba.

4.5. Kemoterapias kisérletek eredményei dsszefoglalva

4.5.1. A kemoterapia virusmentesito hatasa

A kemoterapia virusmentesitd hatasat vizsgalva jol lathatdé a kiilonbség a
fert6z6 virusok eliminacidjaban. A CVA-val fert6zott két kajszi fajta és a szilva
ndvények eredményeit vizsgalva, a zidovudin 6nmagéban a CVA-t nem, vagy csak kis
aranyban tudta eltdvolitani a vizsgalt mintdkbol (0-20%), eldzetes hokezeléssel
kombindlva azonban megndtt a hatékonysaga (20-80%). Ezzel szemben a ribavirin 25
mg/l-es koncentracioban a kezelt novények 93-100%-abol eltavolitotta a CVA-t.
Legnehezebb a LChV-1 eliminécidja volt, zidovudin hatasara 37-40%, ribavirin
hataséara 0-20% volt a virusmentes kajszik aranya. PPV-t6l mentes kajszi novényeket
zidovudinnal 67-87% kozott kaptunk, mig ribavirinnel 25 mg/l koncentracidban
100%-ban sikeriilt a PPV-t eltavolitani. A PNRSV-t konnyen eltavolitotta az
alkalmazott kemoterdpia, mindkét kemoterdpias szer 73% vagy afolotti

virusmentességet eredményezett a meggy hajtastenyészeteken.

A hokezeléssel kombinalt zidovudin kezelésekhez hasznalt kontroll
ndvényeket 2 hétig hékezeltem, majd ezek antivirdlis szert nem tartalmazo taptalajon
nevelkedtek tovabb. Ezeket a hdkezelt novényeket vizsgalva allapithaté meg, hogy a
hoékezelésnek 6nmagédban van-e virusmentesitd hatasa. CVA elimindciojaban szilva
novényen nem volt kiilonbség a kezeletlen és a hokezelt kontroll kozott, ‘Magyar
kajszin’ 11%-161 20% lett, ami szintén nem egyértelmi kiillonbség, ‘Pannodnia’ kajszin
azonban 0%-161 33%, vagyis 0 helyett 5 virusmentes novényt eredményezett. A meggy

hajtastenyészeten nem latszott a hdkezelés hatdsa.
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4.5.2. A kemoterapia fitotoxikus hatasa

A vizsgalt novények kiillonb6z6 mértékil toleranciat mutattak az alkalmazott
kemoterapids kezelésekkel szemben. A szilvatenyészet volt a legellenallobb, a rajta
végzett kemoterapids kezelések nem okoztak novénypusztulast. A kajszi és meggy
tenyészetek mar érzékenyebbek voltak, ezekben el6fordult novénypusztulds. A
zidovudin  igen nagy (80-100%) talélési ratdt eredményezett minden
hajtastenyészetben. Legérzékenyebben a komplex virusfertézott ‘Magyar kajszi’
tenyészet reagalt a ribavirin kezelésekre, itt az 50 mg/l koncentracid teljes
novénypusztulast eredményezett. A tobbi fajtan a ribavirin sem okozott komoly
pusztulast (0-7%). A zidovudinos kemoterapia sordn az emlitett ndvénypusztuldsnal
enyhébb, de fitotoxikus hatasként megemlitendd, hogy egyes livegekben megjelent a
vitrifikdcié vagy hiperhidratacio, a hajtastenyészetek talzott vizesedése. Ez a jelenség
az ¢letképességet nem befolyasolta, a novények zoldek, tobbnyire szaporoddképesek
maradtak, azonban sériilékenyebbek, nehezebben kezelhetok, ami a késObbi
munkdkat, gyokeresitést, iiveghazi akklimatizaciot megneheziti, rdadasul az érintett
hajtasok tekintetében visszafordithatatlan a jelenség, ezért nem kivanatos az in vitro

rendszerekben.

A vitrifikécioval érintett ndvényekbdl is el lehetett végezni a virusdiagnosztikai
munkdkat (RNS-kivonds, PCR teszt), ezért nem vontuk ki a kisérletb6l és nem
kezeltiik kiilon ezeket. Ribavirin kezelésnél vitrifikaciot nem figyeltiink meg. A 4.3.
abran néhany jellegzetes vitrifikalodott novény lathatd, érdekesség, hogy egy livegen

beliil nem feltétlen érint minden novényt a vizesedés.

4.3. abra Zidovudin kezelés soran jelentkezd vitrifikacid. A: szilva hajtastenyészet
50 mg/l zidovudinos taptalajon, B: ‘Magyar kajszi’ hajtastenyészet hokezelést kovetd
25 mg/l zidovudinos taptalajon, C: meggy hajtastenyészet 50 mg/1 zidovudinos
taptalajon
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4.6. A virusfert6zott Prunus hajtastenyészeteken végzett
virusmentesitési kisérletek eredményei az ido fiiggvényében
A kontroll csoportokban kapott negativ mintdk kapcsan felmeriilt a spontan
virusmentess¢ valas kérdése. A kezelések elvégzése és virustesztelése utdn minden
novényfajtabol 10-10 kezeletlen kontroll névényt (4 hetes felszaporitott, teljes hajtas
csokor, alapi kallusz nélkiil) leteszteltiink. A kajszi €s szilva tenyészetek inditasatol
szamitva 5 és fél, a meggy inditasa utan 3 és fél évvel végzett RT-PCR eredményeként
100%-ban negativ mintakat kaptunk virustol és novény fajtatol fiiggetleniil. A jelenség
magyardzatra szorult, ezért megvizsgaltuk a nevelési koriilményeket, ami a hattérben

huzodott, illetve a kisérleteket kovetd virustesztek elvégzésének idopontjat.

A kiilonb6z6 novényeken végzett kisérletek nem parhuzamosan torténtek. Az
eltérd tenyészet inditasi idopontok €s a mikroszaporitas sajatossagai, a névények eltérd
szaporodasi iiteme, fellépd kontaminacidk miatt, amint 1étrejott megfeleld mennyiségii
kisérleti anyag, ugy inditottuk az adott kisérleteket. A CVA-s ‘Magyar kajszi’
hajtastenyészetben bakteridlis fert6zés kovetkezett be, ami jelentOsen visszavetette a
novények szaporodasat €s a kisérletre bocsathatd novényanyagot csak hosszadalmas
labormunka eredményeként kaptuk meg, ami szintén kitolta a kemoterapias kisérletek
idejét. A hajtastenyészeteket honapokig hlitdben, fény nélkiil is taroltuk, ahogy azt az
Anyag ¢s moddszer fejezetben részleteztem. Az elvégzett kisérletek kozott a fent
emlitett okok miatt igen nagy iddbeli eltérések lettek. A 4.4. dbran a kemoterapia
eredményei mellett a kisérletek, illetve az utols6 kezeletlen kontroll ndvények
tesztelésének iddpontjat is feltiintettem, az évek a tenyészetek inditasatol eltelt id6t (a

mikroszaporitott névények korat) jelentik.
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4.4. abra A kemoterapia virusmentesitési eredményei a kisérletek, illetve a
kezeletlen kontroll ndvények utolsoé tesztelésének idopontjanak feltiintetésével. Az
évek a tenyészetek inditasatol eltelt idot jelentik. Ko: kontroll, HK: hékezelés, Z:
zidovudin, R: ribavirin, 25, 50: 25 ill. 50 mg/1
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A kezeletlen kontroll ‘Besztercei Bt. 2’ szilva virusmentességét vizsgalva az
latszik, hogy a kezdeti CVA fertézés nem csokken 4 év elteltével, az elsé évben
vizsgalt hajtastenyészetek 25%, 4 év utdn 7%-a volt CVA-mentes. A Besztercein
végzett virusmentesitési kisérletek ezért dsszevethetok, és megerdsithetd a ribavirin
nagyobb hatékonysaga a zidovudinnal szemben. A hokezelésnek onmagéaban (hdkezelt
kontroll csoport) nem volt virusmentesitd hatdsa, zidovudinnal (25 mg/l) kombinélva
2x-esére nodtt a virusmentes ndvények aranya (20-ro6l 40%-ra) a zidovudin kezeléshez

képest. 5,5 év elteltével azonban mind a 10 tesztelt kontroll névény negativ lett.

A két virussal komplexen fertézott ‘Magyar kajszi’ vizsgalatakor azt figyeltiik
meg, hogy a kezdeti virusfert6zottség az id0 eldrehaladtaval csokken. LChV-1
esetében 1 év utan 0%, 2 év utan 60%, 4 ¢év utan 80%, mig PPV esetében 1 év utan
0%, 2 év utan 20%, 4 év utan 93% a virusmentesség aranya. 5,5 év elteltével mind a
10 tesztelt kontroll novény mindkét virusra negativ lett. A mentesitési kisérletek
eredményei ezért nehezebben értékelhetdk a kontrollok egyre nagyobb aranyu
szembetlind, a 2 év utan végzett kisérletben a kontroll 20% mellett 100% mentes
ndvényeket eredményezett. A komplex fert6zott kajsziban a két virus ellendllosaga
kozti kiilonbség is megmutatkozik, a PPV hatékonyabban eliminalédott ribavirinnel

(100%), mint a LChV-1 (20%).

A kezeletlen CVA-s ‘Magyar kajsziban’ 3,5 év elteltével 11% volt a
virusmentesség ardnya, a 4 év utan végzett kisérletben a hdkezelt kontrollok 20%-a
volt virusmentes, igy itt a hokezeléssel kombinalt kemoterapia jelentOs
hatékonysagnovelése (25 mg/l-nél 13-r6l 80%, illetve 50 mg/l-nél 8-r6l 50%)
igazolhatd. 5,5 év elteltével azonban itt is mind a 10 tesztelt kontroll ndvény negativ

lett.

‘Panndnia’ kajsziban a 2 év utan végzett kisérlet kontroll névényei még 100%-
ban fert6zottek voltak, az egyidejiileg végzett hokezeléssel kombinalt kemoterapias
kisérlet hokezelt kontrolljaiban 33%-ra nétt a virusmentesség, majd 4 év elteltével a
kontroll csoportban mar nem lehetett kimutatni a CVA-t, ezért a 4 éves ribavirin
kezeléssel kapott 93% virusmentesség ribavirinnek tulajdonithaté eredménye
kétséges. Az 5,5 éves kontrollok egyontetli negativ tesztje tovabb erOsitette a
megfigyelést, miszerint a ‘Panndnidban’ jelentdsen lecsokkent a CVA-fertdzottség az

1d6 el6rehaladtaval.
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A PNRSV-fertézott ‘Eva’ meggy hajtastenyészeteiben mar 1,5 év utan is kicsi

volt a virusfertdzottség mértéke, amibol arra kdvetkeztethetiink, hogy a PNRSV in

vitro konnyen elimindlhatd virus, spontdn, mar a mikroszaporitasban tartas

kovetkeztében is képes eltlinni a ndvénybdol.

4.7.

Uj tudomanyos eredmények

Sikeriilt steril hajtastenyészeteket Iétesitenem olyan kajszi és szilva
ndvényekbdl, melyek korabban Magyarorszagon csak cseresznyékbdl
kimutatott virusokkal voltak megfert6zddve. Molekularis modszerrel igazoltuk
benniik a virusok jelenlétét.

CVA-fertdzott szilvabol in vitro hdkezelést kdvetd hajtascsucs-tenyésztéssel
sikeresen regeneraltam virusmentes in vitro novényt.

Kimutattuk, hogy ribavirin (25 mg/l) kezeléssel 100%-os hatékonysaggal
eltavolithatd volt a CVA ‘Besztercei Bt. 2’ szilvabol és a PPV ‘Magyar
kajszibol’ jo talélési arany mellett, és rovidebb i1d6 alatt, mint a hdkezeléssel
kombinalt hajtascsticstenyésztéssel.

Fert6zott Prunus hajtastenyészetekbdl elsdként tavolitottam el a CVA-t és a
LChV-1-et.

Kimutattuk, hogy a ‘Panndnia’ kajszi CVA-fertézése, valamint a két virussal
(PPV+LChV-1)  komplexen  fertézott  ‘Magyar  kajszi’  kezdeti
virusfertdzottsége in vitro kulturaban csokken az id6 eldrehaladtaval. Hosszu
tava (>5 év) in vitro rendszerben tartds eredményeként a novények 100%-a
virusmentessé valt (PCR-rel ellendrizve), minden vizsgalt, kezdetben fertdzott

novény faj- €és fajta és valamennyi virus esetében.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

5.1. CVA-fertozott szilva hajtastenyészeteken végzett
virusmentesitési kisérletek megvitatasa

5.1.1. Hokezelést koveto hajtascsucs-tenyésztés eredménye

A ‘Besztercei Bt. 2’ szilvafajta esetében az in vitro hokezelést kovetd
hajtascsucs-izolalas megfeleld6 moddszernek bizonyult a CVA elimindldsara. A
kimetszett hajtascsucs mérete kulcstényezd a mentesitési eljaras soran (Wang et al.
2018a). Munkamban igyekeztem a lehetd legkisebb, technikailag is kivitelezhetd
méretet elérni, amely még tulélésre ¢és regeneraciora alkalmas lehet, de mentes a
virustol, igy 1-2 mm hosszl hajtascsucsokat izolaltam. Még ezeket a viszonylag nagy
hajtascsucsokat hasznalva is, amelyek nem csak a merisztematikus régiora
korlatozodnak, a hajtascstcsok 39%-a koran elbarnult vagy elkalluszosodott és nem
volt képes regeneraciora. Zarghami és Ahmadi (2023) tanulmanyéaban arr6l szamolt
be, hogy az Oszibarackfajtak tulélési aranya 65%-r6l 20%-ra csokkent a kimetszett
merisztéma méretének csokkenésével (1,0 mm-rél 0,2 mm-re). Hokezeléssel
kombinalva a nagyobb méretli (1-2 mm) hajtascsucs alkalmazasa hatékonyan
eltavolitotta a PPV és PNRSV virusokat kajszibdl és nektarinbol (Koubouris et al.
2007, Manganaris et al. 2003).

A szilva hajtastenyészetek 38/36°C-on 15 napig tartdé hokezelése idealis
id6tartamnak €és homérsékleti beallitasnak bizonyult, mivel a novények a kezelés
leteltével is zoldek €s vigorozusak maradtak, hajtascsucsaik épek és kimetszésre
alkalmasak voltak. A 15 napos hdkezelés utan kimetszett és taptalajon tovabb nevelt
hajtascsucsok 69%-a regeneralodott mikroszaporithatd novényekké, és a tesztelt,
regeneralt novények 78%-a CVA-mentesnek bizonyult. A vizsgélt iddintervallumban
(14-18 nap) a hdkezelés hossza nem befolyasolta a virusmentesités hatékonysagat, a
kezelt novények atlagosan 74%-ban lettek virusmentesek. Abdullahi és Lawrence
(2022) szerint a merisztéma preparalasat megel6zé 7 napos 37/32°C-os hokezelés
elegendo volt az ACLSV eltavolitasahoz ‘Shiro’ szilvabol, mig Koubouris et al. (2007)
20 napig alkalmaztak 35-37°C-on hdkezelést, hogy a ‘Bebeco’ kajszifajtabol
eltavolitsak a PPV-t. Hesari et al. (2022) 4 hétig tarté 37°C-os hokezelést végeztek, és
ennek eredményeként 100%-ban PPV- és PNRSV-mentes Oszibarack-ndovényeket
hoztak 1étre. Kajszifajtakbol a 45 napos, 37/35°C-os hékezelés volt alkalmas a PPV,
PNRSV és PDV elimindlaséra in vitro tenyészetekbdl (Kfizan és OndrusSikova 2008).
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Az emlitett vizsgalatokban alkalmazott kiilonbozd beallitasok és kezelési
iddtartamok jol érzékeltetik, hogy az egyes novényfajok, fajtdk milyen eltérd
tolerancidval birnak, ill., hogy az eliminéacio sikeressége a fert6z0 virus tipusatol is

fligg (Wang et al. 2018a).

5.1.2. Kemoterapias kisérletek

A ‘Besztercei Bt. 2’ szilvafajta tolerdnsnak bizonyult az alkalmazott
kemoterapids kezelésekkel szemben, jelentds fitotoxikus hatas vagy novénypusztulas
még az antiviralis szerek nagy (50 mg/l) koncentracidban torténd alkalmazasa mellett
sem fordultak eld. Erdekes modon a ribavirin és a zidovudin kezelés is kisebb
koncentraciot alkalmazva (25 mg/l) eredményezett tobb virusmentes ndvényt, ami
eltér a korabbi publikaciok alapjan varhaté eredményektdl (Deogratias et al. 1989a,
Cieslinska 2007, Paunovic et al. 2007). Talalhatunk azonban hasonl6 esetet, példaul
Cieslinska (2007) tobb ACLSV-mentes novényt kapott 50 mg/l koncentracidju
ribavirint hasznalva, mint 100 mg/1 koncentracioban. Hauptmanova és Polak (2011) is
kapott olyan eredményeket, ahol 5 mg/l ribavirin eltdvolitotta a PPV-t a kajszibol
(57%), mig a 10 mg/1 ribavirin kezelés mellett minden kezelt hajtas fert6zott maradt 9
hét kemoterapia utan, végiil arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kezelési idészakot
12 hétre kell meghosszabbitani a hatékony viruseltavolitas érdekében. Cieslinska
(2007) kimutatta, hogy a ribavirin 10, 25, 50 és 100 mg/l koncentracidban taptalajhoz
adva hatékonyan eltavolitotta az ACLSV-t a mirobalan tenyészetek 37-85%-abol és a
PNRSV-t az ‘Empress’ szilvafajta egyedeinek 38-100%-4abol, de a mirobaldnban
jelenlevd PNRSV ¢és az ‘Early Rivers’ cseresznyében 1évé PDV eliminaldsa csak akkor
volt sikeres, ha a kemoterapiat hékezeléssel kombinaltak. A ribavirin kezelés (25 mg/1)
hékezeléssel kombinalva hatékonynak bizonyult a PPV szilvabdl valo eltavolitdsdban
is (Jakab-Ilyefalvi és Pamfil 2012). Ribavirin (20 mg/l, 4 hétig) kezelés utan a hajtés
apikalis részének (kb. 3 mm) regeneralasa alkalmas volt a PDV-mentes ‘Tamara’ és
‘Amid’ cseresznyefajtak eldallitdsara (Paprstein et al. 2016). A ribavirin nagyobb
koncentracioban (50-100 mg/l) gyakran fitotoxikus a kezelt tenyészetekre (Deogratias
et al. 1989a, Cieslinska 2000, Cieslinska 2007, Vescan et al. 2011, Sedlak et al. 2023).
Hauptmanova ¢és Poldk (2011) sikeresen eliminaltak a PPV-t szilva és kajszi
Kajszin végzett kisérlet alapjan mar nagyon kis koncentracio6 (1 mg/l) és rovid kezelési

1d6 (4 hét) is eredményezhet PPV-mentes novényeket (Sekerz et al. 2015). Zare Khafri
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et al. (2024) a munkdnkhoz hasonl6 eredményekrdl szamoltak be kajszifajtakon
végzett kisérletiikkben, ahol a hdkezelés utani 1-2 mm nagysagu hajtascsucstenyésztés
eredményezte a legnagyobb virusmentesitési ratat (90-100%), de a regeneracios rata
(60-80%) alul maradt a kemoterdpiahoz képest, igy a ribavirin (25 mg/l)

alkalmazaséaval Osszességében tobb virusmentes ndvényt sikertilt 1étrehozni.

A 14-18 napig tartdé 38/36°C-on végzett hdkezelés 1-2 mm nagysagu
hajtascsticstenyésztéssel kombinalva nagy aranyban eredményezett CVA-mentes
szilva in vitro novényeket, a mddszer azonban jelentdés novénypusztulassal jart. A
kemoterapia (25 mg/I ribavirin) teljesen kiirtotta a virust a kezelt szilvahajtasokbol
anélkiil, hogy novénypusztulast okozott volna. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy a kemoterapia hatékonyan képes eliminalni a CVA-t ‘Besztercei Bt. 2’ szilvabol,
jo talélési arany mellett és rovidebb id6 alatt, mint a hdékezeléssel kombinalt

hajtascsucstenyésztéssel.

5.2. CVA és LChV-1+PPV fertozott kajszi tenyészeteken végzett in
vitro virusmentesitési kisérletek megvitatasa

A kajszi hajtastenyészetekbdl hokezelés utan kimetszett hajtascsucsok gyenge
regeneracios képessége alapjan a hajtascsucstenyészet ebben a forméban nem
alkalmas a kisérletbe vont kajszifajtak virusmentesitésére. A kajszikrél ismert, hogy
toleranciajuk elmarad a szilvaktol, mikroszaporitas soran is érzékenyek, gyengébben
szaporodnak, regeneracios képességiik is gyengébb (Marino et al. 1993, Perez-Tornero
etal. 2000). Mivel az egyetlen tesztelt ndvény negativ lett és a hékezelést a tenyészetek
elviselték 2-3 hétig is, érdemes lenne nagyobb hajtascstcs izolalast végezni esetiikben,
amely eldsegitheti a regeneraciot, 3 hetes hokezeléssel kombinalva, igy remélhet6 a
hatékonyabb virusmentesités in vitro hokezelést kovetd hajtdscsucstenyésztés
modszerrel. A korabban emlitett tanulmanyokban kimutattak a nagyobb hajtascstcs
alkalmazasanak elényeit a merisztémahoz képest (Manganaris et al. 2003, Koubouris
et al. 2007), de érz¢keny novényeknél ez az 1-2 mm-es méret is limitalo lehet, ezért
érdemes lenne tovabb novelni a kimetszett hajtascsucs méretét, ahogy Koubouris et al.
(2007) 5 mm-es cstcsokat hasznaltak kajszi in vitro hokezelésénél vagy Stein et al.
(1991) a hokezelés koriilményeit optimalizadlva Oszibarackfajtdkon 7-10 mm

hosszusagl hajtascsucsokbdl regeneraltak sikeresen PNRSV-mentes ndovényeket.
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A hokezelt kontroll novények tesztelése alapjan ‘Panndnia’ kajszin 6nmagéaban
a teljes hajtastenyészet hokezelése is virusmentesité hatast volt, 5 CVA-mentes
ndvényt eredményezett, ami megerdsiti a hokezelés 1étjogosultsagat a mentesitési

folyamatban.

A kajszi hajtastenyészetek zidovudinos téptalajon torténd nevelése soran
megfigyelt nagy tulélési rata (80-100%) alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt
kajszifajtakon a zidovudin kezelés nem okozott jelentdés novénypusztulast. ‘Pannonia’
esetében 100% talélést, mig az 50 mg/l koncentracidban zidovudinnal kezelt CVA-s
‘Magyar kajszi’ esetében 87%, illetve a nagy koncentracidt hdkezeléssel kombinalva
80%-os talélést kaptunk. Eredményeink aldtdmasztjdk a korabban publikalt
megfigyeléseket, miszerint a zidovudin kiméletes kemoterapias szer, a novényekre

gyakorolt negativ hatasa elenyész6 (Pavelkova et al. 2015, Sedlak et al. 2023).

A ribavirinnel (25 ill. 50 mg/l) kezelt ‘Panndnia’ tenyészetek 100 ill. 93%-o0s
talélése alapjan elmondhato, hogy ez a fajta tolerans a ribavirinre az alkalmazott
koncentraciokban. A LChV-1+PPV-fertézott ‘Magyar kajszi’ hajtastenyészeten
végzett ribavirin kezelések soran mar jelentésen csokkent a kezelést tuléldé novények
szama. Az ismételt kisérlet hatasara ugyan megnétt a ribavirinnel (25 mg/l) kezelt
novények tulélése (27%-r6l 93%-ra), azonban a nagyobb koncentracioval (50 mg/l)
kezelt csoportban nem maradt tesztelhetd, taléld novény. A kapott eredmények alapjan
megmutatkozik a ribavirin fitotoxikus hatdsa az érzékenyebb ‘Magyar kajszi’

esetében, foként magasabb koncentracidoban alkalmazva.

Az eredményeinket tdmasztjak ald azok a munkak, amelyben a ribavirin bar
hatékonyan eliminélta a kiilonb6zd ndvényi virusokat, a hajtastenyészeteken erds
fitotoxikus hatést és jelentés novénypusztulast eredményezett (Deogratias et al. 1989a,

Cieslinska 2000, Cieslinska 2007, Sedlak et al. 2023).

A kemoterapias eredményeink igazoljak azt a korabbi megéllapitast, miszerint
a virusok eliminécidja erdsen fligg a gazdandvény €s a virus genetikai hatterétél (Wang
et al. 2018a). A zidovudin 6nmagéban a CVA-t nem, vagy csak csekély mértékben
tavolitotta el a vizsgalt novényekbdl (0-20%), eldzetes hokezeléssel kombinalva
azonban szilvan 20-r6l 40%, ‘Magyar kajszin’ 13-r6l 80%, ‘Pannonia’ kajszin 0-r6l
27% lett a virusmentes novények ardnya. A zidovudin kezelés a LChV-1-et és PPV-t

hatékonyan (40, ill. 86%) tavolitotta el ‘Magyar kajszibol’. A ribavirin kezelések nagy
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aranyu CV A-mentes novényt eredményeztek (93-100%), mig LChV-1 eltavolitdsiban

alul maradt a zidovudinhoz képest a ‘Magyar kajszi’ kisérletekben.

Eredményeink alapjan a kemoterdpia alkalmas modszer a CVA, LChV-1 és
PPV virusok eltavolitasara zidovudin és ribavirin hasznalataval. A hokezeléssel valo
kombinalas képes ndvelni a kezelés hatékonysagat, ahogy azt mas kutatocsoportok is

leirtak (Spiegel et al. 1999; Cieslinska 2007; Hu et al. 2012, 2015).

5.3. PNRSV fertozott meggy tenyészeteken végzett in vitro
virusmentesitési kisérletek megvitatasa

A PNRSV-vel fertézott ‘Eva’ meggy hajtastenyészetek zidovudinnal és
ribavirinnel torténd kezelése soran kapott 80-100% kozotti tulélési eredmények
alapjan elmondhato, hogy a kezelt meggyfajta tolerans az alkalmazott kemoterapias
kezelésekre. A kapott nagy aranyl virusmentes ndvény alapjan (73-93%) a zidovudin
és a ribavirin is alkalmas az ‘Eva’ meggy in vitro virusmentesitésére. Elézetes
hdkezelés nem indokolt, mivel nem befolyésolta jelentdsen a hatékonysagot zidovudin

kezelésnél.

A PNRSV-r6l leirtdk, hogy hokezelést kovetd hajtascstcsizolalassal
eltavolithatd Gszibarackbol €s cseresznyébdl (Snir és Stein 1985, Stein et al. 1991,
Spiegel et al. 1995, Gella és Errea 1998), ribavirinnel cseresznyébdl, sajmeggybdl és
szilvabol (Deogratias et al 1989a, Cieslinska 2007) is sikeresen eliminaltak. A PNRSV
hokezeléssel kombinalva 10 mg/l koncentracidban 100%-ban mentes ndvények
érhetdk el (Cieslinska 2007). Tanulméanyok alapjan, amennyiben a PNRSV maés
virussal egyiitt komplex fert6zésben van jelen, mar nehezen eliminalhatd, szilva
mirobalanbdl nem sikeriilt ribavirinnel eltdvolitani (Cieslinska 2007, Mazeikiene et al.

2019).

5.4. A kemoterapia fitotoxikus hatasainak megvitatasa

Ahogy lathattuk a ribavirin az arra érzékeny genotipusoknak, a mi esetiinkben
a komplex virusfert6zott ‘Magyar kajszinak’ jelentdsen befolyésolta az életképességét,
a nagyobb koncentracidoban (50 mg/l) kezelt csoportban nem maradt tesztelhetd, tilélo

novény, de mar 25 mg/l koncentracioban is jelentds pusztulast képes okozni. A
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zidovudinos kemoterapia a ribavirinnél kiméletesebb volt a kezelt novények esetében,
ahogy azt a korabbi kutatdsok alapjan vartuk (Pavelkova et al. 2015, Sedlék et al.
2023), azonban az egyes iivegekben jelentkezd vitrifikacié bar nem volt altaldnos és
nem okozott pusztuldst, nem kivanatos az in vitro rendszerekben ¢és fitotoxikus

hatasként megemlitend6 (Magyar-Tabori et al. 2021).

5.5. A virusfertozott Prunus hajtastenyészeteken végzett
virusmentesitési kisérletek eredményei az ido fiiggvényében

A 4.4. abran bemutatott, kezeletlen kontroll mintdk virusmentességét vizsgalva
megallapitottuk, hogy a szilva hajtastenyészetben a kezdeti CVA-fert6zés nem
csokken 4 ¢v elteltével, az elsé évben vizsgalt hajtastenyészetek 25%-a, 4 év utan 7%-
a volt CVA-mentes. A CVA-fertézés mértéke ‘Magyar kajsziban’ sem csokken
jelentdsen az 1d6 eldrehaladtaval, 3,5 év elteltével 11% volt a virusmentesség aranya,
a 4 év utan végzett kisérletben a hékezelt kontrollok 20%-a volt virusmentes. Ot és fél

¢év elteltével azonban ezek a ndvények is negativak lettek a virusteszten.

‘Pannonia’ kajsziban mar a kezelések soran kimutathaté volt a CVA jelenlét
csokkenése, mig a 2 év utan végzett kisérlet kontroll ndvényei 100%-ban fertdézottek
voltak, 4 év elteltével a kontroll csoportban mar nem lehetett kimutatni a CVA-t. A
két virussal komplexen fertdzott ‘Magyar kajsziban® is igazolhaté a kezdeti
virusfertézottség csokkenése az 1d6 eldrehaladtaval. LChV-1 esetében 1 év utan 0%,
2 év utan 60%, 4 év utan 80%, mig PPV esetében 1 év utan 0%, 2 év utan 20%, 4 év
utan  93% a virusmentesség ardanya. A PNRSV-fertézott ‘Eva’ meggy
hajtastenyészeteiben mar 1,5 év utan is kicsi volt a virusfert6zottség mértéke, amibol
arra kovetkeztethetiink, hogy a PNRSV konnyen eliminalhaté virus, spontan, mar a

mikroszaporitasban tartas kovetkeztében is képes eltiinni a ndvénybdl.

A szakirodalomban taldlunk néhany példat a kezdeti virusfertdzottség
megsziinésére az in vitro rendszerben tartds €s mikroszaporitds kovetkeztében: a
szamoOca szaradasos kipusztuldsat okozd Tobacco streak virus-tol mentes szamoca
(Spiegel et al. 1994), burgonya kiilonb6z6 virusaitol (X, Y, M) mentes burgonya
(Cassells ¢és Long 1982), banana bunchy top virus-t6l mentes banan (Thomas et al.
1995), ACLSV-mentes alma (Hansen ¢és Lane 1985), ApMV-mentes alma (Knapp et
al. 1995a), PPV-mentes szilva (Vescan et al. 2011), illetve PNRSV-, PDV-, ACLSV-

57



mentes cseresznye (Deogratias et al 1989b) ndvények eléforduldsardl szamoltak be

virusmentesitési kisérletek soran a kezeletlen csoportokban.

A virusok spontdn eltlinését vagy mennyiségiik jelentds lecsokkenését
magyarazhatja, hogy az in vitro rendszerekben hormonok hatdsara indukélodik a
ndvényi hajtasproliferacio, a sejtek szaporodasa meghaladja a virus szaporodasi
iitemét, megnd a virusmentes sejtek szdma ¢€s l1étrejohet a ndvények ,,kigyodgyulasa” a
virusfert6zésbdl (Deogratias et al 1989b). A szakirodalom ,,recovery”-ként emliti a
virustiinetektl mentes, friss hajtds megjelenését a virusfertdzott és tiinetes ndvényen,
ami hatterében a ndvények RNS csendesitésen alapuld antiviralis védekezd
mechanizmusa all (Ghoshal ¢s Sanfagon 2015, Bradamante et al. 2021, Malavika et al.
2023). Mivel ez a védekezési mechanizmus alacsony hdmérékleten gatolt, ezért a mi
esetlinkben a korabban emlitett kényszerti hiitott tarolas soran ez nem miikodhetett. A
mikroszaporitott ndvények hosszu tava hiitésének esetleges virusmentesitd hatasat
szakirodalomban kerestiik. A viroidoktdl valé mentesitésre alkalmaznak hideg terapiat
(4-6 °C-on tartds néhany hoénapig) in vitro novényeken (Barba et al. 2017), de a
hiitében tarolas virusmentesité hatdsa eddig nem ismert, ezért ezt a kivaltdé okot
elvetettilk. Vélhetéen a hiitdbe helyezés elbtti és az azt kdvetd normal nevelési

koriilmények kozotti mikroszaporitas eredményezte a virusmentes mintakat.

A hajtastenyészetek friss taptalajra passzaldsainak szama és a taptalaj
novekedésszabalyozodinak Osszetétele 1ényeges szerepet jatszik a virusmentesitésben,
ezen tényezOk manipulalasaval az in vitro ndvények virustartalmanak csokkenése
¢rheté el (Deogratias et al 1989b, Nacheva et al. 2002, Vescan et al. 2011).
Szilvafajtakat vizsgalva, merisztémabdl inditott mikroszaporitassal a harmadik atrakas
utan a mintak 17,5%-a, a hatodik atrakas utan pedig 31%-a PPV-mentes lett (Vescan
et al. 2011). Szintén szilvakon végzett kisérletben nagyobb méretii (3 mm) hajtascsucs
mikroszaporitasa sordn a 4. atrakds utan a ndvények 33-35%-a, mig 8 atrakas utan 88-
100%-uk lett PPV-mentes (Nacheva et al. 2002). Citokininekben gazdag taptalaj
hasznalataval az intenziv mikroszaporitds hatdsara 8-9 passzalds utan nem lehetett
kimutatni a kezdeti PNRSV, PDV és ACLSV jelenlétet cseresznye novényekben
(Deogratias et al 1989b).

A virusok génmegodrzési vagy kisérleti célu in vitro fenntartdsara iranyuld
kutatasok soran is megfigyelték a virusok fert6zé képességének vagy mennyiségének
csokkenését a gazdanovény kallusztenyészetében (Chen et al. 2003). Itt is jelentds

kiilonbségek lehetnek a gazda és a fertéz0 virus genotipusatol fiiggden, egyes
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rendszerekben stabilan fenntarthatd a virus, mas esetben pedig teljesen el is tlinhet,
vagy legalabbis a kimutathatosagi kiiszob ala csokken a mennyisége az atrakasok

soran (Durna-Vila et al. 1989, Pelah et al. 1994).

A virusjelenlét spontan eltlinésének jelenségére Spiegel (2004) a detektalasi
nehézségek kapcesan hivja fel a figyelmet. A korabbi kutatasokban jellemzden ELISA-
t hasznaltak a virusjelenlét kimutatasara (Lerch 1987, Deogratias et al 1989b, Gella és
Errea 1998, Dziedzic 2008), de az Osszehasonlité kisérletek soran jelentds,
nagysagrendekkel kisebb kimutathatosdgi kiiszobot értek el PCR  vizsgalattal
(Candresse et al. 1994, Sanchez-Navarro et al. 1998, Moury et al. 2000, Dovas et al.
2001, Beaver-Kanuya ¢és Harper 2019), igy méara mar a PCR szamit elfogadott
kimutatasi modszernek in vitro ndovények virusdiagnosztikai vizsgalatahoz. A
kiilonb6zé PCR-alapu technikdk kozott is jelentds érzékenységbeli kiilonbségek
lehetnek (Boonham et al. 2014, Beaver-Kanuya ¢és Harper 2019). A diagnosztikai
eredmény megbizhatosagat javithatja, ha az in vitro ndvényeket gyokeresités utan
iiveghdazban ujra teszteljilk, igy az esetlegesen kimutathatosdg ald esd kis
koncentracioban jelenlevd virus képes felszaporodni a kiiiltetett ndvényben vagy
ténylegesen virusmentessé nyilvanithato a novény a dupla negativ teszt alapjan
(Deogratias et al 1989b, Gella és Errea 1998, Jevremovic¢ et al. 2023, Zare Khafri et al.
2024).

A kutatdsaim sordn vizsgalt novényeket tobb éven (>5) keresztiil tartottam fenn
mikroszaporitdsban, amilyen hosszi iddtartam vizsgélata igen ritka (Knapp et al.
1995a), ezért a mi hosszu tavu fenntartasunk és annak egyontetli negativ diagnosztikai
eredménye meglehetdsen egyedi eset és hasznos informacid lehet az érzékenységiik
miatt nehezen virusmentesithetd novények ill. a nehezen eltavolithaté virusok
esetében. A virusmentes statusz megerdsitésére a késdbbiekben ajanlott a mentes
vonalakbdl gyokeresiteni ¢és akklimatizadcido utdn iiveghazi koriilmények kozott
ujratesztelni az in vivo ndvényeket, erre azonban a doktori munka keretében nem jutott

lehetdség.

5.6. Az eredmények gyakorlati alkalmazhatosaga

A gyakorlat szempontjabol egy korokozomentesitési program célja az
egészséges, kezdeti virusjelenléttdl mentes in vitro névény létrehozasa, amibdl mar
mikroszaporitassal fel lehet szaporitani olyan ndvényanyagot, amelybdl gyokeresités
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utan liveghdzba kiiiltethetd, majd akklimatizalt in vivo novény allithato elé. Minden
fazisban (in vitro szaporitas, gyokeresités, akklimatizacio) rahagyassal kell szamolni,
mert nem varhaté 100%-os talélés. Mar egyetlen igazoltan virusmentes hajtascsokor
is elegendd lehet, hogy az adott ndvényfajtat a certikifacids rendszeren valo atfutasa
utan a kézponti torzsiiltetvénybe be lehessen vonni az eldirt ismétlésszammal (alt. 4

egyed/fajta) és fenn lehessen tartani egészséges szaporitdanyag-eldallitas alapjaul.

A virusmentesitési kisérletek soran minden névényfajtabol kaptunk a kezdeti
virusfert6zéstdl mentes egyedet. A mddszerek dsszehasonlitasa alapjan nagy eltérések
tapasztalhatok az egyes kisérleti csoportokban. A csoportokban 1évd kis mintaszamok
(10-15 db), a mikroszaporitas sajatossagai €s az idobeli eltérések a kisérletek kozott a
statisztikai elemzést nem teszik lehetévé vagy feltétleniil sziikségessé. Fontos lehet
ezért a jovOben a legjobb eredményt add kezelések megismétlése nagyobb

mintaszdmmal, és az eredmények statisztikai eszkozokkel torténd verifikalasa.

Munkam alapjan a kemoterapia alkalmas moédszernek bizonyul csonthéjas
gylmolcsfajok virusmentesitésére. A zidovudin és a ribavirin is kisebb (25 mg/l)
koncentracioban javasolt a tapasztalt nagyobb ardnyu mentesség és az esetleges
fitotoxikus hatasok minimalizaldsa érdekében. Eldzetes hdkezeléssel kombinalva
novelhetd a mentesitési hatékonysag, igy kevesebb kiinduldsi anyagbol, kevesebb
teszteléssel, rovidebb id6 alatt juthatunk virusmentes ndvényhez. Szilva esetében
antiviralis vegyszer hasznalata nélkiil, hokezelést kdvetd hajtascsics-tenyésztéssel is
nagy aranyu virusmentes novény érheto el. Itt azonban sok a veszteség, nagymértékii
a pusztulas, gyenge ¢€s lassu a regeneracid, de nem elhanyagolhat6 a kemoterapias
szerek egészségre gyakorolt kockdzata sem. Kajszi tenyészeten is érdemes lehet ezért
a kordbban emlitett nagyobb hajtascsucs és hosszabb hdkezelési id6 eredményes
virusmentes diagnosztikai eredményeket megemliteni. A tobb éves mikroszaporitas
mint virusmentesitdé modszer elsdre nem tlinik gyakorlatias lehetdségnek, azonban
eléfordulnak hdére, hajtascsucsbol torténd regenerdcidra, valamint antiviralis
vegyszerekre érzékeny novények, amelyek kezelése nem kivitelezhetd, igy igaz, hogy

sok évbe beletelhet, de mégis eredményes lehet ilyen esetekben is a mentesitési eljaras.
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6. Osszefoglalas

A csonthéjas gyiimolesfak szamos virusfertézésnek vannak kitéve szerte a
vilagon. A virusok rovar vektorokkal és vegetativ szaporitassal kdnnyen atjutnak
novényrdl ndvényre, igy az altaluk okozott betegségek teljes iiltetvényeket képesek
veszélyeztetni. A hatdsag altal kotelezden tesztelendd korokozodkon tul szdmos
virussal, viroiddal fert6zottek a csonthéjasok, €s egyre tobb latensen jelenlevd virust
is azonositanak Prunus fajokban, melyek egyeldre ismeretlen kockéazatot jelentenek a
novényekre. A virusok ellen a megel6zés a legfontosabb eszkodz: elengedhetetlen az
egészséges szaporitoanyag hasznalata az iiltetvények létrehozasakor és a vektorok
elleni folyamatos védekezés a fenntartds soran. Virusmentes ndvények eléallitasara
kiilonboz6 technikékat alkalmaznak, a hagyomanyos cserepes hdkezeléseket in vitro
modszerek valtottak fel. Altalanosan hasznalhatd, megbizhatd, gyors megoldas
azonban nem all rendelkezésre csonthéjasok virusmentesitésére. Nagyon jelentds a
genotipus-fiiggés, vagyis egyrészt a nodvényfajoknak, fajtdknak kiilonbozé a
tolerancidja az alkalmazott kezelésekkel szemben, masrészt a kiillonb6zd virusok is
eltéréen reagalnak, igy eléfordul, hogy a virus eliminalasdhoz sziikséges erdsségii
kezelés mar a ndvényi tliréshataron tallép, és a novény elpusztul a kezelés soran.

Munkam soran a CVA, LChV-1, PPV és PNRSV virusokkal fertozott
kiilonbozé csonthéjas novényekbdl in vitro hajtastenyészeteket hoztam Ilétre és a
fertdzott tenyészeteken in vitro virusmentesitési technikdkat (hokezelést kovetd
hajtascsticstenyésztés, kemoterapia Onmagiban vagy hokezeléssel kombinalva)
alkalmaztam. Megfigyeltem ¢&s 0Osszehasonlitottam a mentesitési modszerek

novényekre gyakorolt hatasat és virusmentesitési hatékonysagat.

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a ‘Besztercei Bt. 2’ szilvabol a CVA
eltavolithato in vitro hokezelést kdvetd hajtascsucstenyésztéssel €s kemoterapiaval is.
A vizsgélt kajszifajtdk esetében a hajtascsticsbol torténd gyenge regeneracios
képességlik miatt a hajtascsucstenyésztés csak a modszer optimalizalasaval lehetne
alkalmazhat6 (hosszabb hokezelés utdn nagyobb méretli hajtascsucs kimetszésével), a
kemoterapia azonban javasolhat6 virusmentesitésre, a ribavirin 25 mg/l
koncentracioban optimalis eredményt adott CVA-, LChV-1- és PPV-mentesitésre. A
vizsgélt meggyfajta alacsony virusfertézottsége miatt nehéz a modszereket
Osszehasonlitani, de megallapithatd, hogy a PNRSV mennyisége idovel lecsokken és

3,5 év elteltével nem mutathatd ki a hajtastenyészetekbdl.
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A szakirodalom alapjan munkank soran mi szamoltunk be el6szor a CVA ¢és
LChV-1 eliminécio6jarol in vitro Prunus hajtastenyészetekbdl. Bar a CVA-fertdzést
nem hoztak Osszefliggésbe konkrét betegséggel, figyelembe kell venni annak
lehetdségét, hogy befolyasolhatja a tiinetek sulyossagat komplex fertézések esetén,

ezért a virusmentesitési tanulmanyunk hasznos lehet a jovoben.

A hossza tavi (meggy esetében 3,5, szilva és kajszi esetében 5,5 ¢év)
mikroszaporitasban tartds eredményeként 100% virusmentes mintakat kaptunk RT-
PCR modszerrel minden kisérletbe vont hajtastenyészetbl. A tobb éves
mikroszaporitds mint virusmentesité modszer elsére nem tiinik gyakorlatias
megoldasnak, azonban el6fordulnak hdre, hajtascsticsbol torténd regeneraciora,
valamint antivirdlis vegyszerekre ¢érzékeny ndvények, amelyek kezelése nem
kivitelezhetd, igy igaz, hogy sok évbe beletelhet, de mégis eredményes lehet ilyen

problémas esetekben is a mentesitési eljaras.

62



7. Summary

Stone fruit trees are affected by many virus infections around
the world. Viruses are easily transmitted from plant to plant by insect
vectors and vegetative propagation, so the diseases they cause can
endanger entire plantations. In addition to the pathogens that must be
tested by the authorities, stone fruits are infected with many other
viruses and viroids, and an increasing number of latently present viruses
are also being identified in Prunus species, which pose an unknown risk
to the plants. Prevention is the most important tool against viruses: it is
essential to use healthy propagating material when creating plantations
and to continuously protect against vectors during maintenance.
Different techniques are used to produce virus-free plants, traditional
heat treatments of potted plants have been replaced by in vitro methods.
However, there is no universally usable, reliable, fast solution for
eliminate viruses from stone fruits. Genotype dependence is very
significant, i.e. plant species and varieties have different tolerances to
the applied treatments, and on the other hand, different viruses also
react differently, so it happens that the strength of the treatment required
to eliminate the virus already exceeds the plant's tolerance limit, and the
plant dies during the treatment.

In the course of my work, I established in vitro shoot cultures
from different Prunus cultivars infected with CVA, LChV-1, PPV and
PNRSV viruses and applied in vitro virus elimination methods (shoot
tip culture after heat treatment, chemotherapy alone or in combination
with heat treatment) on the infected shoot cultures. I observed and
compared the effect of the elimination methods on the plants and the
effectiveness of virus eradication.

Based on the results, CVA can be removed from the plum
cultivar ‘Besztercei Bt. 2’ by in vitro heat treatment followed by shoot
tip culture and chemotherapy. In the case of the examined apricot
cultivars, due to their poor ability to regenerate from the shoot tip, shoot
tip cultivation could only be used by optimizing the method (by
excision of a larger shoot tip after longer heat treatment). However,

chemotherapy can be recommended for virus eradication, ribavirin at a
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concentration of 25 mg/l gave optimal results for CVA, LChV-1 and
PPV eradication. It is difficult to compare the methods due to the low
virus infection of the studied cherry variety, but it can be concluded that
the amount of PNRSV decreases over time and cannot be detected in
the shoot cultures after 3 years.

Based on the literature, we reported for the first time the
elimination of CVA and LChV-1 from in vitro Prunus shoot cultures.
Although CVA infection has not been associated with a specific
disease, the possibility that it may influence the severity of symptoms
in complex infections should be considered, and therefore our virus
elimination study may be useful in the future.

As a result of long-term micropropagation, 100% virus-free
samples were obtained from all shoot cultures included in the
experiment using the RT-PCR method. At first glance, multi-year
micropropagation as a virus elimination method does not seem like a
practical solution, however, there are plants that are sensitive to heat,
regeneration from the shoot tip, and antiviral chemicals, which cannot
be treated. Thus, it is true that it may take many years, but the virus
elimination procedure can still be effective even in such problematic

cascs.
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