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A munka elézményelt, a kitlizott célok

A csonthéjas gylimolesfak természetes gazdandvényei szamos
vegetativ uton terjedd korokozonak. Az ismert virusos betegségek
jelentds gazdasagi kart okoznak a csonthéjas iiltetvényekben. A
virusok rovarvektorokkal és a vegetativ szaporitas soran konnyen
atjutnak novényrél novényre, elleniik a megelézés a legfontosabb
eszkoz: elengedhetetlen az egészséges szaporitdanyag hasznalata az
tiltetvények létrehozasakor és a vektorok elleni folyamatos védekezés
a fenntartés soran.

Az egészséges gylimolcs szaporitdbanyagok fenntartasa allami
feladat. Hazankban a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Kertészettudomanyi Intézet Gylimolcstermesztési
Kutatokézpontjaban torténik a korokozoémentes csonthéjas gytiméles
szaporitdanyagok eldallitasa ¢s ezek fenntartdsa izolalt kozponti
torzsiiltetvényekben.

Az Eurdpai Unids szabalyozas alapjan Magyarorszagon a
14/2017. (III. 23.) FM rendelet 9. melléklete tartalmazza a
torzsiiltetvények fenntartasanak névény-egészségiigyi
kovetelményeit, amely évenként kotelezd virusteszteléseket ir eld
sharka-gazda csonthéjasokndl szilvahimld virusra (PPV), Prunus
nekrotikus gytrisfoltossag virusra (PNRSV) és szilva torpiilés
virusra (PDV), valamint kajszi (Prunus armeniaca) tajtakon évente
nested PCR tesztet kell végezni a csonthéjasok eurdpai sargasag
fitoplazma betegségének (ESFY) kimutatasa céljabol. A tesztelendd
koérokozdkon til szadmos virust, viroidot hordozhatnak a csonthéjasok,
egyre tobb, akar latens modon, tlineteket nem okozva jelenlevd virust
azonositanak Prunus fajokban.

Virusmentes novények eldallitasara szamos technikat
alkalmaznak szerte a vildgon, a hagyomanyos cserepes kezeléseket in
vitro modszerek valtottak fel. Altalanosan hasznalhato, megbizhato,
gyors megoldds azonban nem 4ll rendelkezésre csonthéjasok
virusmentesitésére. Nagyon jelentds tényezd a genotipus-fliggés,
vagyis a novényfajoknak, fajtdknak kiilonbozé a tolerancidjuk az
alkalmazott kezelésekkel szemben, a csonthéjasok kiilondsen
érzékenyek pl. a magas homérsékletre, és a merisztémabdl torténd
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regeneracid hatékonysaga is elmarad a lagyszara vagy példaul az
almatermésii novényekhez képest. A kiilonb6z6 virusok is eltérden
reagalnak a kezelésekre, igy eléfordulhat, hogy a virus elimindlasdhoz
szlikséges erdsségli kezelés mar a ndvényi tliréshataron tallép, és a
ndvény elpusztul a kezelés soran. A mentesitési eljaras szerves része
a tesztelés, a virusok jelenlétének megbizhato, gyors kimutatasa, ami
nagyban hozzajarul a folyamat sikerességéhez ¢és lerdviditéséhez.

Doktori munkam soran célul tiiztem ki

- akorabban csak cseresznye, illetve meggy gazdandvényekbdl
azonositott cseresznye virus A (CVA) ¢és cseresznye
aprogytimolcsiiség 1 (LChV-1) virusokkal fertdzott szilva és
kajszi fajtakbol steril hajtastenyészetek létrehozasat és azokon
kiilonb6zo in vitro virusmentesitési technikak alkalmazasat,

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

- a fertézott kiindulasi anyagokbdl egészséges, virusmentes
hajtastenyészeteket 1étrehozni,

- a jelenlegi 1d6- ¢és preciz kézimunka-igényes, alacsony
tuléléssel és bizonytalan kimenetellel jard eljardsok helyett
olyan virusmentesitési modszert talalni, ami hatékonyabb és
szélesebb korben is alkalmazhato kiilonb6zd virusokkal
fert6zott csonthéjas fajok, fajtak virusmentesitésére.



Anyag és modszer

Novényanyag

A MATE Gyiimélcstermesztési Kutatokozpont Erd Elvira
kozponti ¢és lizemi torzsiiltetvényérdl 2017 nyaran tortént
mintagyljtés in vitro kulturdk létrehozasdhoz. Kutatdcsoportunk kis
RNS-ek nagy ateresztoképességli  szekvenalasaval  (HTS)
Magyarorszagon elséként azonositott a kordbban csak cseresznye és
meggy gazdandvényekbdl ismert cseresznye virusokat (CVA, LChV-
1) szilva és kajszi fajtdkban, ezért ezekkel az 1j gazdandvényen
eléforduld virusokkal fert6zott fak vizsgalataba kezdtiink. Az alabbi
RT-PCR-rel is megerdsitett virusos novényanyaggal dolgoztunk:

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

- cseresznye virus A (CVA)-val fert6zott szilva (‘Besztercei Bt.
2%),

- cseresznye aprogyimolcstiség virus 1 (LChV-1)-gyel ¢és
szilvahimld virussal (PPV) egyidejileg fert6zott kajszi
(‘Magyar kajszi’).

Késobbi mintavétel és virusteszt utdn (2019. tavasz) a
cseresznyében és meggyben komoly gondokat okozo

- Prunus nekrotikus gyurisfoltossag virussal (PNRSV)
fertdzott meggyet (‘Eva’) is kivalasztottunk in vitro
hajtastenyészetek létrehozésara.

In vitro kultirak létrehozasa és novénynevelési koriilmények

A friss hajtasokrdl a leveleket eltavolitottuk és 1-2 riigyes
darabokra vagtuk, amit steril laminaris boxban el8szor 70%-os
etanolban 3 percig aztattunk, majd HgClz-oldatban (0,4%, 6 perc)
végzett feliileti sterilizalds utan, steril desztillalt vizben haromszor
ledblitettiink. Ezt kovetden keriiltek a hajtdsdarabok a ndvényfaj-
specifikus taptalajra. Az in vitro hajtastenyészeteket ndvényneveld
szobaban tartottuk 24+1 °C-on 16 6rds megvilagitds mellett, 60 uM
m s ! fényintenzitassal, melyet meleg és hideg fehér fénycsovek
biztositottak. A ndvények négyhetente keriiltek friss taptalajra. A
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sikeres tenyészet inditast kovetden RT-PCR-rel visszaigazoltuk a
virus jelenlétet az in vitro ndvényekbdl, majd az igazoltan
virusfert6zott vonalakat tovabbszaporitottuk a tervezett kisérletekhez.
A doktori munka személyes okok miatti szilineteltetése a
hajtastenyészetek hossza tavl hlitdben tarolasat tette sziikségessé. A
tenyészeteket a fajspecifikus szaporitd taptalajaikon hiitOkamraba
helyeztiik (5,5°C, teljes sotét) 1,5, majd Gjabb kisérletek utan tovabbi
1 évre. A hiités folyaman 4-6 havonta friss taptalajra passzalas tortént,
amit 1-2 hét fényszobdban tartds kovetett és a tenyészetek
visszakeriiltek a hlitdbe, majd ahogy lehetdség nyilt ra, folytatodtak a
kisérletek a fent ismertetett nevelési koriilmények mellett.

In vitro virusmentesitési kezelések

Hokezelést koveto hajtascsucstenyésztés

Hokezeléshez a kéthetes hajtastenyészeteket (atrakastol szamitott
két hét elteltével) hokezeld kamraba (Panasonic MLR-352) helyeztem
nappalra 38, ¢jszakara 36°C-ra 12 6rds megvilagitds mellett (160
umol/s/m2). ‘Besztercei Bt.2’ szilvabol 14, 15, 17, 18, 23 nap
elteltével, ‘Pannonia’ kajszibol 14, 15, 16, CVA-s ‘Magyar kajszibol’
13, 16, PPV- és LChV-1 fert6zott ‘Magyar kajszibol’15, 16, 20, 24
nap hokezelés utan a hodkezelést toleralo, ¢l6 hajtasokbol steril
koriilmények kozott sztereomikroszkop alatt 1-2 mm hosszl, 2-4
levélprimordiumot tartalmaz6 hajtascsucsokat metszettem ki és
helyeztem taptalajra Petri-csészébe. A regeneralodd hajtascsucsokat
4 hetente helyeztem friss tdptalajra, majd a sikeresen regeneralt
hajtastenyészeteket fenntartottam virus tesztelésig.

Kemoterapia

Autoklavozds utan ribavirint (Duchefa, Hollandia) vagy
zidovudint (Sigma-Aldrich, USA) adtam a taptalajhoz steril sziirdn at
(Millipore, 0,22 um, PES membran) 25 ill. 50 mg/l koncentracidban.
Uvegenként 3 darab 1 cm hosszisagll in vitro hajtas (5 {ivegben,
Osszesen 15 db kezelésenként) nevelkedett az antivirdlis szert
tartalmazo szaporitd taptalajon nyolc héten keresztiil (4 hét utan friss
taptalajra keriiltek), majd antiviralis szert nem tartalmazo taptalajon
tartottam Oket virustesztelésig.



A kontroll csoportban azonos kort, 1 cm hosszt hajtasok kertiltek 8
hétig virusellenes szer nélkiili szaporit6 taptalajra. Minden kezelési
csoport 15 hajtasbol indult.

Hokezeles és kemoterdpia kombinacioja

Két hét in vitro hokezelés utdn 1 cm-es hajtascsucsi darabokat
helyeztem zidovudin virusellenes szert tartalmazo taptalajra 8 hétig
(4 hét utan friss taptalajra keriiltek), majd antiviralis szert nem
tartalmaz¢d taptalajon tartottam Oket virustesztelésig. A kontroll
csoportban itt 2 hétig hdkezelt, 1 cm-es hajtasok voltak, normal,
antiviralis szert nem tartalmazo taptalajon nevelve.

Virus diagnosztika

A bazalis kallusz nélkiili teljes mikroszaporitott novényeket
hasznaltuk fel a virusjelenlét meghatarozasara. Az in vitro novényi
mintakbol CTAB maddszerrel tortént az RNS-kivonds. A kivont RNS-
bol cDNS szintézist végeztink RevertAid First Strand cDNS
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével, random
primerek felhasznalasdval a gyartd utasitasai szerint. A virusok
kimutatasaira RT-PCR mddszert alkalmaztunk, mely soran a DNS
amplifikaciot Phire Hot Start II DNS-polimeraz (Thermo Fisher
Scientific) enzimmel végeztiik. 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 ul ANTP-t (10mM), 0,3 pl (0,6 U) Phire polimerazt és 0,5 ul
cDNS-t adtunk, igy 15 ul végtérfogattal dolgoztunk.

A PCR reakciot a kdvetkezd beallitdsokkal végeztiik:

98°C - 30 masodperc

98°C - 10 masodperc

* °C - 10 masodperc 40x

72°C - 20 masodperc

72°C - 1 perc

* Az alkalmazott primerre jellemzd tapadasi (anellacios) hdmérséklet

A kapott PCR termékeket agaroz gélelektroforézissel valasztottuk el.
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Az eredmények

In vitro kulturak létrehozasa virusfertozott fakrol

A felszini sterilizalast kovetden a kontaminaciot nem mutato
iivegekben az alvoriigyek kihajtasa utan a friss hajtasokat a szarrol
lemetszve ¢€s fajspecifikus szaporitd taptalajra helyezve megindult a
steril hajtastenyészetek felszaporitdsa. Minden inditott ndvény
fajtarol sikertilt in vitro kulturat 1étrehozni és azokat a kisérletek teljes
ideje alatt fenntartani, kisérleti anyagot biztositani.

CVA fertézott szilva hajtastenyészeteken végzett in vitro
virusmentesitési kisérletek eredményei

Hokezelést koveto hajtascsucstenyésztés eredmeénye

A hdkezelés kezdetétdl 14-23 nap elteltével 0sszesen 49 db 1-
2 mm hosszu hajtascsucsot metszettem ki ¢és helyeztem taptalajra a
még ¢letképes hajtastenyészetekrél, amibdl 19 db (39%) koran
elpusztult (elbarnult vagy -elkalluszosodott és nem volt képes
regeneralodni).

A hokezelési iddtartam hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy a
szilva tenyészeteken a 3 hetet meghaladé 38/36°C-os kezelés
elteltével mar lathatova valtak a hosszi tavi hdkezelés karos
kovetkezményei, a novények jelentdsen legyengiiltek, sargultak,
csucsuk elhalt. Legtovabb, 23 napig hokezelt novényrdl szedtem
hajtascstcsot, de taptalajra keriilés utan azok hamar elpusztultak és
nem voltak képesek regeneralodni. A novények jol toleraltak a 14-18
napig tartd hokezelést, a hajtasok zoldek és erdteljesek maradtak,
hajtascsucsaik épek és preparaldsra alkalmasak voltak. A kimetszett
hajtascsucsok néhany honap elteltével nagy aranyban (64%)
regeneralodtak felszaporitasra alkalmas novénykékké. Legkisebb
aranyban (43%) 17 nap hdékezelés utan, legnagyobb aranyban (69%)
15 nap utan regeneralddtak a novények.

Tobb hoénapos mikroszaporitds utan a sikeresen regeneralt
hajtasokbdl mintat szedtiink a virusdiagnosztika elvégzéséhez.
Osszesen 20, hajtascsticsbol regeneralt in vitro ndvényt teszteltiink
RT-PCR-rel CVA jelenlétére. Tizendt ndvény (75%) valt CVA-
mentess¢, mig 25% fert6zott maradt. A 14-18 napos hdkezelési



iddintervallumon beliil nem mutatkozott nagy kiilonbség a
virusmentes ratat tekintve, 17 nap utdn 67%, a 15 napig hdkezelt,
tesztelt novények 78%-a lett virusmentes, mig a 14 és 17 napig kezelt
ndvények egyarant 75%-ban lettek virusmentesek.

Kemoterapia hatasa onmagaban vagy hokezeléssel kombindlva

A ‘Besztercei Bt. 2’ szilvafajta tolerdnsnak bizonyult a
zidovudin és ribavirin kezelésekre. A novények tilélési aranyat a 25
vagy 50 mg/l koncentracidoban alkalmazott virusellenes szerek egyike
sem befolyasolta negativan. Ezen kezelések soran nem figyeltiink
meg jelentés mérték fitotoxikus hatést.

A zidovudin 6nmagaban egyik koncentracioban sem volt
képes hatékonyan elimindlni a CVA-t (20%), hékezelést kovetden
azonban a zidovudin (25 mg/l) kezelés 7%-r6l 40%-ra ndvelte a
CVA-mentes novények szamat. A kisebb koncentracioban (25 mg/1)
alkalmazott ribavirin nagyon hatékony volt, a vizsgalt ndvényekben
nem volt kimutathato 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 CVA- és LChV-1+PPV-fertozott kajszi tenyészeteken végzett
in vitro virusmentesitési kisérletek eredményei

Hokezelést koveto hajtascsucstenyésztés eredményei

Kajszi fajtadkbol a hdkezelés kezdetétdl 13-24 nap elteltével
Osszesen 74 db 1-2 mm hosszi hajtadscsucsot metszettem ki és
helyeztem taptalajra a még ¢életképes hajtastenyészetekrol. A
hajtascsucsok koziil mindossze 6 db (8%) indult regeneracionak, a
maradék (92%) koran elpusztult (elbarnult vagy elkalluszosodott €s
nem volt képes regenerdlodni). A kajszi fajtak bar toleraltak a 2-3
hetes in vitro hoékezelést, a kipreparalt hajtascsucsok nagy része
regeneraciora alkalmatlan volt. A ‘Pannonia’ regeneracios képessége
(26,3%) meghaladta a ‘Magyar kajsziét’ (1,8%). 1 db. ‘Magyar
kajszi’ (20 napig hdkezelt) hajtascsucsbol regeneralt novényt tudtunk
tesztelni, ez PPV-re és LChV-1-re is negativ lett.
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Kemoterapia hatisa onmagaban vagy hokezeléssel kombindlva

A kajszi hajtastenyészetek kemoterapias kezelése sordn a
zidovudinos taptalajon nevelt ndvények tulélése az esetek
tobbségeében 100% volt, egyediil az 50 mg/l koncentracidoban kezelt
CVA-s ‘Magyar kajszi’ esetében csokkent 87%-ra. Hasonlo
eredményt kaptunk, amikor a zidovudin kezelést hdkezelés is
megeldzte, a tulélés szintén csak a CVA-s ‘Magyar kajszi’ 50 mg/l
koncentracioban kezelt csoportban csokkent, ekkor 80%-ra.

Ribavirin esetében 0-93% kozotti tulélési eredményeket
kaptunk a kajszi tenyészeteken. A ribavirinnel (25 ill. 50 mg/I) kezelt
‘Pannonia’ tenyészetek 100 ill. 93%-ban éltek tul a kezelést. A LChV-
1+PPV fert6zott ‘Magyar kajszi’ hajtastenyészeten végzett ribavirin
kezelés gyenge talélési eredményei miatt a kezelést megismételtiik.
Az ismételt kezelés nagyobb mértékii talélést eredményezett a
kontroll csoportban és megnétt a ribavirin 25 mg/l kezelést tuléld
novények szama is (27%-r6l 93%-ra), azonban a magasabb
koncentracioban (50 mg/l) kezelt ndvények 40%-os talélése 0%-ra
csokkent. A CVA-fert6zott “Magyar kajszi’ ribavirin kezelésére és a
LChV-1+PPV-fertézott ‘Magyar kajszi’ hokezeléssel kombinalt
zidovudin kezelésére nem keriilt sor.

A CVA-fertozott kajszi tenyészeteken végzett zidovudin
kezelés 0-13% kozotti virusmentességet eredményezett. ‘Pannodnia’
tenyészetekbdl nem kaptunk CV A-negativ eredményt, csak megel6zo
hokezeléssel kombinalva, ekkor 20 ill. 27%-ban lettek virusmentesek
a novények a zidovudint 50 ill 25 mg/l koncentracioban alkalmazva.
‘Magyar kajszi’ esetében 1is megndvelte a virusmentesités
hatékonysagat a megel6z6 hokezelés 25 mg/l zidovudin esetén 13%-
6l 80%-ra, és 50 mg/1-nél 8%-rol 50%-ra.

A 2 kiilonboz6 virussal fertézott ‘Magyar kajszi’ tenyészetek
a zidovudin kezelés (25 ill. 50 mg/1) hatasara LChV-1-t61 40 ill. 37%-
ban, mig PPV-t6l 87 ill. 67%-ban mentesek lettek.

A ribavirin kezelés eredményeként a ‘Panndnia’ ndvények
93%-a virusmentes lett, azonban ezzel a kezeléssel egyidejiileg
fenntartott kontroll ndvényekben sem volt kimutathat6é a virus. A 2
kiilonbozd virussal fertézott ‘Magyar kajszi’ tenyészetekbdl nem

sikerlilt virusmentes novényt l1étrehozni az 1. ribavirin kezeléssel,
12



cre

ribavirin hatasara a novények 20%-a LChV-1- és 100%-a PPV-
mentes lett. Mindkét virustol a zidovudin 25 mg/l kezelés

eredményezett legnagyobb mértékii, 40%-os mentességet, a ribavirin
(25 mg/l) mindossze 20%-ban.

PNRSYV fert6zott meggy tenyészeten végzett in vitro
virusmentesitési kisérletek eredményei

A PNRSV-vel fertdzott ‘Eva’ meggy hajtastenyészeteinek
kemoterapids kezelése soran a novények talélése 80-100% kozott
alakult. A zidovudin (25, ill 50 mg/1) 80-93% kozotti thlélést, mig a
hokezeléssel kombinalt zidovudin kezelések 100%-os tulélést
eredményeztek. A ribavirin kezelés végeztével nem figyelhettliink
meg novénypusztulast egyik koncentracioban sem.

A kemoterdpian atesett meggytenyészetek 73-93%-a lett
virusmentes. A zidovudin (25 ill. 50 mg/1) 83 ill. 86%-ban PNRSV-
mentes ndvényt eredményezett és hokezeléssel kombinalva is nagy
aranyban (73 ill 93%) mentes novényeket kaptunk. A ribavirin
mindkét koncentracidoban 93% virusmentes névényt eredményezett.
Meg kell jegyezni, hogy a meggyen végzett kezelések minden
kontroll csoportjaban nagy volt a virusmentes névények szama.

A virusfertozott Prunus hajtastenyészeteken végzett
virusmentesitési kisérletek eredményei az ido fiiggvényében

A kontroll csoportokban kapott negativ mintdk kapcsan
felmeriilt a spontdn virusmentess¢ valas kérdése. A kezelések
elvégzése és virustesztelése utdin minden ndvényfajtabol 10-10
kezeletlen kontroll névényt (4 hetes felszaporitott, teljes hajtas
csokor, alapi kallusz nélkiil) leteszteltiink. A kajszi és szilva
tenyészetek inditasatol szamitva 5,5, a meggy inditasa utan 3,5 évvel
végzett RT-PCR eredményeként 100%-ban negativ mintakat kaptunk
virustol és novény fajtatol fliggetleniil. A jelenség magyarazatra
szorult, ezért megvizsgaltuk a nevelési korilményeket, ami a
hattérben huzodott, illetve a kisérleteket kovetd virustesztek
elvégzésének idopontjat.

A kezeletlen kontroll ‘Besztercei Bt. 2’ szilvaban a kezdeti
CVA fertdzés nem csokken 4 év elteltével, az elsé évben vizsgalt
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hajtastenyészetek 25%, 4 év utan 7%-a volt CVA-mentes. A szilvan
végzett virusmentesitési kisérletek ezért Osszevethetdk, ¢és
megerdsithetd a ribavirin nagyobb hatékonysaga a zidovudinnal
szemben. A hdkezelésnek onmagiban (hdkezelt kontroll csoport)
nem volt virusmentesité hatdsa, zidovudinnal (25 mg/l) kombinalva
2x-esére ndtt a virusmentes novények aranya (20-r6l 40%-ra) a
zidovudin kezeléshez képest. 5,5 év elteltével azonban mind a 10
tesztelt kontroll ndvény negativ lett.

A két virussal komplexen fertdzott ‘Magyar kajszi’
vizsgalatakor azt figyeltilk meg, hogy a kezdeti virusfert6zottség az
1d6 eldrehaladtaval csokken. LChV-1 esetében 1 év utan 0%, 2 év
utan 60%, 4 év utan 80%, mig PPV esetében 1 év utdn 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 mentessége miatt. A kisebb
2 ¢év utan végzett kisérletben a kontroll 20% mellett 100% mentes
ndvényeket eredményezett. A komplex fertdzott kajsziban a két virus
ellenallosdga kozti  kiilonbség is megmutatkozik, a PPV
hatékonyabban eliminalddott 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
hokezelt kontrollok 20%-a volt virusmentes, igy itt a hokezeléssel
kombinalt kemoterapia jelentds hatékonysagnovelése (25 mg/lI-nél
13-r61 80%, illetve 50 mg/l-nél 8-r6l 50%) igazolhatd. 5,5 év
elteltével azonban itt is mind a 10 tesztelt kontroll novény negativ lett.

‘Panndnia’ kajsziban a 2 év utdn végzett kisérlet kontroll
novényei még 100%-ban fertdzottek voltak, az egyidejiileg végzett
hokezeléssel kombinalt kemoterapias kisérlet hokezelt kontrolljaiban
33%-ra nétt a virusmentesség. 4 év elteltével a kontroll csoportban
mar nem lehetett kimutatni a CVA-t, ezért a 4 éves ribavirin
kezeléssel kapott 93% virusmentesség ribavirinnek tulajdonithatd
eredménye kétséges. Az 5,5 éves kontrollok egyOntetii negativ tesztje
tovabb erdsitette a megfigyelést, miszerint a ‘Pannonidban’ jelentésen

lecsokkent a CVA-fertézottség az id6 elérehaladtaval.
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A PNRSV-fertézott ‘Eva’ meggy hajtastenyészeteiben mar
1,5 év utan is kicsi volt a virusfertézottség mértéke, amibdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a PNRSV konnyen eliminalhaté virus,
spontan, mar a mikroszaporitasban tartds kovetkeztében is képes
eltlinni a n6vénybol.

Uj tudomanyos eredmények

o Sikertlt steril hajtastenyészeteket 1étesitenem olyan kajszi és
szilva ndvényekbdl, melyek kordbban Magyarorszdgon csak
csereszny€kbdl kimutatott virusokkal voltak megfertézdodve.
Molekularis modszerrel igazoltuk benniik a virusok jelenlétét.

o CVA-fertozott szilvabol in vitro hokezelést kovetd
hajtascstics-tenyésztéssel sikeresen regeneraltam virusmentes
in vitro noveényt.

e Kimutattuk, hogy ribavirin (25 mg/l) kezeléssel 100%-o0s
hatékonysaggal eltavolithatd volt a CVA ‘Besztercei Bt. 2’
szilvabol és a PPV ‘Magyar kajszibol’ jo talélési arany
mellett, és rovidebb 1d0 alatt, mint a hokezeléssel kombinalt
hajtascsticstenyésztéssel.

o Fert6zott Prunus hajtastenyészetekbdl elséként tavolitottam el
a CVA-tés a LChV-1-et.

e Kimutattuk, hogy a ‘Pannonia’ kajszi CVA-fertézése,
valamint a két virussal (PPV+LChV-1) komplexen fert6zott
‘Magyar kajszi’ kezdeti virusfertézottsége in vitro kulturdban
csokken az id6 elérehaladtaval. Hosszu tava (>5 év) in vitro
rendszerben tartas eredményeként a ndvények 100%-a
virusmentess¢ valt (PCR-rel ellendrizve), minden vizsgalt,
kezdetben fertdzott novény faj- és fajta és valamennyi virus

esetében.

15



Kovetkeztetések €s a javaslatok

A gyakorlat szempontjabol egy koérokozomentesitési program
célja az egészséges, kezdeti virusjelenléttdl mentes in vitro novény
létrehozasa, amibdl mar mikroszaporitassal fel lehet szaporitani olyan
ndvényanyagot, amelybdl gyokeresités utan liveghdzba kiiiltethetd,
majd akklimatizalt in vivo novény allithato el6. Minden fazisban (in
vitro szaporitds, gyokeresités, akklimatizacio) rahagyassal kell
szdmolni, mert nem varhatd 100%-os talélés. Mar egyetlen igazoltan
virusmentes hajtascsokor is elegendé lehet, hogy az adott
novényfajtat a certikifacids rendszeren vald atfutdsa utdn a kdzponti
torzsiiltetvénybe be lehessen vonni az eldirt ismétlésszammal (alt. 4
egyed/fajta) és fent lehessen tartani egészséges szaporitdoanyag-
eléallitas alapjaul.

A virusmentesitési kisérletek sordn minden novényfajtabol
kaptunk a kezdeti virusfertdzéstél mentes egyedet. A modszerek
Osszehasonlitdsa alapjan nagy eltérések tapasztalhatok az egyes
kisérleti csoportokban. A csoportokban 1év6 kis mintaszamok (10-15
db), a mikroszaporitds sajatossagai és az idobeli eltérések a kisérletek
kozott a statisztikai elemzést nem teszik lehetdvé vagy feltétleniil
sziikségessé. Fontos lehet ezért a jovoben a legjobb eredményt ado
kezelések megismétlése nagyobb mintaszdmon, és az eredmények
statisztikai eszkozokkel torténd verifikalasa.

Munkdm alapjan a kemoterdpia alkalmas modszernek
bizonyul csonthéjas gylimolcsfajok virusmentesitésére. A zidovudin
¢s a ribavirin is kisebb (25 mg/l) koncentracioban javasolt a tapasztalt
nagyobb aranyt mentesség ¢s az esetleges fitotoxikus hatasok
minimalizdldsa érdekében. Eldzetes hdkezeléssel kombinalva
novelhetd a mentesitési hatékonysag, igy kevesebb kiindulasi
anyagbol, kevesebb teszteléssel, rovidebb id6 alatt juthatunk
virusmentes novényhez. Szilva ndvényben antivirdlis vegyszer
hasznélata nélkiil, hokezelést kovetd hajtascsucs-tenyésztéssel is
nagy aranyu virusmentes novény érhetd el. Itt azonban sok a
veszteség, nagymértékil a pusztulas, gyenge és lassu a regeneracio, de
nem elhanyagolhaté a kemoterapias szerek egészségre gyakorolt
kockézata sem. Kajszi tenyészeten is érdemes lehet ezért a korabban
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emlitett nagyobb hajtascsucs €és hosszabb hokezelési id6 eredményes
soran kapott virusmentes diagnosztikai eredményeket megemliteni. A
tobb éves mikroszaporitds mint virusmentesitdé modszer elsére nem
tlinik gyakorlatias lehetdségnek, azonban eléfordulnak hdre,
hajtascsticsbol  torténd  regeneraciora, 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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