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C)sszefoglalés

A csonthéjas gyiimélesfaknak szdmos virusos betegsége ismert, melyek komoly problémdt jelentenek
a termesztésben és kihivdsok elé 4llitjdk a szakembereket. A kérokozémentes névények eldallitdsa
és az egészséges szaporitéanyag haszndlata rendkiviil fontos. A virusmentesités legismertebb és
legrégebben haszndlt médszere a h8kezelés. Csonthéjasok esetében a hagyomdnyos h8kezelést ma
mdr in vitro technikdk vdltjdk fel, melyeknek tovdbbra is fontos eleme a hdkezelés, de emellett
gyakran kombindljak hajtdscstcs izoldldssal, antiviralis szerek tdptalajhoz addsdval, vagy a krioterdpidt
alkalmazzdk a mentesités hatékonysdginak névelésére.
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Bevezetés

A csonthéjasokat fertdz8 virusok komoly problémakat okoznak a termesztésben és a gytimolesok
értékesitésében. A kérokozok jelenléte legyengitheti a fikat, termésmennyiség csdkkenést eredmé-
nyezhet, végsd esetben a fa pusztuldsihoz is vezethet. A virustiinetek gyakran nem csak a levélen,
hanem a gyiimélcson is megjelennek, amely jelent8sen csokkenti a gyiimélesok piacképességét.
A virusok és fitoplazmdk ellen nem 4ll rendelkezésre hagyomdnyos névényvédelmi eszkoz, ezért
elengedhetetlen az egészséges szaporitéanyag hasznalata és a vektorok elleni névényvédelem.
Magyarorszdgon a 14/2017. (III. 23.) FM rendelet hatdrozza meg azon kdrositékat, amelyek
esetében a kiinduldsi anyagokon, a prebdzis, bdzis, certifikdlt anyanévényeken és szaporitéanyago-
kon, C.A.C. iiltetési anyagokon vizudlis ellen8rzést és adott esetben mintavételt és laboratériumi
vizsglatot kell végezni. Prunus fajok esetében dltaldnosan jellemzd kérokozok a Szilvahimlg virus
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(PPV), a Szilva torpiilés virus (PDV), a Prunus nekrotikus gytrtisfoltossdg virus (PNRSV), az alma
virusok koziil az Alma klorotikus levélfoltossdg virus (ACLSV) és az Alma mozaik virus (ApMV),
valamint a Csonthéjasok eurdpai sdrgasdg fitoplazmdja (Candidatus Phytoplasma prunorum). Az
egészséges gylimolcs szaporitdanyagok fenntartdsa dllami feladat. Hazdnkban a Nemzeti Agrarkuta-
tési és Innoviciés Kozpont Gyiimélcs- és Disznovénytermesztési Kutatdintézete (NAIK, GYDKI)
végzi a kérokozémentes csonthéjas gylimalcs szaporitéanyagok el64llitdst és ezek fenntartdsdt izoldlt
kézponti térzsiiltetvényekben. Az intézetben osztrak-magyar egyiittmiikodés keretében 2002-ben
indult el virusmentesitési program iz vitro technikdk alkalmazdsdval (Mendonga et al. 2004).

Virusmentes ndvények elédllitdsdra szdmos technikdt alkalmaznak szerte a vildgon. Jelen ta-
nulmdny célja, hogy a csonthéjasok virusmentesitésére irdnyulé kutatdsokrdl adjon dtfogé képet,
kiilonds tekintettel az iz vitro technika jelentdségére.

Hagyomdnyos hdkezelés

A legrégebben alkalmazott virusmentesitési médszer a h8kezelés vagy héterdpia. A terdpia
lényege, hogy a novényeket hékamrdba helyezve tartésan 30 °C f6lotti hdmérsékleten tartjdk,
amely hémérsékleten a virusok inaktivdlédnak, mig a hdékezelés ideje alatt novekvd novényi
hajtdscstics kérokozémentessé valik.

Szabadfoldi névényeken régi megfigyelés a hdmérséklet és a virus tiinetek erdssége kozoeti
osszefliggés. A virus-tiinetek alacsonyabb hémérsékleten, jellemzden kora tavasszal a legszem-
betin8bbek. Meleg nyarakon egészen el is tlinhetnek a tiinetek, ekkorra a virus mennyiség
lecsdkken a névényekben. Ma mér bizonyitott, hogy a névényekben is jelen van az eukaridta
sejtekben konzervéltan miikdd védekezd rendszer, az RNS csendesités (silencing), mely alacsony
hémérsékleten girolt, ez magyardzza a tiinetek id8szakos megjelenését vagy elt(inését (Szittya
et al. 2003). A h8kezelés sordn a névénynek ezt a sajét védekezd rendszerét indukdljik magas
hémérsékleten a virusmentesség elérése érdekében.

Kunkel mar 1936-ban irt az észibarack hékezelésérdl (Kunkel 1936). A hdkezelést kovetden a
kezelt névények hajtdscsticsait virusmentes alanyra szemzik, de olyan kisérletet is végeztek, ahol
a virusos névény hékezelése utdn a teljes novény mentesnek bizonyult (Polak és Hauptmanovd
2009). A médszer hdtrdnya, hogy egyes fajok és dltaldban a csonthéjasok kiiléndsen érzékenyek
a magas hémérsékletre, kevés névény marad életben a kezelés végére és a virusmentesség sem
biztositott, mivel sok esetben a hajtdscsticsban is jelen van a virus.

In vitro technikdk

A szvettenyésztés a novényi kérokozé-mentesitésben széleskortien alkalmazote technika. A
szomatikus embriogenezis sz818 esetében nagy hatékonysdggal és biztonsdggal alkalmazhaté
a kiildnb6z6 virusok és viroidok elimindldsira (Goussard et al. 1991; Gambino et al. 2006),
azonban csonthéjasokndl egyéb virusmentesitési médszerek terjedtek el, melyeket vegetativ
hajtdstenyészeteken kiviteleznek.

Merisztéma kultira
Az 1980-as években elkezd8dott az in vitro technikdk haszndlata a csonthéjas virusmentesités
hatékonyabb4 tételének érdekében (Deogratias et al. 1989). A merisztéma kulttira alkalmazdsa
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azon alapszik, hogy a hajtdscstcsi régiéban a virusok szima nagyon alacsony, illetve az apikdlis
merisztéma sejtjeibe nem is jutnak be virusok, ezért a merisztéma steril izoldldsdval virusmentes
névény regenerdlhaté. A merisztéma izoldlds és abbdl torténd novényregenerdcid in vitro koriil-
mények kozott mds névényfajokndl eredményezhet virusmentes novényt (Kartha és Gamborg
1975), de csonthéjasok esetében a merisztémdbdl torténd csekély regenerdcids képesség miatt
onmagdban ezt a technikdt nem alkalmazzdk.

A merisztéma izoldlds utdni mikrooltds (mikrografting), vagyis in vitro kériilmények kozt
virusmentes alanyra oltds esetében is taldlhatunk példdt virusmentes dszibarack fajrdk eld4lli-

tasdra (Shu és Timon 1996).

Hékezelés

Csonthéjasok esetében a legelterjedtebb iz vitro virusmentesitési médszerré a h8kezelés utdni
hajtdscstcs izoldlds valt. H8kezelés hatdsdra a virusok inaktivalddnak és nagyobb méreti hajtds-
csucs szakasz maradhat virusmentes. Az iz vitro hékezelés utdni hajtdscsics tenyésztés és ndvény-
regenerdci6 lehetdvé tette a hékezelés idejének leroviditését az in vivo héterdpidval szemben, és
a regenerdcids képesség novekedését a merisztéma izoldldshoz képest, ezdltal tobb virusmentes
névény létrehozdsdt eredményezte (Stein et al. 1991). Stein és kutatécsoportja megfigyelte,
hogy a novények hdkezeléssel szembeni tolerancidjdt befolydsolja a hajtdstenyészetek életkora
és a tdptalaj hormontartalma is, ezdltal novekedett a hajtdscsticsbol regenerdlt névények szdma
(Stein et al. 1991). A tdptalajok makroelem tartalma is hatdssal van a tenyészetek talélésére a
hékezelés ideje alatt (Dziedzic 2008). A hékezelés eredményesebbé tehetd véltozé hdmérséklet
alkalmazdsdval is, nappal magasabb (38 °C), éjszakdra alacsonyabb (28 °C) h8mérséklet bedlli-
tdsdval (Spiegel et al. 1999). Az egyes névényfajok, fajtdk hérolerancidja igen kiildnbozd lehet,
illetve védltozé az is, hogy a kiilonb6z8 névényekbdl az adott virus milyen hosszti hékezelés
hatdsdra eliminalédik (Gella és Errea 1998), ezért a h8kezelés id6tartamdt és a hdmérsékletet
genotipusonként kell optimalizdlni.

A hdékezelés utdn izoldlt hajtdscstics mérete nagyban befolydsolja a virusmentesités ered-
ményességét. A merisztémak tdl kis méretiik (0,2-0,5 mm) miatt gyakran elhalnak, nehezen
regenerdlédnak, viszont nagyobb eséllyel hordoznak virust a t8bb levél primordiumot tartal-
maz6, nagyméretd hajtdscsticsok. PNRSV-vel fert8zott ’Earliblue’ szilvin 5 mm-es hajtdscstics
izoldldssal is dllitottak el virusmentes novényeket 14 napos 38/36 °C-os hdkezelést kovetSen
(Dziedzic 2008). Hékezeléssel kombindlva PPV fert8zott ‘Bebecou’ kajszindl is eredményes
a nagyobb méret(i (1-2 mm) hajtdscstics haszndlata, tovdbbd a kutatécsoport a hagyomdnyos
cserepes h8kezeléssel dsszehasonlitva megéllapitotta, hogy in vitro mddszerrel rovidebb idé alact
majdnem 6-szor annyi virusmentes kajszi dllithaté el§, mint in vivo h8kezeléssel (Koubouris et
al. 2007). Egy gorog kutatdcsoport PPV és PNRSV fertdzott nektarinon alkalmazott in vivo
hékezelést és azt kovetben 1,3-2,0 mm hosszt, mig a hékezelés nélkiili névényekbdl kisebb,
0,8-1,3 mm-es hajtdscstcsokat izolalt és helyezett tdptalajra. A sikeresen regeneralt névények
jelentds része mentes volt a virusoktdl, azonban a kisméret(i csticsok nem tudtak regeneralédni,
elkalluszosodtak vagy elbarnultak. Nektarin esetében tehdt a hékezelést kévetd nagyobb méretti
(1,3-2,0 mm) hajtdscsticsok alkalmazdsa eredményezett virusmentes novényeket (Manganaris
et al. 2003).
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Kemoteripia

Az érzékeny, idd és aprolékos kézimunka igényes merisztéma kulttra alkalmazdsdnak kikeriilése
érdekében tovdbbi médszerek feltérképezése vélt szitkségessé. Kemoterdpia sordn a humdn
gydgydszatbol ismert antivirdlis szerek tdptalajhoz adagoldsdval a névényi virusok replikdci6jdnak
gdtldsa a cél. A legelterjedtebb ilyen antivirdlis szer a ribavirin, mely a guanozin szintetikus
analégja, RNS-be épiilésével a virdlis RNS szintézist gdtolja.

Cseresznye fajtdkndl a ribavirin alacsony koncentrdciéban alkalmazva teljesen hatdstalan-
nak bizonyult, 50 mg/l koncentrécié felett egyre tobb virusmentes novényt eredményezett,
de az in vitro novények fejlddését er8sen girolra, 80 mg/l felett mdr csics elhaldst okozott
(Deogratias et al. 1989). A kiildnbéz8 virusok kemoterdpidra adott eltérd reakcidjdt murtatja
be egy miraboldnon végzett kisérlet, ahol komplex, 2 virussal fertdzott ndvényeket kezeltek
ribavirinnel 4 féle koncentrdciéban. PNRSV-re minden kezelés hatdstalan volt, mig az ACLSV-
t6l mentes névények szdma a koncentricié emelésével novekedett (Ciesliiska 2007). "Blufree’
és "Hanita’ szilva esetében a ribavirin haszndlata mér alacsony (10 mg/l) koncentrdciéban
alkalmazva is teljes PPV mentességet eredményezhet (Hauptmanovd és Poldk 2011). Olyan
tudomdnyos munkdkat is olvashatunk, melyben az alkalmazott kemoterdpia 6nmagdban
hatdstalan vagy kis hatékonysdgu volt a virus elimindldsdra, elzetes hékezelés utdn azonban
nagyardnyu virusmentes novényt eredményezett (Spiegel et al. 1999; Ciesliriska 2007; Hu et
al. 2012; Hu et al. 2015). Jakab-Ilyefalvi és Pamfil kutatdsai sordn a hagyomdnyos in vivo h8-
kezeléssel szemben a kombinalt in vitro hékezelés, merisztéma kultdra és ribavirin alkalmazdsat
a szilva novények regenerdcids képességének csdkkenése ellenére is eredményesebbnek taldltdk
PPV esetében (Jakab-Ilyefalvi és Pamfil 2011). A ribavirinnél kiméletesebb és hatékonyabb
kemoterdpids szernek bizonyult 8szibarack virusmentesitésében a zidovudin, melynek nem
szdmoltak be névényt kdrosité negativ hatdsdrdl (Pavelkova et al. 2015). A zidovudin vagy
azidotimidin a timidin analégjaként a reverz transzkriptdz enzimet gétolja, {gy megakaddlyozza
a retrovirusok szaporoddsdt a gazdaszervezetben.

Krioterdpia

A krioprezervicié a hosszi tdvi tdrolds mellett virusmentesitési médszerként is alkalmazhaté.
A folyamat sordn az in vitro novényi hajtdscsticsot dimetil-szulfiddal és prolinnal kiegészitett
tdptalajon 4 °C-on el8kezelik, majd 20-40 percig krioprotektiv folyadékba martjék, majd fo-
kozatosan -40 °C-ra lehiitik és folyékony nitrogénbe helyezik 1 napra. Ezutdn gyors melegitést
alkalmaznak, és normdl tdptalajra helyezik a hajtdscsticsot (Brison et al. 1995). A technika
elénye, hogy nem sziikséges nagyon kisméret(i merisztéma csicsot metszeni, nagyobb hajtds-
cstics szakaszok is haszndlhatdk, igy a regenerdciés képesség novelhetd.

PPV fert8zdtt Prunus alanyon végzett krioterdpids kisérlet sordn a 0,3-0,5 mm-es hajtds-
cstcsok fagyasztds utdn nagyon gyengén fejlddtek (11%), azonban a nagyobb, 0,5-2,0 mm
hosszisdgt hajtdscsticsok 50% felett regenerdlédtak és igy a krioterdpia kétszer annyi virus-
mentes névényt eredményezett, mint a fagyasztds nélkiili hajtdscsics regenerdcié (Brison et
al. 1997). Egy torok kutatécsoport Brison médszerével szintén eredményesen alkalmazott
krioterdpidt PPV fert8zott kajszin, azonban a ndvények jelentds része elpusztult a kezelés
végére (Seker et al. 2015).
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Osszegzés

A hosszt miltra visszatekinté névényi virusmentesitési kutatdsok mdig nem adnak 4ltaldno-
san haszndlhaté, megbizhaté, gyors megolddst csonthéjasok virusmentesitésére. Ennek oka
a novényfajok, fajtdk kiilonboz8 tolerancidja az alkalmazott kezelésekkel szemben, illetve a
kiilonboz8 virusok is eltéréen reagdlnak a terdpidkra, igy eléfordul, hogy a virus elimindldsdhoz
sziikséges erésségli kezelés mdr a novényi tliréshatdron tillép, és a névény elpusztul a kezelés
sordn. Ezért elengedhetetlenek tovdbbi kisérletek a mentesitési hatékonysdg noveléséhez,
tovdbbd 4j novényfajtdk vagy Uj virusok megjelenésével a virusmentesités megolddsdra. Az
in vitro technikdk kiillonds odafigyelést, preciz, steril munkavégzést kovetelnek meg, nagy
elényiik azonban, hogy laboratériumi, kontrolldlt kérillmények kozoce egész évben, kis
helyigénnyel végezheték és a fent bemutatott mddszerek alkalmazdsdval, kombindldsdval és
tovabbi mddszerek fejlesztésével 6ridsi lehetdségeket rejtenck a hatékony kérokozémentes
ndvényi szaporitéanyag elddllitds eléréséhez.

Irodalomjegyzék

1. Brison, M., De Boucaud, M.T. and Dosba, F. 1995. Cryopreservation of iz vitro grown shoot tips
of two interspecific Prunus rootstocks. Plant Science, 105(2): 235-242.

2. Brison, M., De Boucaud, M.T., Pierronnet, A. and Dosba, F. 1997. Effect of cryopreservation on
the sanitary state of a cv Prunus rootstock experimentally contaminated with Plum Pox Potyvirus.
Plant Science, 123(1-2): 189-196.

3. Cieslinska, M. 2007. Application of thermo-and chemotherapy in vitro for eliminating some
viruses. Journal of Fruit and Ornamental Plant Research, 15: 117-124.

4. Deogratias, J.M., Dosba, FE and Lutz, A. 1989. Eradication of prune dwarf virus, prunus
necrotic ringspot virus, and apple chlorotic leaf spot virus in sweet cherries by a combination
of chemotherapy, thermotherapy and in vitro culture. Canadian Journal of Plant Pathology,
11(4): 337-342.

5. Dziedzic, E. 2008. Elimination of Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) from plum ‘Earliblue’
shoots through thermotherapy i vitro. Journal of Fruit and Ornamental Plant Research, 16: 101-109.

6. Gambino, G., Bondaz, J. and Gribaudo, I. 2006. Detection and elimination of viruses in callus,
somatic embryos and regenerated plantlets of grapevine. European Journal of Plant Pathology,
114: 397-404.

7. Gella, R. and Errea, P. 1998. Application of in vitro therapy for ilarvirus elimination in three
Prunus species. Journal of Phytopathology, 146(8-9): 445-449.

8. Goussard, P.G., Wiid, J. and Kasdorf, G.G.F. 1991. The effectiveness of in wvitro somatic
embryogenesis in eliminating fanleaf virus and leafroll associated viruses from grapevines. South
African Journal for Enology and Viticulture, 12: 77-81.

9. Hauptmanovd, A. and Poldk, J. 2011. The elimination of Plum pox virus in plum cv. Bluefree and
apricot cv. Hanita by chemotherapy of in vitro cultures. Horticultural Science (Prague), 38: 49-53.

10. Hu, G.J., Hong, N., Wang, L.P,, Hu, H.J. and Wang, G.P. 2012. Efficacy of virus elimination from
in vitro-cultured sand pear (Pyrus pyrifolia) by chemotherapy combined with thermotherapy. Crop
protection, 37: 20-25.

11. Hu, G., Dong, Y., Zhang, Z., Fan, X., Ren, F. and Zhou, J. 2015. Virus elimination from in vitro
apple by thermotherapy combined with chemotherapy. Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
121(2): 435-443.



GYUMOLCSTERMESZTES

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Jakab-Ilyefalvi, Z. and Pamfil, D. 2011. Results regarding the classical and modern pathogen
elimination techniques of Plum Pox Virus at plum (Prunus domestica L.). Annals of the Romanian
Society for Cell Biology, 16(1).

Kartha, K.K. and Gamborg, O.L. 1975. Elimination of cassava mosaic disease by meristem culture.
Phytopathology, 65(7): 826-828.

Koubouris, G.C., Maliogka, V.I., Efthimiou, K., Katis, N.I. and Vasilakakis, M.D. 2007.
Elimination of Plum pox virus through in vitro thermotherapy and shoot tip culture compared
to conventional heat treatment in apricot cultivar Bebecou. Journal of general plant pathology,
73(5): 370-373.

Kunkel, L.O. 1936. Heat treatments for the cure of yellows and other virus diseases of Peach.
Phytopathology, 26(9).

Manganaris, G.A., Economou, A.S., Boubourakas, I.N. and Katis, N.I. 2003. Elimination of PPV
and PNRSV through thermotherapy and meristem-tip culture in nectarine. Plant Cell Reports,
22(3): 195-200.

Mendonga, D., Kriston, E., Toth, E.K., Kirilla, Z., Balla, 1., Laimer, M. and Hanzer, V. 2004.
Elimination and Detection of Pathogens from Tissue Cultures of Prunus sp. V. International
Symposium on In Vitro Culture and Horticultural Breeding, 725: 319-324.

Pavelkova, R., Kudelkova, M., Ondrusikova, E. and Eichmeier, A. 2015. Virus Elimination in
Peach cv. ‘Red Haven’ by Chemotherapy. Agricultural Communications, 3(2): 16-20.

Polak, J. and Hauptmanova, A. 2009. Preliminary results of in vivo thermotherapy of plum,
apricot and peach cultivars artificially infected with PPV-M and PPV-D strains of Plum pox virus.
Horticultural Science, 36: 92-96.

Seker, M.G., Suzerer, V., Elibuyuk, 1.O. and Ozden Cifici, Y. 2015. In vitro elimination of PPV
from infected apricot shoot tips via chemotherapy and cryotherapy. International Journal of
Agriculture and Biology, 17(5).

Shu, W. and Timon, B. 1996. Preliminary study on the methods of getting virus-free peach
plantlets in vitro. Acta Horticulturae, 374: 191-194.

Spiegel, S., Tam, Y., Rosner, A., Brison, M., Helliot, B., Pierronnet, A. and De Boucaud, M. T. 1999.
In vitro elimination of Prunus necrotic ringspot virus in a plum cultivar. In Plant Biotechnology
and I vitro Biology in the 21st Century. Springer Netherlands, 545-547.

Stein, A., Spiegel, S., Faingersh, G. and Levy, S. 1991. Responses of micropropaged peach cultivars
to thermotherapy for elimination of Prunus necrotic ringspot virus. Annals of Applied Biology,
119: 265-271.

Szittya, G., Silhavy, D., Molnir, A., Havelda, Z., Lovas, A., Lakatos, L., and Burgyédn, J. 2003.
Low temperature inhibits RNA silencing-mediated defence by the control of siRNA generation.
The EMBO Journal, 22(3): 633-640.



KERTGAZDASAG 51 (2019) 2

Virus elimination from stone fruits by iz vitro techniques (review)
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Summary

Several viruses are known to infect stone fruit trees and cause serious problems in cultivation.
Production of pathogen-free plant materials and use of healthy propagation materials are essential.
The oldest and most commonly used method for virus elimination is thermotherapy. Recently iz
vitro techniques have became common instead of the traditional thermotherapy in case of stone
fruits. Thermotherapy is still applied iz vitro but often combined with shoot tip excision, antiviral
compound application or cryotherapy for the efficient elimination of viruses.
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Szerz8k

Szabé Luca Krisztina (kapcsolattartd szerzd) — tudoményos segédmunkatdrs, NAIK Gyiimolcs- és
Disznovénytermesztési Kutatdintézer, 1223, Budapest, Park u. 2.

Kirilla Zoltdn — tudomdnyos segédmunkatdrs, NAIK Gyiimélcs- és Disznévénytermesztési Ku-
tat6intézet, 1223, Budapest, Park u. 2.

Preininger Eva — PhD, tudomanyos fémunkatirs, NAIK Gyiimélcs- és Disznovénytermesztési
Kutatéintézet, 1223 Budapest, Park u. 2.



