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A 52818t szdmos patogén képes fertdzni, koztiik viroidok, virusok, ficoplazmdk, baktériumok és gombdk.
Mivel a sz8l8iiltetvényekben nem létezik megfelelden kidolgozott médszer a fertdz8 megbetegedéseket
okoz6 virusok és viroidok elleni védekezésre, a patogénmentes szaporitéanyag elééllitdsnak kritikus
szerepe van. Az elmult évtizedekben a kutaték szdmos technikat dolgoztak ki az egyes kdrokozdk,
kiilsndsképpen a virusok elimindldséra. Mivel a kiilonb6z8 mentesitési eljdrdsok mds mechanizmus
alapjdn hatnak, igy eltérd hatékonysdggal alkalmazhat6k a kiilsnboz8 sz8l8virusok eltdvolitdsdra.
Ez a cikk a potencidlis virusmentesitési eljdrdsok legfontosabb eredményeinek dttekintésée szolgélja.

Kulcsszavak: merisztéma izoldlds, kemoterdpia, szomatikus embriogenezis

Bevezetés

A virusok obligdt intracelluldris sejtparazitik, amelyek jelentds kdrokat okoztak és okoznak a né-
vényeknek, dllatoknak és embernek egyardnt, és az egyik legjelentdsebb veszélyforrést jelentik
barmely él8lény szdmdra (Chauhan és tsai 2019).

A névényi virusok tanulmdnyozdsa az 1890-es években kezd8dott. A dohdnymozaik virus
(TMV) volt az elsé leirt és jellemzett virus, amelynek kdszonhetéen a virusokat a betegségek
kérokozédjaként azonositottdk (Beijerinck 1898; Roossinck 2010). A virusok taxondmidjéére
felelds nemzetkdzi bizottsdg (ICTV) adatai alapjdn ma mdr tobb mint 900 novényi virust azo-
nositottak és még szdmos 4j vér felfedezésre (King és tsai 2012). A termesztett névényeket érintd
fert8zések legnagyobb hdnyada akut, vagyis révid id6n beliil drasztikus tiineteket eredményeznek,
mig a vad fajok esetében 4ltaldban perzisztens életciklust mutatnak, amelyet a novényi gazda
segitségével folytatnak tovdbb. Ezek a virusfertdzések a novényekben jelentds kdrokat okoznak
a termés mennyiségét és mindségét tekintve is (Chauhan és tsai 2019).
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A sz818t, mint sok mds egyéb termesztett ndvényt is, szdmos kérokozé veszélyezteti. Ezek kozé
tartoznak a viroidok, virusok, fitoplazmadk, baktériumok és a gombdk is. A sz8l8nek ma mdr
tobb mint 80 fert8z8 virusa ismert, amelyek koziil az utébbi években a nagy dtereszt8képességii
szekvendlds (HTS) segitségével 16 djat azonositottak (Martelli 2018). Magyarorszdgon a Szdl¢
Jfertézd leromlds virus/Grapevine fanleaf virus (GFLV), az Arabis mozaik virus/Arabis mosaic virus
(AtMV), a 82606 ldtens foltossdg virus/Grapevine fleck virus (GFKV), a 82616 levélsodrddds virus-1, 2,
3/Grapevine leafroll-associated virus-1, 2, 3 (GLRaV-1, 2, 3), valamint a Sz6/6 virus A és B/Grapevine
virus A, B (GVA, GVB) esnek hatésdgi szabdlyozds ald (Demidn és tsai 2020).

A 52618 levélsodrédds megbetegedés a gazdasdgilag és vildgszerte legelterjedtebb sz818 betegség,
amely akdr 40% -os termésveszteséget is okozhat (Naidu és tsai 2014), és a hdrom legelterjedtebb
kérokozdja a GLRaV-1, GLRaV-2 és GLRaV-3, amelyek a t5bbinél erdteljesebb levéltiineteket
okoznak (Maree és tsai 2013).

A GVA és GVB virusok a sz818 faszoveti bardzdéltsig megbetegedés kérokozoi kozé tar-
toznak, akdrcsak a Szdld virus D/Grapevine virus D (GVD) és a Sz6l6 rupsetris fasziveti ba-
rdzddltsdg virus/Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV) (Martelli és tsai
2007). Vitis vinifera esetén a betegség tipikus tiinetei a fds rész kéreg alatti régidiban megjelend
lyukak és bardzddk, amelyek a viz és dsvdnyi anyagok szdllitdsdra is negativ hatdssal vannak
(Maliogka és tsai 2015).

A 52816 legyezlevél deformitds megbetegedés Eurépa és Eszak-Amerika szinte 6sszes miivelt
teriiletén el8fordul. A betegség {8 kérokozoja a GFLV. Jellemz§ tiinetei a torz levél, citromsdrga
mozaikossdg a f8erek kozelében, vildgossdrga érpottydzotiség, szélesen nyitott levélvall, dupla
néduszok és révid, torz internédiumok (Basso és tsai 2017).

Az ArtMV kézeli rokonsdgot mutat a GFLV-vel, amelynek sdrgamozaik torzsével alkotott
komplex fert8zése igen gyakori, sét rekombindns véltozatuk is el6fordul. A virus {8 tiinete a féerek
és helyenként a kisebb erek mentén kialakulé élénksdrga elszinez8dések, amelyek esetenként ki-
terjedt foltokkd fejlédnek. Tiinete lehet még az aszimmetrikus levél, maddrkds fiirt és kis termés-
hozam is (Ldzdr 2011).

A 52816 ldtens foltossdg megbetegedés az sszes sz616t termesztd orszdgban eléfordul (Martelli
2014), kérokozéja a GFkV, amely egy mechanikailag nem 4tvihetd virus és pottyos tiinetek meg-
jelenését eredményezi a leveleken (Sabanadzovic és tsai 2000).

A fent lefrt virusok fertézését nem feltétleniil koveti a tiinetek megjelenése, ugyanis hatdrozatlan
ideig ltens forméban maradhatnak. Tgy a litszélag egészséges, tiinetmentes novények is veszélyes
kérokozokat hordozhatnak, amelyek a vegetativ szaporitds sordn is terjedhetnek és komoly gazdasdgi
kérokat, valamint terméskiesést okozhatnak (Bisztray és tsai 2012). Mivel nincs megfeleld véde-
kezési mddszer a sz818 virusos megbetegedéseinek kezelésére, ezért kulcsfontossdgt az egészséges
szaporitéanyagok haszndlata, amelyek elééllitdsa sordn a kiilonbo6z8 kérokozék detektdldsdnak
kiemelkedd szerepe van (Ol4h és tsai 2017; Szegedi és tsai 2018).

Kutaték az elmalt évek sordn szdmos technikdt dolgoztak ki az egyes kérokozdkedl, kiilsndskép-
pen a virusoktdl mentes kiinduldsi anyag el8allitdsdra. Ilyen technikdk a héterdpia, a hajtdscstcs-
és merisztéma tenyészetek, a kemoterdpia és a krioterdpia, valamint a szomatikus embriogenezis
alapul tenyészetek.
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Hgdterapia

A héterdpia alatt a mdr régéta alkalmazott rovid ideig tartd h8kezelések mellett (pl. melegvizes
kezelés), ma mér inkdbb a huzamosabb ideig alkalmazott terdpids kezeléseket értjiik. A révid ideig
tarté magas hémérsékleten alkalmazott egyszeri kezeléseket a nyugalmi 4llapotban 1évé névényi
részeken lehet alkalmazni, amik hatdsosak a prokari6ta és eukariéta patogénekkel szemben, ugyan-
akkor virusmentesitésre nem alkalmasak. Ma a héterdpidn dltaldban az aktiv novekedésben 1évg
ndvényi részek hosszabb ideig emelt hdmérsékleten torténd kezelését értjitk, aminek a segitségével
a virus sokszorozéddsdnak gdtldsdval virusmentes 4j hajtdscstiicsok vagy merisztémdk nyerhetéek
(Grondeau és tsai 1994).

A hagyomdnyos melegvizes kezelés sordn a nyugalmi dllapotban 1év8 vessz8ket 4ltaldban 50-52
°C-os vizben inkubdljdk kb. 30 percig, amely hatékonynak bizonyult szimos endogén és exogén
kirtevd ellen is (Gramaje és tsai 2014). Burr és tsai (1989) példdul a kimutatdsi szint ald csok-
kentették az Agrobacterium tumefaciens AT3 torzsét 30 perces 50 °C-on valé melegvizes kezeléssel
hdrom kiilonboz8 sz8léfajtdban. Késébb leirtdk, hogy a 60 perces 50 °C-on valé kezelés jobb
riigyfakaddst is eredményezett a kezeletlen vessz8khoz képest (Burr és tsai 1996). Ez a technolégia
azonban kézvetetten a virusmentesités hatékonysdgit is néveli, hiszen megfigyeléseink szerint
a melegvizes kezelést kovet8en el8dllitott in vitro dllomdnyok novekedési erélye 4ltaldban meg-
haladja a kezeletlen dllomdnyokét (Bisztray és tsai 2011). Bisztray és tsai (2011) leirtdk, hogy a
melegvizes kezelés kombindldsa a regenerdlt noévények 38 °C-on valé hékezelésével 3-4 honapon
keresztiil mér a virusok ellen is hatdsos.

Gifford és Hewitt (1961) mdr a hatvanas évek legelején megkisérelték GFLV fertdzdtt sz818né-
vények h8kamrdban vald kezelését. Az in vitro névényeiket 60-90 napon 4t 38 °C-on inkubdltdk,
majd azokrdl 1-2 mm nagysdgu hajtdscsicsot helyeztek szildrd tdptalajra névényregeneracié céljabol.
A regenerdlt novények korai névekedési stdédiuma sordn nem mutatkoztak a virus tiinetei, viszont
akkoriban még nem 4llt rendelkezésre kellden érzékeny diagnosztikai médszer a virusok kimuta-
tdsdra. Kés6bb mds kutatdk hasonlé kisérleti korillmények kozoee ELISA és RT-PCR mddszerrel
igazoltan GFLV-mentes névényeket regeneraltak, de sikereket értek el a GVA, GFkV, GLRaV-1
és GLRaV-3 virusok esetében is (Panattoni és Triolo 2010).

Monette (1986) 40 napon keresztiil h8kezelte a GFLV-vel és AtMV-vel fert8zott in vitro
sz8lénovényeit. A 6 brds 39 °C-os inkubdcidt egy 18 6rds 22 °C-os id8szak kovette minden nap.
A kezelt novényekrdl ezutdn 2 mm-es hajtdscsticsokat preparalt és a regenerdciot kovetéen minden
egyed virusmentesnek bizonyult.

A szakirodalomban azonban nemcsak in vitro hékezelésre taldlunk példdc. Gribaudo és tsai
(2006) két éves, iiveghdzban nevelt cserepes és egy hdnapos in vitro, GRSPaV fert8zott nvényeken
is végeztek kisérleteket. Eldbbieket 38 °C-on, utdbbiak 34 °C-on tartottdk 4tlagosan 58-59 napig,
attdl fliggden, hogy mikor mutattak stresszreakcidkat. A h8kezelés utdn az tiveghdzi névényekrdl
5 mmv-es, az in vitro nvényekrdl pedig 2 mm-es hajtdscsticsot preparaltak és helyeztek MMS
tiptalajra, majd a regeneralt novények virusfert8zoteségét RT-PCR-el tesztelték. A teszt utdn vild-
gossd valt, hogy kaptak ugyan virusmentes vonalakat, de a névények kétharmada fert6zott maradt.
Késébb Skiada és tsai (2009) is sikeresen kombindltdk a héterdpidt és a merisztéma tenyészetek
alkalmazdsit, aminek készonhetben sikeresen tavolitottdk el a GLRaV-1 és a GRSPaV virusokat.
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Az aktiv ndvekedésben 1év8 ndvényeken hosszabb ideig alkalmazott héterdpia tehdt mind in
vivo mind in vitro kérillmények kozdte hatdsos lehet a virusmentes hajtédsszegmensek eldallitdsara.
Hitrdnya, hogy a kezelés kovetkeztében a hajtdscsticsok egy része kdrosodik, illetve a névények
életképessége fajtdtdl fliggben jelentdsen csokkenhet.

Hajtéscsiics- és merisztéma tenyészetek

A hajtdscstics- és merisztématenyésztést tobb évtizede haszndljak virusok vegetativan szaporitott
névényekbdl toreénd eltdvolitdsira és kiilondsen hatékony technikdnak bizonyult a floémre kor-
ldtozott virusok esetében. A hajtdscstics tenyésztés sordn egy meghatdrozott méret(i hajtdscsticsot
végnak le az anyanovényekrél in vitro tenyésztés céljdbdl (Wang és Valkonen 2009; Lassois és tsai
2012). Ezek a hajtdscsticsok 4ltaldban az apikélis vagy laterdlis hajtdsmerisztémdbdl és hdrom-négy
levélprimordiumbél llnak (1-1,5 mm). A hajtdsregeneracié mértéke és a felhasznalt szovet mérete
kozodtt egyenes dsszefiiggés mutatkozik, de a virusmentesités szempontjdbdl a kisebb hajtdscsticsok
(0,2-0,4 mm) alkalmazdsa ajdnlott (Wang és Valkonen 2009). Ezek a kisméret(i hajtdscsticsok
csak a hajtds apikdlis merisztémdjdt tartalmazzdk. Eléfordul, hogy a szakirodalomban tévesen az
ennél nagyobb hajtdscsticsokat is merisztémdnak nevezik. Fontos megjegyezi, hogy a fél milimétert
meghaladé hajtdscsticsok tenyészetei sokszor csak mds technikdk (héterdpia, krioterdpia, kemote-
rdpia) alkalmazdsa utdn képesek hatékony virusmentesitésre. A merisztématenyésztés sordn ezzel
szemben olyan kis explantumokkal dolgozunk, amelyek mentesek a patogén organizmusoktdl,
ezért a mdédszer nmagdban is alkalmas a virusok eltdvolitdsdra (Ancora és tsai 1981).

Szdmos esetben sikerrel tdvolitottak el sz8lévirusokat merisztéma tenyészetek alkalmazdsdval,
példdul a GFLV-t és a GLRaV-1-t is (Weiland és tsai 2003; Youssef és tsai 2009). Maliogka és tsai
(2009) sikerrel elimindltdk a GRSPaV-t gordg szdléfajrakbdl hajtdscsticstenyészetek alkalmazdsival.
Megfigyelték, hogy a 2 mm alatti hajtdscsticsok regenerdcids képessége jéval alacsonyabb, mint
az 5 mm koriili mérettartomdnyban 1év8ké, de utdbbi kombindldsa héterdpidval mér elegendd
lehet a virus eltdvolitdsdra.

Shatnawi és tsai (2011) GLRaV-1, GLRaV-3 és GFLV fert6zott szabadfoldi sz616novényekrdl
gytjtottek be 2-5 mm nagysdgi hajtdscsticsokat, majd azokon feliileti fert6tlenités végeztek.
A fertdtlenitett hajtdscsticsokbdl 0,1-0,2 mm nagysdgti merisztémdkat preparaltak mikroszkép
segitségével és kiilonbozd névényi novekedésszabalyozok (benzil-amino-purin, naftil-ecetsav,
indol-ecetsav, indol-vajsav) haszndlatdval regenerdltdk azokat intakt névényekké. Ezek utdn RT-
PCR vizsgilatokkal kimutattdk, hogy a merisztéma eredetli névényeik mindegyike mentes volt
a kordbban leirt virusokedl.

A hajtds- és merisztéma tenyészetek kombinaldsa egyéb technikdkkal szintén sok esetben si-
kerrel jdrt. Wang és tsai (2003) példdul a krioterdpidval kiegészitve virusmentesitettek GVA-val
fert8zote névényeket. Hu és tsai (2018) ribavirinnel végzett in vitro kemoterdpids kezelés utdn
hajtdscstcstenyészet (1 mm) létrehozdsdval nagy hatékonysdggal szabadultak meg a GRSPaV-tdl.

A merisztéma tenyészetek alkalmazdsa hatékony virusmentesitési technika, de a merisztémak
kivdgdsa, talélésiik és regenerdciéjuk biztositdsa rendkiviil nehéz feladat. Még a nagyobb hajtisok
kipreparéldsa szabad szemmel is lehetséges, addig a merisztéma prepardldshoz mikroszkép hasznédlata
és fejlett finommotoros mozgdsok kivitelezése is sziikséges, valamint a gyorsasdg is fontos tényez8,
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mert a kisméretli szdvetek tdptalaj hidnydban hamar kiszdradnak (Wang és Valkonen 2009).
A preparélds a szabadfoldi és tiveghdzi névények hajtdscstcsai mellett torténhet in vitro névények
hajtiscsticsardl is. Ir vitro ndvények esetében a mddszer igy egész évben alkalmazhatd, és a szabad-
foldi novényekre jellemz8 sterilitdssal kapcsolatos problémék sem okoznak gondot.

Kemoterapia

Az antivirdlis vegyiiletek hatékonyak lehetnek a névényi virusos megbetegedések kezelésére. A leg-
hatdsosabb szerek az inozin-monofoszfét dehidrogendz (IMPDH) inhibitorok, az S-adenozil-
homocisztein hidroldz (SAH) inhibitorok és a neuraminiddz (NA) inhibitorok kéziil keriiltek ki.
Ezek a vegyiiletek a tdpanyagfelvétel sordn keriilnek a névénybe és ott gdtoljék a virdlis RNS-ek
replikdcidjde (Lal és tsai 2015). Az IMPDH inhibitorok a nukleotid-trifoszfit anyagcserére vannak
hatdssal. Az ebbe a csoportba tartozé szerek célpontja az inozin-monofoszfét-dehidrogendz enzim,
amely gdtldsdval kozvetve csokkentik intracelluldris guanozin-trifoszfét (GTP) szintet és eképpen
gitoljdk a virdlis RNS-ek replikdcidjat.

A SAH hidroléz inhibitorok az S-adenozilhomocisztein (SAH) hidroldz enzimet gdtoljik. A SAH
molekula az S-adenozilmetioninbdl (SAM) keletkezik, miutdn az a metilcsoportjdt a nukleinsavakra
(és més egyéb akceptor molekuldkra) helyezte 4t. A SAH ezt kévet8en homociszteinre és adenozinra
bomlik szét a SAH hidroldz segitségével. A homocisztein ezt kdvetSen djra képes metilcsoport
dtvételére és a folyamat kezd8dik elolrdl. A SAH hidroldz inhibitorok hatdsdra a SAH szint meg-
emelkedik, igy a virdlis nukleinsavak metildciéja nem megy végbe és érésiik, kiilondsképpen az 5’
sapka kialakuldsa ellehetetlenedik (Panattoni és tsai 2013).

A NA inhibitorok a virdlis neuraminiddz enzimhez kapcsolédnak és gécoljak az Gjonnan szin-
tetizdlt virionok egészséges sejtekbe torténd eljutdsit. A kutatdk a csoporthoz tartozé oseltamivir
alkalmazdsdval mdr névényi virusok eltdvolitdsdban is értek el sikereket. A névényi virusok azonban
nem kddolnak neuraminiddz enzimet, igy az NA inhibitorok azokra gyakorolt hatdsmechanizmusa
jelenleg ismeretlen (Panattoni és tsai 2013).

Az egyes vegyliletek kiilonboz6 hatdsmechanizmussal birnak (De Clercq 2005) és dltaliban
magasabb koncentriciéban alkalmazva sem hatdsosak hosszi tdvon ex vitro kériilmények kozote
(Chinestra és tsai 2015), de iz vitro kériilmények kozott tobb kutatd is jelentds sikereket ért el a
hasznélatukkal.

A sz8l8virusok elimindldsdra leggyakrabban haszndlt vegyiilet az IMPDH-k kézé sorolhaté
ribavirin. A ribavirin egy szintetikus nukleozid analég, amely antivirdlis hatdst fejt ki szimos RNS
virus ellen (Crotty és tsai 2002). Az évek sordn t6bb kutatd is sikeresen haszndlta ezt a vegyiiletet
kiilsnboz6 fajtdk in vitro kultdrdiban pl. a GRSPaV, a GLRaV-1, a GFkV és a Szdl6 Pinot gris virus
(GPGV) eliminildsira (Guta és Buciumeanu 2011; Skiada és tsai 2013; Kominek és tsai 2016).
A GLRaV-3 virus ellen az NA inhibitorok és a purin bioszintézis inhibitorok bizonyultak kiils-
nosen hatékonynak, mig az IMPDH inhibitorok a GLRaV-1 fert8zések lekiizdésében (Panattoni
és tsai 2011) segitettek. Hu és tsai (2018) Kyoho szél6fajta esetében qPCR-el kimutattdk, hogy
mir a kezelés 6todik napjdtél megkezdddik a virus titer csokkenése a GRSPaV-vel fertdzott ns-
vényekben. Ugyanezen kutaték hatékonyan kombindltak a ribavirin és a merisztéma tenyészetek
alkalmazdsdt, amivel 81,7%-ban voltak képeseck GRSPaV-mentes novényeket regenerélni. Eichmeier
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és tsai (2019) a GLRaV-1 és a GFkV mellett GVA-val, valamint viroidokkal fert8zote Riesling fajta
esetében alkalmaztak ribavirint. A kezelés nyolc hetes iddszaka utdn tovabbi hdrom évig in vitro
dllomdnyban tartottdk a névényeket és id8szakosan kis RNS szekvendldssal ellendrizték virus- és
viroidmentességiiket. A virusok nem voltak kimutathatdk, de a viroidok tovabbra is jelen voltak.

Panattoni és tsai (2007) GVA fertdzott ndvények esetében alkalmaztdk a ribavirint és az SAH
inhibitorok csoportjdba tartozé dihidroxi-propil-adenint (DHPA). A vegyszereket kiilon és kom-
bindcidban is haszndledk és azt figyelték meg, hogy az egyiittes alkalmazdsuk a legcélravezetdbb,
ugyanis mindkét szer gitolja a GVA szempontjdbol esszencidlis [épést, az 5 sapka kialakuldsdt. A két
hatéanyag valdszintileg eltérd tton fejti ki ugyanazt a hatdst és igy szinergista médon erdsitik egymdst.

Guta és tsai (2010) GLRaV-1 és GLRaV-3 fertzott sz6l8ket kezeltek ribavirinnel és az NA
inhibitorok csoportjdba tartozé oseltamivir vegyiilettel. A ribavirines kezelés nem hozott biztaté
eredményt, de az oseltamivir haszndlatdval kaptak mindkét virustdl mentes névényeket. Késdbb
GFkV és GVA virusokkal fertdzote sz8l6ndvényeken egyiittesen alkalmaztak a kée szert. A GFkV-t
nagy hatékonysdggal sikeriilt elimindlni mindkét vizsgdlt fajta esetében, mig a GVA esetében kaptak
ugyan virusmentes novényeket, de mindossze 9%-ban. Vizsgilataik alapjin megillapitottdk, hogy
az oseltamivir kevésbé fitotoxikus a névényre nézve, mint a ribavirin. RAPD technikdval azt is
igazoltdk, hogy nem tortént genetikai viltozds a novényekben, igy ezek a szerek nagy valdszindséggel
nincsenek hatdssal a genetikai variabilitdsra (Guta és tsai 2014).

Léthatd tehdt, hogy az antivirdlis szerek szdmos esetben hatdsosak a sz8lgvirusok elleni kiiz-
delemben. A mddszer egyik hdtrdnya, hogy hatékonyan és pontos koncentriciéban csak in vitro
kériilmények kozdte alkalmazhaté, valamine, hogy a virdlis RNS-ek szintézisének gdtldsa mellett
sok esetben a gazda eredeti mRNS molekuldk is érintettek, ami a névény fejlédésée gatolhatja és
szélsBséges esetben annak pusztuldsdt is eredményezheti. A médszer nagy elénye mds technikdkkal
szemben, hogy az Gjonnan szintetizdl6dé virusok létrejottére vagy azok terjedésére van hatdssal, igy
az Uj hajtdscsticsok sejgjei nagy eséllyel fert6zésmentesek, ezért a merisztémdndl nagyobb szévetek
izoldldsdval is virusmentes névényeket dllithatunk el8.

Krioterdpia

A novényi krioterdpia sordn a novényi szoveteket és benniik rejtdz6 patogéneket révid ideig (dltaldban
1 6rdig) alacsony héfokra (-196 °C) hiitik. A fert6zétt névényi hajtdscsicsokat folyékony nitrogénben
inkubdljék kiilonbozd krioprezervicids protokollok felhaszndldsdval. A legnépszer(ibb protokollok
a kapszulds-dehidratdcié, vitrifikdcid, kapszulds-vitrifikdcio és a cseppes-vitrifikici6 (Feng és tsai 2013).
A vitrifikdcié sordn a névényanyagot krioprotektiv glicerol alapt oldatban (PVS2, PVS3)
dehidratdljék, hogy a gyorsfagyasztds sordn ne képzddjenck a szovetet kdrositd jégkristdlyok.
A kapszuldzott-dehidratdcié sordn a kimetszett hajtdscsticsot mesterséges endospermiumba (algindt
gyongyok) csomagoljak és ndvekvd szacharéz koncentraciéju oldatokban tartjdk, aminek hatdsdra
ellendllobbak lesznek a kiszdradds és a fagyasztds ellen is. A kapszuldzott-vitrifikdcié a két méodszer
kombin4cidja, amely magiban foglalja az algindt gyongydkbe valé dgyazdst, a szacharéz oldatban
valé inkubdciét és a krioprotektiv oldatok hasznélatdt is. A cseppes-vitrifikdci6 sordn a hajtédscstcso-
kat krioprotektiv anyagokkal elékezelik, majd alufélidra helyezik 8ket, amely cseppek formajiban
vitrifikdl$ oldatot tartalmaz és aztdn meritik azt folyékony nitrogénbe (Bettoni és tsai 2016).
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A kezelési koriilményeket tigy valasztjik meg, hogy azokar csak a hajtdscstcs apikalis részének legkevésbé
differencidlédott, erdsen citoplazmatikus sejtjei éljék til, mig a vakuoldris sejtek és a vaszkuldris régiéban
taldlhaté fertdzott sejtek elpusztulnak (Bettoni és tsai 2016) a magasabb viztartalmuk miatt (Markovi¢ és
tsai 2015). A fagyasztés utdn az életben maradt merisztematikus szovetekbdl névényregeneraciot kisérelnek
meg (Lal és tsai 2015; Vieira és tsai 2015). A regenerdlt névények szdma 4ltaldban kisebb, mint a hagyo-
mdnyos merisztéma tenyészetek alkalmazdsakor, de a levdlasztott rész nagyobb és konnyebben kezelhetd,
valamint nagyobb ardnyban lehet virusmentes egyedeket regenerlni (Wang és Valkonen 2009).

Pathirana és tsai (2013) fertdzott fajrdk riigyeit kezelve sikeresen mentesitett azokat t8bb sz818
levélsodréddst okozé virustél (GLRaV-1, GLRaV-2 és GLRaV-3) is. Véleménye szerint a médszer
koleséghatékony lehetdséget kindl a klénok névényanyagdnak fenntartdsdra.

Wang és tsai (2003) az izraeli Bruti sz818fajtdbSl 97% -os hatékonysdggal tévolitottdk el a sz818
faszdveti bardzddlesdg megbetegedés egyik f6 korokoz6jdt, a GVA-t, krioterdpia és merisztéma
tenyészetek kombindcidjdval. Krioterdpia nélkiil ez a szdm csupdn 12% volt. Bayati és tsai (2011)
ugyanezt a virust 42%-os sikerrel tudtdk eltdvolitani, amely kevesebb, mint a fele a Wang és tsai
(2003) dltal kordbban leirt 97%-os ardnynak. Ezt az eltérést okozhatja az eltérd dehidraticids pro-
tokollok alkalmazdsa vagy a felhasznalt diagnosztikai médszerek érzékenysége kozotti kiilonbség
(Western blot illetve RT-PCR), de természetesen a genotipus hatdsa sem hagyhaté figyelmen kiviil.

Markovi¢ és tsai (2015) 78 és 100% -os hatékonysdggal tdvolitottak el a GFLV és GLRaV-3
virusokat Chardonnay és Sauvignon blanc fajtdk 1 mm-es hajtdscsticsdnak fagyasztdsdval. Vélemé-
nyiik szerint a krioterdpia hatékony médszer lehet a virusok elimindldsa szempontjabél, de tovabbi,
a kezelt névények genetikai stabilitdsdra irdnyuld, teljes genomot lefedd vizsgalatok sziikségesek,
mert a technika egyes 1épései novelhetik a DNS polimorfizmusok kialakuldsdnak valdszin(iségét.

Osszességében a krioterdpia egyik nagy elénye, hogy a virusmentesités sikere fiiggetlen a kezelt
hajtdscstics méretétdl, amit tobb publikdcié is aldtdmaszt (Wang és tsai 2003; Wang és Valkonen
2008), ugyanis csak a fagyasztdst tléld sejtek képesek novénnyé regeneralédni. Hétrdnyt jelent,
hogy a kiprepardlt hajtdscsticsok regenerdciés ardnya kisebb a kezelés utdn, mint pl. merisztémdk
esetében, és a leirt mddszerek reprodukéldsa is nehézkes, emiatt kevéssé tudotr elterjedni. Elnye,
hogy alkalmazdsaval viszonylag magas hatékonysdggal lehet virusmentes névényeket regenerélni.

Szomatikus embriogenezis

A szakirodalomban taldlunk példdkat szomatikus embriogenezisen keresztiil torténd virus-, st
viroidmentesitésre, amelyet genotipus fiiggdsége miatt ritkdbban alkalmaznak. Ugyanakkor az
irodalmi adatok alapjén a viroidot vagy virust tartalmazé sejtekbdl nem regenerdlédnak névények,
igy az eljdrdssal nagy biztonsdggal kaphatunk viroid- és virusmentes névényeket (Oldh és tsai 2019).

Gambino és tsai (2006) virusmentesités céljabdl ovarium és portok eredeti embriogén kultdrdkat
hoztak létre kiilénbdzd sz816fajtdkbdl. Vizsgalataik sordn megéllapitottdk, hogy a médszer mind-
két esetben alkalmas a floémre korldtozott virusok, pl. a GRSPaV, GLRaV-1, GLRaV-3 és GVA
eltavolitisira. Négyhdnapos kallusz kultdrakban még nagyobb ardnyban (65%) tudtak kimutatni
az egyes virusokat, amelyek kés6bb a 8 hénapos kultirdkbél mdr ritkdn voltak detekedlhaték.
A fert6zott novényekbdl szdrmazé kalluszok fert6zott és nem fert8zott sejtek mozaikjabdl dllnak,
amelyekbdl késSbb az életképesebb sejtek tudnak osztéddsnak indulni, igy a regeneralt novények
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nagy eséllyel virusmentesek lehetnek. Ugyanezen kutaték (Gambino és tsai 2009) els8ként rege-
nerdltak GFLV fert6zést8l mentes ndvényeket kizdrdlag szomatikus embriogenezis alkalmazisaval,
ami azért volt fontos, mert kordbban Goussard és Wiid (1992) ezt csak a portok kultirdk elézetes
hékezelésével tudtdk elérni. Ezzel a kisérlettel bebizonyosodott, hogy a szomatikus embriogenezis
nem kizdrélag a floémre korldtozott virusok eltdvolitdsdra alkalmas.

San Pedro és tsai (2017) szdmos, GFkV és/vagy GFLV virussal fert6ztt, valamint négy, GLRaV-3
virussal fert6zott fajta portokjdn indukéltak szomatikus embriogenezist. A regenerdlt névények 100%-a
bizonyult GFkV-mentesnek és 68%-a GFLV-mentesnek. A GLRaV-3 esetében ez a szdm 92% volt.

Ol4h és Bordé (2017) szintén j6 eredményeket értek el a GFkV fert8zés lekiizdésében. A mddszer
szlik keresztmetszetét az embriogén kallusz indukcidra felhaszndlt hormonkombindcidk genotipus
fiiggBsége adja. Tapasztalataik alapjén a 2,4-D (2,4-dikl6r-fenoxi-ecetsav) és BA (benzil-adenin)
vagy a 2,4-D és TDZ (thidiazuron) tartalmt tdptalajok a fajtdk széles korén alkalmasak erre a célra.

Borroto-Fernandez és tsai (2009) portoktenyészetek inditdsdval sikerrel elimindltdk az ArMV-t
Domina sz8l6fajtdbdl. A kisérletiik sordn 46 névényt sikeriilt regenerdlniuk, amik mind virusmen-
tesnek bizonyultak és klonszelekcidra is alkalmasak voltak, ugyanis kivétel nélkiil fajtahi jellegeket
mutattak, valamint ploidszintjiik is megfeleld volt. A novények virusmentességét késbb tovébbi
ELISA és RT-PCR vizsgdlatokkal ellendrizték iz vitro és kitiltetés utdni dllapotukban is.

A szomatikus embriogenezissel regenerdlt névényeket illetden rendszeresen felmeriil a szoma-
klondlis variabilitds okozta problémdk és a megfeleld ploidszint kérdése. A genetikai dllomdnyra
irdnyulé szdmos vizsgdlat tortént a regenerdlt novényeken SSR (San Pedro és tsai 2017) és RAPD
(Othmani és tsai 2010; Yang és tsai 2008) mddszerek alkalmazisdval, de a ploidszint meghatdrozds
is gyakran el6fordult flow citometria (Borroto-Fernandez és tsai 2009; Yang és tsai 2008; Leal és tsai
2006) segitségével. A legtobb esetben nem taldltak DNS polimorfizmust vagy ploidszintbeli eltérést
a kiinduldsi anyagokhoz képest, de példdul Leal és tsai (2006) 41 tesztelt sz8l6novény koziil egy eset-
ben tetraploid regenerdnst azonos{tottak. A genomméret meghatdrozast szolgdlé vizsgdlatok alapjan
kimutattdk azt is, hogy a Vitis vinifera fajték igen stabilak a sejtmagi DNS tartalmuk tekintetében.

Osszefoglalva az itt emlitett médszerek koziil a szomatikus embriogenezis a leghatékonyabb
a novényi virusok eltdvolitdsdra, de tobb hdtrannyal is rendelkezik. A virdgzatok begytjtése a vi-
ragnyildst megel6z6 két hétben ajdnlott, ugyanis a portokok ilyenkor vannak a megfelel fejlettségi
stddiumban. A médszer tehdt évente egyszer alkalmazhat6 és nem ismételhetd, ezért ha valamilyen
okndl fogva nem jdr sikerrel, akkor mds technikdkat kell alkalmazni. A viroidok egyre nagyobb
figyelmet kapnak a kutatdsokban, mivel a jelenleg ismert legkisebb kérokozdk a virusokkal egyiitt
kevert fert8zéseket is okoznak. A jelenleg hatdlyos szaporitéanyag rendelet a viroidok vizsgilatdt
nem szabdlyozza, de ez a jov6ben véltozhat, ezért a szomatikus embriogenezis viroidokra gyakorolt
hatdsdnak érzékeny diagnosztikai médszerekkel (pl. HTS) torténd felmérése is indokolt lehet.

Kovetkeztetések
A fent leirtak alapjén elmondhatd, hogy az egyes technikdk virusmentesitési hatékonysdgit szdmos ténye-
6 befolydsolja. Ilyen tényezd példdul a genotipus, amely szinte minden mddszer esetében meghatdrozé

szereppel bir. A sikeres elimindcidban az egyes virusok bioldgiai jellemzdi, a fertézési mechanizmusuk és
a novényi szovetekben valé eloszldsuk is szerepet jatszhat. Egyes modszerek lényegesen nagyobb tapaszta-
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latot és technikai hétteret igényelnek, ami sziik keresztmetszetet jelenthet a technoldgia kivalasztdsakor.
A fds vessz8k melegvizes kezelése jo kezd6lépés lehet, hiszen szdmos esetben jobb riigyezést biztosit a
vesszOk szimdra, amely riigyekbdl létrehozott in vitro novények 4ltaliban életképesebbek. A hajtdscstics
tenyészetek létrehozdsa kiemelt fontossdg, ugyanis a legtobb leirt virusmentesitési technikdban szerepiik van.
A hajtéscstcs tenyészetek dnmagukban is elegend8k lehetnek a floematikus virusok (pl.: GRSPaV,
GFkV, GVA, GVB, GLRaV-1, -2, -3, -7) elimindldsdra, de ehhez kell8en nagy tapasztalat sziikséges,
ugyanis a 0,5 mm alatti hajtdscsticsok kipreparaldsa és tulélésiik biztositdsa genotipusonként eltérd
nehézségli feladat. A technika nagy tapasztalatot és mikroszkdpot is igényel, amely a kemoterdpia
és szomatikus embriogenezis alkalmazdsa sordn nem feltétleniil sziikséges. A kemoterdpia sordn
alkalmazott antivirdlis szerek hatdsdra a hajtdscsticsok nagyobb része (akdr t6bb mm hosszisdgban)
lesz virusmentes, igy azok szabad szemmel is jl prepardlhatdk, akdrcsak a szomatikus embriogenezis
sordn a felhaszndlt portokok és termdk. Emellett a megfelel§ hormonkombindcidk alkalmazdsd-
val nem csupdn nagy eséllyel virusmentes, de olykor viroidmentes vonalakat is regenerdlhatunk.
A portok prepardldsi id8szak a vessz8k hajtatdsdval hosszabbithat6, ugyanakkor ilyenkor a virdgok
dltaldban joval kisebbek. A krioterdpia sordn a magasabb viztartalm sejtek elpusztulnak, ezért, ha a
hajtdscstcsrol nagyobb szévetet is prepardlunk, abbdl csak az életképes és fertdzésmentes sejtek osz-
toddsdval regenerdlédik novény, amennyiben sikeriil a soklépesds protokolt megfeleléen adaptdlni.
A héterdpia akdr konténeres anyagon is elvégezhetd, ami el8nyds, mert nem koveteli meg in vitro
tenyészetek el8zetes létrehozdsdt, igy a hajtdscsicsokat a kezelés utdn is elegendd kiprepardlni. A szo-
matikus embriogenezissel és a kemoterdpidval egyetemben ez a technika floémre korldtozott virusok
elimindldsdn tdl més egyéb virusok eltdvolitdsdra is jol alkalmazhaté (pl.: ArtMV, GCMYV, GFLV).
Tapasztalatok alapjdn a kiilonb6z8 mdédszerek kombindldsdval nagymértékben novelhetd a re-
generdlt virusmentes névények ardnya. A héterdpidnak vagy krioterdpidnak a hajtdscstics tenyésze-
tekkel tdrténd egyiittes alkalmazdsa nagy sikereket ért el a kiilonboz8 floematikus virusok esetében.
A h8terdpia kombindldsa a kemoterdpidval szintén j6 valasztds lehet, ugyanis el8bbi hatdsosan csokkenti
a virus titert, mig utdbbi az 4j virusok szintézisének gitldsdban ért el kiemelkedd eredményeket.
A 52818 kemoterdpidban alkalmazhatd, kevésbé fitotoxikus szerek palettdjdnak folyamatos bévitése
izgalmas kutatdsi teriilet, amelyben az egyes szerek viroidokra gyakorolt hatdsdt is sziikséges vizsgdlni.
Fontos megemliteni a diagnosztika fontossdgat is, ahol az ELISA és RT-PCR mddszerek alkalmazdsa
dltaldnos a novényvirusok kimutatdsiban, azonban a nagy dtereszt8képességti szekvendlds (HTS) nagyobb
érzékenységli és a még le nem {rt virusok kimutatdsat is lehetévé teszi. A kiinduldsi anyagok elézetes HT'S
tesztelése igy sokat segithet egy-egy virusprofil feldllitdsakor és a regenerdlt névényanyag tesztelésekor is.
A kiilonboz8 sz818 genotipusok in vitro szaporithatdsiga és regeneracids hatékonysiga megha-
tdrozza a felhaszndlhatd technikdk korée, de jelenleg nincs egységesen hatékony médszer az 8sszes
526818 virus eltdvolitsara. Eppen ezért a hatékony virusmentesitési stratégia megvalasztasdt nagy-
ban befolydsolja, hogy a kiinduldsi anyagok milyen virusokkal fert6zottek és a szakirodalomban
kordbban mely mddszerek alkalmazdsdval tudtdk azokat hatékonyan eltdvolitani.
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Production of virus-free grapevine propagation material by tissue
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Summary

Grapevine can be infected by numerous pathogens including viroids, viruses, phytoplasmas,
bacteria and fungi. Since there are no properly developed methods for the defense against viruses
and viroids causing infectious diseases, which can be used in vineyards, producing pathogen-free
propagation materials has a critical importance. In the last decades researchers developed several
techniques for the elimination of certain pathogens, particularly viruses. As effect of these methods
are based on different mechanism, they are applicable with distinct effectiveness for the elimination
of different grapevine viruses. The aim of this article is to review the most important results of the
potential virus elimination techniques.

Keywords: meristem isolation, chemotherapy, somatic embryogenesis
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