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Ribavirin alkalmazasa a sz616 virusmentesitésében
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Osszefoglalas

A patogénmentes szO6l0 szaporitdbanyag eléallitasnak fontos szerepe van abban, hogy
megakadalyozza a fert6z6 betegségek terjedését. A ribavirin egy kemoterapiaban alkalmazott
antiviralis szer, amelynek hasznalata t6bb novényfaj szdmos RNS virusa ellen hatdsos volt.
Kisérletiink soran a kemoterapia sz616 virusokra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk tobb szOél6fajtan. A
ribavirin kezelés alkalmas volt a Sz6ld rupestris faszoveti barazdaltsag virus (GRSPaV), a Sz6lé
Pinot gris virus (GPGV) és a Sz6l6 Syrah virus-1 (GSyV-1) eliminalasara Vitis vinifera cv.
Sarfehér novények esetén, ezért a kezelést tovabbi, kiilonbozd virusokkal fertézott szélofajta

esetében is elvégeztiik, hogy megvizsgaljuk a modszer hatékonysagat.
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Abstract

Producing pathogen-free grapevine propagation material has a critical importance to prevent
the spread of infectious diseases. Ribavirin is an antiviral agent is used in elimination processes,
and its application was effective against several RNA viruses in different plant species. During
our experiment the effect of chemotherapy on grapevine viruses was investigated in case of some
grapevine cultivars. Ribavirin treatment of Vitis vinifera cv. Sarfehér was successful for
eliminating Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV), Grapevine Pinot gris
virus (GPGV) and Grapevine Syrah virus-1 (GSyV-1), therefore we tested efficiency of this

method on some other cultivars infected with other viruses.
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Bevezetés

A szoloiltetvényekben nem allnak rendelkezésre megfeleld modszerek a kiilonbozo
virusfertézések megsziintetésére, igy a virusmentes szaporitdanyag eldallitds kiemelt
jelentdséggel bir. A szol6t fertdz6 virusok koziil ma mar kozel 70-et azonositottak (Martelli,
2017), koztiik olyan széles korben elterjedteket is, amelyeknek diagnosztikdja az érzékeny fajtak
esetében indokolt lehet a sz616 szaporitdoanyag eléallitas soran (Massart és mtsai, 2017). Az
elterjedt virusmentesitési modszerek alapja az in vitro merisztéma- és hajtascsucs tenyésztés
(Panattoni és mtsai, 2013), valamint a szomatikus embriogenezis alkalmazéasa (San Pedro és
mtsai, 2017).

A kemoterapiaban alkalmazott antiviralis vegyiiletek bizonyos esetekben hatékonyan gatoltak
a ndvényi virusok replikacidjat akkor is, amikor a fenti modszerek kiilonbdzé okokbol
hatastalannak bizonyultak (Chauan és mtsai, 2019). A ribavirin egy nukleozid anal6g, amely
antiviralis hatast fejt ki szamos RNS virus ellen (Crotty és mtsai, 2002). Az el6zetes eredmények
alapjan a ribavirin egyes virusok novényen beliili eloszlasat oly modon befolyasolja, hogy a
hajtascstics egy néhany mme-es apikalis szegmense virusmentes marad, segitve ezzel a
hatékonyabb munkat. Az évek soran tobb kutato is sikeresen hasznalta a ribavirint kiilonb6z6
fajtak in vitro kultiraiban a GRSPaV, a Sz4l6 levélsodrodas virus-1 (GLRaV-1), a Sz616 latens
foltossag virus (GFkV) és GPGV virusok eltavolitasara (Guta és mtsai, 2011; Skiada és mtsai,
2013; Kominek és mtsai, 2016).

Anyag és médszer

Kisérletiinkben a ribavirin kezelés hatasat vizsgaltuk a kiilonbozd virusokkal fertézott 05-6-
26/1, Andor, Furmint, Gloria és Sarfehér fajtajeloltek virusmentesitésében. A virusfert6zott in
vitro novények felszaporitasara és fenntartasara MS alapu taptalajt (Zok és mitsai, 2010)
hasznaltunk, amelyben az eredeti recepthez képes a makroelemek mennyiségét megfeleztiik és
10 g/l szachar6zzal, valamint 2 g/I gelrite-tal (Duchefa) egészitettiik ki (MSEM).

Els6 1épésben az in vitro ndvényekrdl kb. 1,5 cm-es hajtascsticsokat helyeztiink a ribavirint 25
mg/l-es koncentracidban tartalmaz6 ndvényi taptalajra, majd a hajtasnévekedés gyorsasagatol

fiiggden kb. 60 nap utdn 2 mm-es hajtascsucsokat preparaltunk a fejlédé ndovényekrdl. A
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lemetszett hajtascsiicsokat 1 mg/l metatopolint, valamint 0,5 g/l aktiv szenet tartalmazé6 MSEM
taptalajra, majd a gyokeresedd hajtaskezdeményeket hormonmentes MSEM taptalajra helyeztiik.

A Sarfehér novények esetében a kezeletlen in vitro egyedek 2 mm-es hajtascsucsabdl, a
ribavirinnel kezelt névények 2 mm-es hajtascsiicsabol, és a kezelt novények 2 mm-es
hajtascsticsabol felnevelt novények levelébdl is, mig a 05-6-26/1, Andor, Furmint, Gléria fajtak
esetében a kezelt ndvények 2 mm-es hajtascsucsaibdl felnevelt ndvények levelébdl tisztitottunk
Ossznukleinsavat (Xu és mtsai, 2004). A viruseliminaci6é sikerességét RT-PCR reakcidval
vizsgaltuk. Ehhez kiindulasként cDNS-t szintetizaltunk a RevertAid First cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific, #K1622) segitségével. Az RT-PCR reakciot a DreamTaq DNA Polymerase
Kit (Thermo Scientific, #EP0703) és a kiilonboz6 sz616 virusokra specifikus primerek (Farkas és

mtsai, 2014) segitségével végeztiik.

Eredmények és megvitatasuk

Els6 kisérletiinkben GRSPaV, GPGV és GSyV-1-el fertézott in vitro Sarfehér ndvényekrol
szarmaz6 hajtascstcsokat kezeltiink a fent leirt modon, majd a virusok jelenlétét ellendriztiik a
preparalt 2 mme-es hajtascsticsokban és az azokbol felnevelt novényekben is. A GRSPaV a
kontroll ndvények 2 mm-es hajtascsticsaban mindeniitt jelen volt, mig a ribavirines kezelésen
atesett novények 2 mm-es hajtascstcsaiban csak egyetlen esetben tudtuk kimutatni és a 2 mm-es

hajtascsticsokbol felnevelt novények levelében sem volt detektalhato (1. abra).
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1. abra. A GRSPaV 330 bp nagysagl szakaszanak amplifikacidja Sarfehér novényekbdl: M:
molsulymarker; +: pozitiv kontroll; @: null-kontroll; 1-8: kontroll ndvények 2 mm-es

hajtascsticsa; 9-18: ribavirinnel kezelt ndvények 2 mm-es hajtascsicsa; 19-29: kezelt

névények 2 mm-es hajtascsticsaibol nevelt novények levele
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A GPGV az el6z6h6z hasonldan az Gsszes kezeletlen novény hajtascsiicsaban jelen volt, mig a
ribavirin kezelést kdvetéen a 2 mm-es hajtascsticsokban és a regeneralt névényekben sem volt
detektalhatd. A GSyV-1 esetében a hatds nem volt 100% -os. A kezeletlen ndvények nagy
részében a virus in vitro allapotban is detektalhato volt, és kb. harmadaban a mentesitési eljarast

kovetden is megmaradt (1. tablazat).

1. tablazat. A ribavirin kezelésen atesett Sarfehér fajta virusdiagnosztikdjanak eredménye

Kontroll névények Kezelt novények Regeneralt névények
Virus 2 mme-es hajtascsicsai: 2 mm-es hajtascsicsai: levelei:
fert6zott/osszes (db) fert6zott /osszes (db) fert6zott /osszes (db)
GRSPaV 8/8 1/10 0/11
GPGV 8/8 0/10 0/11
GSyV-1 6/8 3/10 3/11

A Sarfehér novényeken végzett sikeres ribavirin kezelés eredményei alapjan tovabbi fajtakon

is kemoterapiat végeztiink. Az egyes virusokra vonatkozé adatokat a 2. tblazatban tiintettiik fel.

2. tablazat. A ribavirinnel kezelt névények hajtascsucsaibol regeneralt hajtasok szama

Virusmentes hajtasok/ Virusmentes
Virus felnevelt hajtisok hajtasok
(db) aranya
GFLV 7/10 70 %
ArMV 14/22 70 %
GLRaV-1 2/10 20 %
GVA 2/10 20 %
GFkV 34/34 100 %
GRSPaV 21/34 61,8 %

Ujabb kisérleteink soran a GFkV esetében értik el a legmagasabb virusmentesitési
hatékonysagot ribavirin alkalmazaséaval, de a modszer az Arabis mosaic virus (AtMV), a Sz616
fert6z6 leromlas virus (GFLV) és GRSPaV eliminéaldsa szempontjabdl is hatékonynak bizonyult,
megerdsitve az alapozé kisérletek eredményeit.

Eddigi tapasztalataink alapjan tehat elmondhat6, hogy a hajtascsticsok kemoterapias kezelése
lehetévé tette a fajtak mentesitését szamos virustol. Ez az eredmény azért nagyon fontos, mert

igy a nehezebben preparalhatd merisztémak (0,5 mm <) helyett a sokkal egyszeriibben
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(mikroszkop nélkiil is) izolalhatd 2 mm-es hajtascsucsokkal dolgozhatunk, ami megerdsiti a
kemoterapids szerek hasznalatanak létjogosultsagat a sz6l6 virusmentesitésében, valamint

megalapozza a tovabbi kutatasokat.
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