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Rovidités Jelentése

6K1 els6 6 kD-os fehérje
6K2 masodik 6 kD-os fehérje
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp bazispar
cDNS complementer DNS
Cl henger alakt zarvanyfehérje
CP coat protein, kopenyfehérje
DNS dezoxiribonukleinsav
elF4E eukariota transzlacios iniciator faktor 4E fehérje
for forward, szenz
GCLV Garlic common latent virus
GarMbFV Garlic mite-borne filamentous virus
GarV-A Garlic virus A
GarV-B Garlic virus B
GarV-C Garlic virus C
GarV-D Garlic virus D
GarV-E Garlic virus E
GarV-X Garlic virus X
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kb kilobazis
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M marker
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[n.a.] nincs adat
NB nukleinsav koté (Nucleic acid binding)
NCBI National Center for Biotechnology Information
Nla kis sejtmagi zarvanyfehérje
NIb nagy sejtmagi zarvanyfehérje
nm nanométer
ORF nyilt leolvasasi keret (Open reading frame)
OYDV Onion yellow dwarf virus
P1-Pro els6 fehérje
P3 harmadik fehérje
PCR polimeraz lancreakcio
rev reverz, antiszenz
RNS ribonukleinsav
RT reverz transzkripciod
RT-PCR reverz transzkripcios polimeraz lancreakcid
ShvX Shallot virus X
SLV Shallot latent virus
sSRNS single-stranded, egyszalit RNS
SYSV Shallot yellow stripe virus
td-PCR touchdown PCR
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VPg viral genome-linked protein
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Guanin
Timin
Adenin vagy timin
Citozin vagy guanin
Adenin vagy guanin
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Guanin vagy timin
Adenin vagy citozin
Adenin vagy citozin vagy guanin vagy timin
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1. BEVEZETES

A fokhagyma (Allium sativum L.) nemcsak gasztronémiai €s gyogyaszati felhasznalasa
miatt kiemelked6 novény, hanem gazdasagi jelentdsége is meghatarozo, hiszen termesztett
z0ldségnovényként a fokhagyma iranti piaci kereslet allandonak tekinthet6, ugyanakkor a
termesztést szamos kihivas neheziti. Az egyik legnagyobb problémat a virusos betegségek jelentik,
amelyek nemcsak a termésmennyiséget csokkentik, hanem a novény beltartalmi értékeit is
jelentdsen rontjak. A fokhagyma vegetativ iton torténd szaporitasa kiillonosen fogékonnya teszi a
novényt ezekre a fertdzésekre, emiatt a fokhagyma virusos leromléasa egy jol ismert jelenségnek
tekinthetd.

A fokhagymat fert6z6 virusok koziil a Potyvirus, Carlavirus és Allexivirus nemzetségekbe
tartozd fajok kiemelten veszélyesek, mivel ezek okozzdk a legnagyobb gazdasagi karokat. E
virusok egyedi és kevert fertdzései gyakran a terméshozam jelentds csokkenéséhez vezetnek,
amely kiilondsen stlyos problémat jelent a magyar fokhagymatermesztésben is. Ennek ellenére a
fokhagyma szaporitoanyag vizsgalat altalaban kizarolag a Potyvirus fajokra terjed Ki.

Doktori kutatdsom célja, hogy hozzdjaruljak a fokhagymat fert6z6 virusok jobb
megértéséhez és az elleniik vald hatékonyabb védekezéshez. Kutatasom sordn molekularis
diagnosztikai modszerekkel vizsgaltam a Potyvirus, Carlavirus és Allexivirus nemzetségek
hazénkban eléforduld fajait, kiilonds tekintettel a kevert fert6zésekre, amelyek az eddigi
eredmények szerint a legnagyobb terméskiesést okozzak. Kutatdsom soran nemcsak a virusok
jelenlétét, hanem a kiilonb6z6 izolatumok kozotti rokonsagi viszonyokat is Kutattam. A virus
izolatumok kozotti rokonsagi viszonyok atfogobb megértésére a szekvenciaadatok mélyebb
megismerésén keresztiil van mdéd. Ehhez sajat fejlesztésii, szakirodalmi eredetli, de altalunk
optimalizalt és szakirodalmi eredetii primerparok felhasznalasara volt sziikségiink. Fontos tovabba
a virusfajok gazdandvény viszonyainak vizsgéalata, amely a betegség terjedésének egyik
meghataroz6 tulajdonsaga lehet.

Kutatasom nemcsak a hazai fokhagymatermesztés szempontjabol lehet jelentés, hanem
szélesebb nemzetkozi kontextusban is. A fokhagymat érintd virusos betegségek a globalis
piacokon konnyen terjednek az import-export csatorndkon keresztiil, igy a helyi eredmények
nemzetkdzi viszonylatban is hasznosak lehetnek.

Kutatisaimat a Magyar Agrér- és Elettudoményi Egyetem, Novényvédelmi Intézet, Budai

Campus, Novénykortani Tanszékén végeztem.



2. CELKITUZESEK

Munkank sordn az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

. Fokhagymat fert6z6 virusfajok azonositasa hazankban.

. A fokhagymat fert6z6 Allexivirus nemzetségbe tartozo virusfajok nemzetség- és
fajspecifikus azonositasa sajat tervezésti és szakirodalmi eredetti primerekkel.

. A fokhagymat fert6z6 legfontosabb Carlavirus nemzetségbe tartozd virusfajok
azonositasa sajat tervezésii és szakirodalmi eredetli primerekkel.

. A fokhagymat fert6z6 Potyvirus nemzetségbe tartozo virusfajok azonositasa sajat
tervezési €s szakirodalmi eredetli primerekkel.

. Az éltalunk azonositott, magyarorszagi LYSV izolatum szekvenciaadatinak
meghatarozasa sajat tervezési és szakirodalmi eredeti, valamint szakirodalmi eredet,
de altalunk moddositott primerkészlettel.

. A komplex fertézések el6fordulasanak vizsgalata, azok sajatossagainak értékelése.

. Az Aaltalunk azonositott, magyarorszagi LYSV izolatum atviteli tulajdonsdgainak
tesztelése és értékelése.

. A vizsgélt izoldtumok nukleotid szekvenciaadatainak vizsgalata és a rokonsagi

viszonyok megallapitasa.

10



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A fokhagyma szarmazasa és morfolégiaja

A fokhagyma (Allium sativum L.) a zarvatermdk torzsébe (Magnoliophyta) az egyszikiiek
osztalyaba (Liliopsida), a spargaviraguak rendjébe (Asparagales) és az amarilliszfélék csaladjaba
(Amaryllidaceae) tartoz6 novényfaj. Kozeli termesztett rokonai a voréshagyma (Allium cepa L.)
és a poréhagyma (Allium porrum L.). Géncentruma a nyugat-kinai Tien-shan hegységtél
Kazahsztanig és Kirgizisztanig terjed (PETROVSKA és CEKOVSKA, 2010). Eletformaja geofita,
vagyis a telet a foldalatti fiokhagymaival vészeli at (AYDIN et al., 2015), a Raunkiaer-féle
¢letforma osztalyozasi rendszer alapjan ,,G” életformaja ndvény.

Az egyszikiiekre altalanosan jellemzd parhuzamos erezetli levelekkel rendelkezik, az
epidermiszt sziirkés kutikula védi. Levélallasa keresztben atellenes, levelei t6allok, csucsriigyi
eredetlick. Az allevélhonalji riigyek raktarozo szervvé és egyben vegetativ szaporitoképletté,
fiockhagymava (bulbus) alakultak. A hagymafejen beliil a fiockhagymak (gerezdek) elhelyezkedése
és mérete fajtanként valtozé (BARNOCZKI, 2004). A ténkbdl hajtaseredetii bojtos (homorhiz)
gyokérzet fejlodik, amely a tapanyagfelvételt, valamint a novény talajhoz rogzitését szolgalja
(ENGLONER, 2007).

A generativ szervek vizsgalata a valtozatok csoportositasara alkalmas. A viragzati szar
képzése nemcsak termesztéstechnologiai modszerekkel szabalyozhat6, hanem genetikailag kodolt
tulajdonsag is, bizonyos valtozatok virdgzati szarat egyaltaldn nem képeznek. Amennyiben a
fokhagyma virdgzati széarat képez, a rajta 1évd virdgok elkorcsosultak, sterilek. Helyiikon
sarjhagymak (bulbillus) talalhatok, amelyek a fokhagyma vegetativ terjedéséért felelnek
(SZALAY, 2004). A viragzati szaron talalhatok még a viragzati fellevelek, valamint maga a
virdgzat. A virdgzatot hartyds allomanyu murvalevél (szpata) burkolja, melynek csucsa a
viragzaton talnyalo (SIMON, 1994).

A fokhagyma jellegzetes, csipOs izét a benne talalhaté kénvegyiiletek, az alliszulfidok
biztositjak. Illatanyaganak felszabaduldsat enzimatikus reakcid okozza, amely kémiai atalakulés
soran a fokhagymaban talalhato allin, az allinaz enzim hatéasara allicinné alakul (GHANI, 2010).

A termesztett fokhagymara jellemzd sterilitasnak a kérdése maig megoldatlan probléma. A
téma komoly szakirodalmi multtal rendelkezik, az okok feltarasanak torténete az 1970-es évekig
nyulik vissza (KOUL és GOHIL, 1970), de a kdzelmultban is sziiletett szakirodalom a témaba
(SHEMESH-MAYER et al., 2015). Kielégité eredményt a kozel Stvenéves multra visszatekintd
kutatas azonban mind a mai napig nem hozott (DHALL, 2015).
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A viragok sterilitasanak okair6l a szakirodalom tobb lehetéséget vazol: ilyen a polleneket
taplald tapétum szdvet degeneracidja (NOVAK, 1972), a virdg morfologidja, a szexualis
reprodukciora hatd virus, mikoplazma (fitoplazma) és/vagy rikettsia okozta degenerativ
betegségek sora (KONVICKA, 1978), de elképzelhetd, hogy az altalunk ismert steril termesztett
fokhagyma két fertilis 6s hibridjeként alakult ki (POOLER és SIMON, 1994). A fokhagyma
géncentrumdnak szdmitd Tien-shan hegységben magérlelésre képes fokhagymat is talaltak, am a
csirazasi erélye gyengének, mindossze 10-12%-nak bizonyult (KAMENETSKY et al., 2002).

A jellemzden vegetativan szaporitott termesztett fokhagyma generativ szaporitasa a mai
napig megoldatlan, holott a fertilis magképzésébdl szamos eldényiink szdrmazna termesztési és
gazdasagossagi szempontbol egyarant; egyszeriisodne a szaporitdanyag szallithatosaga, tovabba a
fokhagyma virusos megbetegedéseivel szembeni kiizdelemben is jelentOs eldrelépést hozhatna
(DHALL, 2015).

A magyarorszagi termesztési gyakorlat tavaszi és 0szi termesztést kiilonit el, melynek
technologiaja és fajtavalasztasi szempontjai is eltérnek, egymassal f6l nem cserélheték (BUDAI

etal., 1999).

3.2. A magyar fokhagyma vilagpiaci helyzete

A fokhagyma 2020-ban a vilag 21. legnagyobb mennyiségben termelt ndvénye volt
28.054.318 tonna 0sszmennyiséggel. A vilag els6szamt fokhagymatermeszt6je 2020-ban is Kina
volt, amely 825.302 hektaron 20.712.087 tonna fokhagymat termelt - ez a vilagon megtermelt
Osszes mennyiség 73,8%-a, a vilag teljes fokhagyma terméteriiletének 50,5%-an. Eurdpa és
egyben az Eurdpai Unid legjelentdsebb fokhagymatermesztéje Spanyolorszag a 2020-ban
megtermelt, mintegy 269.090 tonna mennyiséggel. Magyarorszag 2020-ban a vilag 56.
legnagyobb fokhagymatermeszt6 orszaga volt, a FAOSTAT adatai szerint 5.210 tonna megtermelt
fokhagyma mennyiséggel, mely eredményét 6,29 t/ha terméskihozatal mellett érte el. Ugyanezen
¢v eredményét a KSH 5.216 tonnaban hatarozza meg (KSH, 2020). Ez az eredmény messze
elmarad a ~17,19 t/ha-os vilagatlagtol (FAOSTAT, 2020) és elmarad a Magyarorszagon
szakirodalmi adatok alapjan realisan megvaldsithatd 12-16 t/ha mennyiségtdl is (SZALAY, 2004).

A makoi termdtd) bar a voroshagyma miatt valt ismertté, a fokhagymatermesztés
szempontjabol is nagy jelentdségii. Emlitést érdemel még tovabba Bacs-Kiskun varmegye, Gyor-
Moson-Sopron varmegye, Békés varmegye és Szabolcs-Szatmar Bereg varmegye (LACZKO,
2003a), illetve Csongrad-Csanad varmegye, ahol a magyar fokhagyma-termesztoteriiletek 85%-a
talalhato (AGROFORUM, 2017). Habar a magyar hagymatermesztés nemzetgazdasagi

jelentéségét jol mutatja az, hogy 2013-ban Makdéi Hagyma néven a makoi vordshagymat
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Hungaricumma nyilvénitottak (HUNGARIKUM BIZOTTSAG, 2013), Magyarorszag mégsem
szamit a térségen beliil kimondottan nagy hagymatermesztonek. A 2020-es eredmények alapjan a
térség elsdszamu fokhagymatermesztdje Ukrajna 211.680 tonna megtermelt mennyiséggel, ezt
koveti Romania 27.590 tonnaval, majd Lengyelorszag 13.500 tonnaval (FAOSTAT, 2020).

A magyarorszagi fokhagymatermesztés elmult 10 évérdl elmondhato, hogy stagnalé t/ha
terménykihozatal mellett termeliink. Mindemellett folyamatos, jellemzéen holland importra
szorulunk. A Magyarorszagon termelt fokhagyma 2018-ban szeptembertdl februarig volt csak
képes ellatni a hazai igényeket. Emiatt a fokhagyma export nem is jellemz6 hazankra, altalaban
600-800 tonnat exportalunk a szomszédos Romanidba és Szerbidba (AGROFORUM, 2018;
AGROINFORM, 2018), de mas forras szerint ez a szam mara alig haladhatja meg a 300 tonnat.
Hodossi Sandor az Agroféorumban megjelent egyik cikkében a hazai fokhagymatermesztés lesujto
allapotat az 6ntdzés hidnyara, a nagy élémunkaigényre, a raktarozasi koltségekre és a megvaltozott
fogyasztasi szokasokra vezeti vissza. Cikkében igy fogalmaz: ,,Magyarorszagon a fokhagyma
termesztése napjainkra kritikus helyzetbe keriilt.” (HODOSSI, 2019).

A nemzeti fajtajegyzékben szerepel6 fajtak koziil az EU egész teriiletén forgalmazhato a
‘Bugar’, a ’Lelexir’ és a "Makoéi Oszi’, a szarmazasi régio teriiletén forgalmazhaté a ‘Makoi
Tavaszi’ és a "Batyai Oszi’ (NEBIH, 2018). A Magyarorszagon termesztett két legfontosabb fajta
a "Makoi Oszi’ és a ‘Makoéi Tavaszi’. EI6bbinél a robusztusabb megjelenés és a nagyobb fejméret,

utobbinal a kiemelked§ fiiszerezd érték emlitendd meg (LACZKO, 2003b).

3.3. A fokhagymavirusok kutatisinak magyarorszagi és nemzetkozi alakulasa

A hagymaféléket jelen ismereteink szerint 10 viruscsalad 36 faja fertézi (1. tablazat). Ezek
koziil 24 faj, valtozo jelentdséggel ugyan, de bizonyitottan fertdzi a fokhagymat is, 13 fajt a
szakirodalom veszélyesnek mindsit, ugyanakkor ezen fajok nagy részének jelenlétét hazankban
eddig még nem dokumentaltak.

A magyarorszagi hagymatermesztés eredményessége és a hagymat fert6z6 virusok okozta
veszély kapcsolatara el6szor Szirmai Janos hivta fel a figyelmet 1958-ban (SZIRMAI, 1958). Az
altala megnevezett hagyma sargacsikossagot, hagymamozaikot (Marmor cepae H.), illetve torpiild
sargasagot (Yellow dwarf) okoz6 virus, az USA-beli Iowa allamban, 1929-ben leirt (1. tablazat)
hagyma sarga torpesége és levélcsikossaga virust (Onion yellow dwarf virus, OYDV) jeloli
(MELHUS et al., 1929). Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a megbetegedés okozta tiinetek kozott
a virusos hagymak magasabb viztartalmanak emlitésénél idézi Bremer 1937-es cikkét is, mely
cikket azota mar a poréhagyma sarga csikossag virus (Leek yellow stripe virus, LYSV) els6é

leirasaként (1. tablazat) tartunk szamon (BREMER, 1937). A makoi térséget sujto virusos leromlas

13



veszélyeire Szirmai mar ekkor figyelmeztet, ¢és a makoi hagyma szelekcios
rezisztencianemesitését stirgeti. Korabbi, 1956-os szemléik sordn fert6zott maghozo voroshagyma
tablakat vizsgaltak, ahol feltlinden egészséges példanyokra is akadtak. Ezeket a példanyokat
robusztusabb, felfelé t6r6 habitus jellemezte, leveleiken vastagabb, ,.kékes-hamvas” viaszréteggel.
A fertdzott tablan tiinetmentesnek tetsz0 novényeket Szirmai a rezisztencianemesités céljaihoz
alkalmas kiindul6anyagnak tartotta, noha azt nem tisztazta, hogy ezek a virusos megbetegedésre
rezisztens példanyok voltak-e, toleransok vagy a betegség a fert6zést kdvetden csupan latenciaban
maradt (SZIRMAI, 1958).

1987-ben a ,,Hagymafélék termesztése” cimii, gyakorlati tanacsokat is tartalmazo
szakkonyvben Tobias Istvan, Szirmaihoz hasonldan, els6sorban a vektorok elleni védekezésre és
az egészséges szaporitdanyag fontossagara hivta fel a figyelmet (TOBIAS, 1987). Emlitést tett a
LYSV virusrdl is, azonban ennek elsé bizonyitott leirdsa hazdnkban még nem tortént meg.

1991-ben Regds Antal szdmolt be roviden a fokhagyma viruskutatas akkori allasarol a
Magyar Mezdgazdasadg cimii folyoiratban. Ebben kitért a komplex fert6zések jelentOségére, a
virusok okozta terménykiesésre, illetve a virusmentesités fontossagara is (REGOS, 1991). Kutatasi
eredményeit részletesen 1992-ben tette kozz¢ a Kertgazdasag folyodiratban. Az ELISA modszerrel
végzett vizsgalatok eredményeképpen hazdnkban eldszor mutatta ki szeroldgiai modszerrel az
OYDV-t, tovabba els6 hazai leirasat adta k6zzé (2. tablazat) a mogyoréhagyma rejtett virusanak
(Shallot latent virus, SLV) és a fokhagyma rejtett virusanak (Garlic latent virus, GLV) (REGOS,
1992).

Valamivel késobb, a fokhagyma novényvédelmét részletezd, Novényvédelem folyodiratban
megjelent cikkiikben a szerz6k tovabbra is a fenti harom korokozot emelik ki, mint hazankban
bizonyitottam fellelt és karositd virusfajt (BUDAI et al., 1999). Ugyanebben a szamban
tudositanak a Tavol-Keleten azonositott 0j, atkavektorral terjedé fokhagymavirusokrol. A koreali
kutatas eredményire hivatkozva ezeket a virusokat ekkor még a Rymovirus nemzetségbe soroltak,
koztik a fokhagyma atkak altal terjesztett mozaik virust (Garlic mite-borne mosaic virus,
GarMbMV) is, amelyet ma az Allexivirus nemzetségbe tartozo fokhagyma C virus (Garlic virus
C, GarV-C) korokozoként (2. tablazat) azonositunk (KOO, 1999; NCBI, 2019a).

A kétezres években a fokhagyma viruskutatasa visszaszorult hazankban, noha a termesztés
gazdasagossagi €s technoldgiai akadalyai tovdbbra is a figyelem koézéppontjdban maradtak.
Elsésorban termesztéstechnologiai €s fajtavalasztasi kérdésekkel foglalkoztak az akkori szerzok
(LACZKO, 2003a; LACZKO, 2003b; SOMOGY], 2006).

2010-ben a Debreceni Egyetemen indult el ujra a kutatdss a fokhagyma virusos
megbetegedéseit vizsgalva. A témabdl késziilt MSc. diplomamunka Maké kornyéki vords-, és

fokhagymamintakat vizsgalt. A kutatas célja az irisz sarga foltossag virus (Iris yellow spotted
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virus, IYSV)aLYSV,az OYDV és a fokhagyma kozonséges rejtett virus (Garlic common latent
virus, GCLV) felderitése volt, a mintakat DAS-ELISA mddszerrel vizsgaltak. Eredményeikben
csak a GCLYV jelenlétét tudtak megerdsiteni (SZARVAS, 2010).

2011-ben a Nyugat-Magyarorszagi Egyetemen sziiletett a fokhagymatermesztéssel
kapcsolatos doktori dolgozat, amely érint6legesen a virusos megbetegedések okozta
termesztéstechnologiai kihivéasokra is kitér, viroldgiai szempontbol uj eredményeket nem kozol
(GOMBKOTO, 2011).

A Szent Istvan Egyetem Novénykortani Tanszékén 2015-ben indultak meg a fokhagyma
virusfertdzottségével kapcsolatos kutatasok, ahol a nemzetkozi szakirodalom altal emlitett harom
legfontosabb nemzetség (Potyvirus, Carlavirus, Allexivirus) fokhagymara veszélyes virusfajait

vizsgaltuk, hazankban eldszor, nukleinsav alaptl, molekularis diagnosztikai modszerekkel.
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1. tdbldazat: Az Allium nemzetséget fertézd virusok rendszertani besoroldsa

Csalad

Potyviridae

Betaflexiviridae

Alphaflexiviridae

Peribunyaviridae

Secoviridae

Virgaviridae
Tombusviridae
Reoviridae
Bromoviridae

Rhabdoviridae

Nemzetség

Potyvirus

Virusfaj

Onion yellow dwarf virus

Hivatkozas
(MELHUS et al., 1929),

Leek yellow stripe virus

(BREMER, 1937)

Shallot yellow stripe virus

(VAN DIJK és SUTARYA, 1992;
VAN DER VLUGT et al., 1999)

Turnip mosaic virus

(STEFANAC és PLESE, 1980; GERA
etal., 1997)

Potato virus A

(RONGCHANG, 1992)

Potato virus Y

(RONGCHANG, 1992)

Alstroemeria mosaic virus

(WALKEY, 1990)

Hippeastrum mosaic virus

(WALKEY, 1990)

Scallion mosaic virus

(OHSHIMA et al., 2016)

Macluravirus

Narcissus latent virus

(WALKEY, 1990)

Garlic common latent virus

(DELECOLLE és LOT, 1981)

Carlavirus Shallot latent virus (BOS etal., 1978)
. . (CONCl et al., 1992; MAVRIC és
Carnation latent virus RAVNIKAR, 2005)
Garlic virus A (SUMI et al., 1993; TSUNEYOSHI és
SUMI, 1996)
. (SUMI et al., 1993; TSUNEYOSHI és
Garlic virus B SUMI, 1996)
(SUMI et al., 1993; TSUNEYOSHI és
Garlic virus C SUMI, 1996; YAMASHITA et al.,
1996; NCBI, 2019a)
(SUMl et al., 1993; RYABOV et al.,
Allexivirus Garlic virus D 1996; TSUNEYOSHI és SUMI, 1996;
SONG et al., 1997)
Garlic virus E (CHEN et al., 2001a; CHEN és CHEN,
2002)
Garlic virus X (SONG et al., 1997)
. (KANYUKA et al., 1992;
Slrelllat s < VISHNICHENKO et al., 1993)
Garlic mite-borne filamentous virus RIS i 21, 88T DIOYAS B
al., 2001b; MANSOURI et al., 2021)
Potex Asparagus virus 3 (WYLIE et al., 2014)

Orthotospovirus

Iris yellow spot orthotospovirus

(GERA et al., 1998)

Groundnut bud necrosis
orthotospovirus

(SUJITHA et al., 2012)

Tomato spotted wilt orthotospovirus

(TOMASSOLI et al., 2009)

Arabis mosaic virus

(GRAICHEN, 1975; VAN DIJK,
1993a)

(CALVERT és HARRISON, 1963;

Nepovirus Tomato black ring virus GRAICHEN, 1975; VAN DK,
1993a)
Artichoke yellow ringspot virus (MALIOGKA et al., 2006)
Tobravirus Tobacco rattle virus (VAN DIJK, 1993a)

Tobamovirus

Tobacco mosaic virus

(VASILJEVA és MOZHAEVA, 1978)

Betanecrovirus

Leek white stripe virus

(LOT et al., 1996)

Alphanecrovirus

Tobacco necrosis virus A

(VAN DIJK, 1993a)

Fijivirus

Garlic dwarf virus

(LOT et al., 1994)

Cucumovirus

Cucumber mosaic virus

(STEFANAC, 1980; STEFANAC és
MILICIC, 1992)

llarvirus

Tobacco streak virus

(SIVAPRASAD et al., 2010)

Cytorhabdovirus

Cytorhabdovirus lactucanecante

(SWARD, 1990)

Megjegyzés: a tablazat Diekmann (1997) és Katis (2012) nyoman késziilt, a fajnevek az
International Committee on Taxonomy of Viruses weboldalan k6zolt aktualis nevezéktan szerint

vannak aktualizalva. Rozsaszinnel kiemelve a jelen dolgozatban részletesebben targyalt fajok.
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2. tabldzat: Az Allium nemzetséget fert6zd virusok gazdandvénykore, elterjedése, hazai jelenléte és ismert

jelentosége fokhagyma névényen

Hagymaféléket

Gazdanoévénykore

s . . Hazai Jelentdsége
oy 5 (Kultuar-, és Elterjedtsége . , &
fert6zo virusfaj . jelenléte  fokhagyman
gyomnovények)
Onion yellow dwarf virus Al s jelen van nagyon veszélyes
Wi pldaes (SZIRMAI kérokozé
A hagyma sarga torpesége (VAN DK, 1993b) (VAN DUK, 1993b) 1958) ! (LOT et al., 1998)
és levélcsikossaga virus .
el lowise I > Allium sp vilagszerte varhato nagyon veszélyes
L ] ‘ VUCUROVIC et al., Szlovénia korokozo
Poréhagyma sirga (LUNELLO et al., 2002) ( 2017) (éPPO 201)8) (LOT et al., 1998)
csikossag virus ’ v
Allium sativum Azsia
Shallot yellow stripe virus (CHEN et al., 2002a) (CHEN et al., 2002a;
HA et al .'2008' ’ na] veszélyes korokozo
Mogyorohagyma sarga Allium ascalonicum CHITTARA'TH et’al h (CHEN et al., 2005)
csikossaga virus Allium porrum 2017) o
(HA et al., 2008)
Scallion mosaic virus Allium macrostemon, Azsia eddigi eredmények
Allium chinense [n.a] alapjan nem fert6zi
Zéldhagyma mozaik virus | (OHSHIMA etal., 2016) | (OHSHIMAetal., 2016) (CHEN et al., 2002b)
Allium ampeloprasum
(GERA et al., 1997)
Allium ampeloprasum,
Allium roseum
Turnip mosaic virus (DOVAS et al., 2001b) vilagszerte jelen van kis jelentéségli
(GREEN és DENG, (SZATHMARY (DOVAS et al.,
Tarlorépa mozaik virus Vicia fabae, 1985) et al., 2008) 2001b)
Petunia hybrida,
Amaranthus caudatus,
Pisum sativum,
Phaseolus vulgaris
(PROCHAZKOVA, 1980)
Potato virus A Allium sp. Eurdpa, USA Kis iclentéséati
Solanum tuberosum (KEKARAINEN et al., [na] (KATIJS ot al Zg(l)llZ)
Burgonya A virus (THOMAS, 2004) 1999) v
Allium sativum
(LAl et al., 2011)
Solanum lycopersicum,
Solanum tuberosum
Potato virus Y (NIE és MOLEN, 2015) jelen van
vilagszerte (WOLF és kis jelentéségli
Burgonva Y virus Capsicum frutescens (ELLIS et al., 1997) HORVATH, (KATIS et al., 2012)
gony (MCDONALD és SINGH, 2000)
1996)
gyomnovények
(KALICIAK és SYLLER,
2009)
Allium sp. vilagszerte
Alstroemeria mosaic virus (KATIS et al., 2012) (VANZAAYEN et al., Kis ielentéseéat
1994; WANG és [nal J &u

Inkaliliom mozaik virus

Alstroemeria sp.
(PEARSON et al., 2009)

PEARSON et al., 2009)

CHANG, 2006;

(KATIS et al., 2012)
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Hippeastrum mosaic virus

Allium sp.
(WALKEY, 1990)

vilagszerte
(BAKARDIJIEVA ¢és
DENKOVA, 1996;

Amarillisz mozaik virus

PEARSON et al., 2009;

Narecisz rejtett virus

(GAO et al., 2018)

Iris sp.
(BRUNT, 1977)

GAO et al., 2018)

BERNIAK et al., 2013;

(AM 30/2018.
(X. 11.), 2018)

na] kis jelentoségii
Hippeastrum sp ALEXANDRE etal., i (KATIS et al., 2012)
' 2011; MALANDRAKI
(ALEXANDRE et al., 2011) etal. 2016: XU etal..
2017)
Allium sativum
(WALKEY, 1990)

i i vilagszerte ) )
Narcissus latent virus Narcissus p. (WEI etat. 2007; varhaté

[na]

Garlic common latent virus

Fokhagyma kozonséges

Allium sp.
(WARD et al., 2009)

vilagszerte

2003; PAPPU et al.,

(DOVAS és VOVLAS,

jelen van

(REGOS, 1992;

veszélyes korokozo

Garlic virus E

Fokhagyma E virus

Allium sp.
(CHEN és CHEN, 2002;
BAMPI et al., 2015;
MANSOURI et al., 2021)

Garlic virus X

Fokhagyma X virus

MANSOURI et al., 2021)

Allium sp.
(SONG et al., 1998;

Shallot virus X

Mogyorohagyma X virus

MANSOURI et al., 2021)

Allium sp.
(WARD et al., 2009;
HAMED et al., 2012b;
BAMPI et al., 2015;
PADUCH-CICHAL és

BEREDA, 2017;

RYSANEK, 2021)

2005; HAMED et al., SZARVAS, (KLU;AS:O};%V A
rejtett virus 2013; KADWATI és 2010) .
HIDAYAT, 2015)
Sl o izl il Allium sp. jellemzden Eurdpa és jelen van veszélyes korokozo
. . (VAN DK, 1993a; KATIS Azsia “ (KLUKACKOVA et
IR R etal., 2012) (DOVAS etal., 2001p) | (REGOS, 1992) al., 2007)
AT SETNT UL varhato tisztazatlan,
Carnation latent virus BIEICEII ALY, LAIRIRIGES (Szlovénia) valosziniileg r;em
2005) RAVNIKAR, 2005) 4 . .
o ) At (MAVRIC és jelentds
Szegfii latens virus Dianthus barbatus (CONCI et al., 1992) RA\;I(;IOI\I:AR, (KATIS et al., 2012)
(HELGUERA et al., 1997) )
Allium sp.
Garlic virus A (YAMASHITA et al., 1996;
WARD et al., 2009; PARK
Fokhagyma A virus etal., 2011; MANSOURI et
al., 2021)
Allium sp.
Garlic virus B (WARD etal., 2009;
BAMPI et al., 2015;
5 PADUCH-CICHAL és
Fokhagyma B virus BEREDA, 2017
MANSOURI et al., 2021)
Allium sp.
Garlic virus C (SHAHRAEEN et al., 2008;
WARD et al., 2009; BAMPI
Fokhagyma C virus etal., 2015; MANSOURI et
al., 2021)
Allium sp.
(WARD et al., 2009;
BAMPI et al., 2015;
Garlic virus D PADUCH-CICHAL és Vi]égszerte varhato
BEREDA, 2017; (KOO et al., 2002; (Szlovénia) Ives kérokozok
Fokhagyma D virus MANSOURI et al., 2021) CHODORSKA et al., (MAVRIC és Végﬁlgfs t 0;0 Z%Z(;)g
2014; MITUTl et al., RAVNIKAR, | ( AL
Urginea maritima 2015; MANSOURI és 2005)
(FIDAN et al., 2012)
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Beta vulgaris
(VISHNICHENKO és
ZAVRIEV, 2001)

Garlic mite-borne
filamentous virus

Fokhagyma atka altal
terjesztett fonalas virus

Allium sp.
(DOVAS et al., 2001b;

MANSOURI et al., 2021)

Asparagus virus 3

Sparga 3 virus

Allium vineale
(WYLIE et al., 2014)

Asparagus officinalis

(HASHIMOTO et al., 2008)

Japan
(HASHIMOTO et al.,
2008)
Ausztralia
(WYLIE et al., 2014)

[n.a]

[na]

Iris yellow spot
orthotospovirus

Irisz sarga foltossag virus

Allium sp.,
Amaranthus retroflexus,
Chenopodium album,
Kochia scoparia,
Lactuca serriola,
Tribulus terrestris,
Atriplex micrantha,
Setaria viridis,
Cichorium intybus,
Arctium minus,
Rumex cripus
(BAG et al., 2015)

vilagszerte
(SMITH et al., 2006)

varhato
(Ausztria)
(EPPO, 2018)

veszélyes korokozo
(MUNOZ et al., 2014)

Tomato spotted wilt
orthotospovirus

Allium sp.
Solanum lycopersicum,
Capsicum annuum,

vilagszerte

gyliriisfoltossag virus

Phaseolus vulgaris,
Nicotiana tabacum

(KATIS et al., 2012)

(PAYLAN et al., 2013)

Chrysanthemum sp., jelen van ki‘s és lcgkzyilis
) ) Begonia elatior, (SAL_AMON etal., (JENSER et al., jelentGség
Paradicsom foltos hervadas Nicotiana tabacum, 2015; EPPO, 2018) 2009) (KATIS et al., 2012)
virus Arachis hypogaea
(SALAMON et al., 2015)
Allium cepa
(SUJITHA et al., 2012)
India
Groundnut bud necrosis Solanum lycopersicum, (AKRAM et al., 2012)
orthotospovirus Arachis sp. Iran
(DAIMEI et al., 2017) (GOLNARAGHI et al., [na] [n.a]
Foldimogyoro riigynekrozis 2002)
virus Phaseolus vulgaris, Vigna Banglades
radiata (AKHTER et al., 2012)
(AKRAM et al., 2012)
Allium ascalonicum
(VAN DIK, 1993a)
Arabis mosaic virus Vitis vinifera vildgszerte (,vfeA';”T‘éaL”u [na]
Ikravirag mozaik virus (MARTELLI, 1968) (EPPO, 2018) 1968)
Szamos kertészeti kultira
(VALKONEN, 2014)
Allium ascalonicum
(VAN DIK, 1993a)
Allium cepa,
Tomato black ring virus Allium porrum jelen van
(CALVERT és HARRISON, vilagszerte (LEHOCZKY na]
Paradicsom fekete 1963; GRAICHEN, 1975) (EPPO, 2018) 1986) ! s
gytirisfoltossag virus
Cucumis sativus,
Solanum tuberosum,
Solanum lycopersicum
(JONCZYK et al., 2004)
Allium sp.
Cynara cardunculus var.
Artichoke yellow ringspot scolymus, Gorogorszag
virus Vicia faba, (MALIOGKA et al., kis- és helyi
Cynara cardunculus, 2006) [na] jelent6ségli
Articsoka sarga Cucumis sativus, Torokorszag (KATIS et al., 2012)
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Allium vineale
(VAN DUK, 1993a)
Allium cepa
(HAMED et al., 2012a)
vilagszerte jelen van
Tobacco rattle virus Allium ursinum, (CARDIN et al., 2008; (JENSER és
Allium moly WARD et al., 2009; SELJAHUDIN, [na]
Dohany zorgéleveliiség (DIEKMANN, 1997) LOCKHART és 1978; AM e
virus MASON, 2010; ZHU et 30/2018. (X.
Solanum tuberosum, al., 2018) 11.), 2018)
Solanum nigrum,
Brassica campestris,
Erodium cicutarium,
Solanum nigrum
(DAVIS és ALLEN, 1975)
. Lo Allium porrum,
Leek white stripe virus Chenopodium murale, . . kis- és helyi
Péréh fehé Chenopodium quinoa, ng.?_nctla?rsiggs [n.a] jelentdségli
Orfi{ ﬁy,ma jener Vigna unguiculata ( etal, ) (KATIS et al., 2012)
csikoltsag virus (LOT et al., 1996)
Allium ascalonicum
(VAN DIK, 1993a)
Populus tremuloides
(HIBBEN et al., 1979)
. . vilagszerte :
o Beta vulgaris Ssp. vulgaris (KEMP és BARR, 1978; jeler] van
Tobacco necrosis virus A var. altissima RAMACHANDRAIAH (POGANY et
(SUBIKOVA, 1998) . al., 2004; [n.a]
. . etal., 1979; Xl et al.,
Dohéany nekroézis virus ) 2008: BOBEV et al KRIZBAI et al.,
Prunus domestica ’ 2018) v 2010)
(PAULECHOVA és
BAUMGARTNEROVA,
1980)
Glycine max
(Xl et al., 2008)
Garlic dwarf virus Allium sativum Dél-Franciaorszag nal helyi jelentéségli
[ (LOT et al., 1994) (LOT et al., 1994) - (KATIS et al., 2012)
Fokhagyma torpiilés virus
Sz¢lsségesen polifag, tobb
Cucumber mosaic virus mint 1200 gazdanovény, s jelen van .. AT
2 o vilagszerte kis jelentéségii
szamos kultar- és (SZIRMAI, (KATIS et al., 2012)
Uborka mozaik virus gyomndvény! 1941) o’
(SALANKI, 2012)
Phaseolus vulgaris cv. ’Red
Kidney’,
Tobacco streak virus Lactuca sativa vilagszerte
) ) o (ABTAHI és HABIBI, 2008) (EPPO, 2018) [n.a] [n.a]
Dohany csikossag virus
gyomndvények
(RAO et al., 2003)
Allium sativum
(SWARD, 1990)
Cytorhabdovirus Olaszorszag
lactucanecante Cicer arietinum (BEHNCKEN, 1983) Kis ielentéséeii
(BEHNCKEN, 1983) Ausztralia [na] (SWJARD 19%0)
A salata nekrotikus (STUBBS és GROGAN, '
sdrgasaga virus Lactuca sativa 1963; SWARD, 1990)
(STUBBS és GROGAN,
1963)

Megjegyzés: a tablazat Diekmann (1997), Katis (2012) és Mansouri (2021) nyomén késziilt, a
fajnevek az International Committee on Taxonomy of Viruses weboldalan kozolt aktualis

nevezéktan szerint aktualizalva. Roézsaszinnel kiemelve a jelen dolgozatban részletesebben
targyalt fajok
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3.4. A Potyvirus nemzetség, és fokhagymat fertozoé fajai

A potyvirusok a Ribovirina rend, Potyviridae csaladjanak Potyvirus nemzetségébe tartozo
virusfajok. Tipusfaja a burgonya Y virus (Potato virus Y). A virion hajlékony, fonal alaku, hossza
680-900 nanométer (nm), atmérdje 11-13 nm. A pozitiv értelmii, egyszalu ribonukleinsav
(+ssRNS) genom kb. 9700 bazispar (bp) hosszl, amely a virion tomegének kb. 5%-at teszi ki. A
Potyvirus nemzetség a legnagyobb ¢és legfontosabb névénypatogén virusnemzetség. Jellemzéen
afidofil, stylet-borne virusok, de szovetnedvvel, mechanikai uton és vegetativ szaporitassal is
atvihet6k. A potyvirusok osztatlan genomja egyetlen nagy nyilt leolvasasi kerettel (open reading
frame, ORF) rendelkezik (1. abra), amely egy kozel 3000 aminosavbol allé poliprotein prekurzort
kodol. Ez a transzlacié soran funkcionalis fehérjékre tagolodik a virus altal kodolt proteazok
segitségével. A potyvirusok ezen az Gton 11 kiilonboz6 génterméket allitanak el (REVERS és
GARCIA, 2015).

Tobacco etch virus, TEV (9,496 nts)

PIPO
Al (+2fs) Cl Nla NIb
1 I 11 T 1
o 4 ?v w v A \
®J 35k | s2k | s0k ] 71K [[21k| 27 | 58k | 30K LA(n)3,OH
6K1 Helicase 6K2
P1-Pre HC-Pro P3 ATPase VPg Protease Replicase CP

? Membrane

anchor
1. dbra: Potyvirusok genomszervezédése a dohdny karcolatos virus példdjan (KING et al., 2011)

A genomhoz kapcsolt virus protein (viral genome-linked protein, VPg) egy, a virusgenom
5’-végéhez kapcsolodo fehérje. Feladata az eukariotak hirvivd RNS-ére (messenger RNS, mRNS)
jellemzd cap struktara helyettesitése, ezzel a virus fertézoképességéért felel. A kis sejtmagi
zarvanyfehérje (nuclear inclusion ,,a” protein, Nla) N-terminalis végér6l valik le és
transzlacios iniciator faktor 4E fehérje (elF4E) és annak aminosav-szubsztitucioi recessziv
rezisztenciat képesek okozni a potyvirus fajokkal szemben, a potencialis gazdandvények széles
korében. A VPg fehérje képes ezzel a fehérjével fizikai kolcsonhatasba 1épni, egyiitt pedig az
eukariota mRNS-ek 5’-végéhez hasonld strukturat felvéve a riboszomak 40S alegységéhez
csatlakozni Ggy, hogy az igy kialakult komplexet a riboszéma elényben részesitse a gazdandvény
sajat mRNS-eivel szemben. Amennyiben ez a kdlcsonhatas nem torténik meg valamelyik fehérje

crer

kapcsolat kritikus a virus életciklusanak szempontjabol (GRZELA et al., 2006).
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Az els6 fehérje (first protein/protease, P1-Pro) egy 35 kDa tomegii szerin proteaz enzim,
mely egy tripszin-szerin dipeptid kapcsolatnal katalizal autoproteolitikus hasitast a sajat C-
terminalis vége és a segitd fehérje és proteaz (helper component protease, HC-Pro) kozott. A
fehérjének nincs 1étfontossagu szerepe a virus mitkodésében, viszont a P1-Pro és a HC-Pro kozott
elhelyezkedd egyedi hasitohely fontos szerepet tolt be. A P1-Pro fehérje a potyvirus géntermékek
kozott a legkevésbé konzervalt, a fehérje N-terminalis régioja hosszaban és aminosav sorrendjében
hipervariabilis. Ezen til még nem specifikus RNS-kot6 aktivitast is mutat (VERCHOT és
virusfehérjék transzlaciojat is (MOHAMMED et al., 2013).

A HC-Pro egy kb. 52 kDa tomegii, multifunkcionalis fehérje, mely funkciokért harom
fehérje domén felel, amelyek a fehérjék funkciondlisan és strukturalisan jol elkiilonithetd
alegységei. Ezek koziil a fehérje autoproteolitikus hasitasaért a C-terminalis végen talalhatd domén
felel, amely egy glicin-glicin kapcsolatnal hasit a HC-Pro és a harmadik fehérje (third protein, P3)
kozott (KASSCHAU et al., 1997). A fehérje nevét a virus terjedésében betdltott szerepe utan
kapta, mint a levéltetlivel torténd terjedést segité géntermék (Helper Component). Ezért a
funkcioért az N-terminalis végen talalhaté domén erésen konzervalt KITC aminosav motivuma
felel (BLANC et al., 1998), segitségével a viruspartikulumok képesek a levéltetvek szajszervén
nem perzisztens modon megtapadni (REVERS és GARCIA, 2015). Az egyéb funkcidkért
vélheten a centralis elhelyezkedésii, harmadik domén felel. Ennek szerepe lehet még a virus
replikdcidjaban, a tlinetek kialakitdsdban, a poszttranszkripcids géncsendesités szupresszidjaban,
gatolja a novényi védekezorendszer mitkodését (MAIA et al., 1996), valamint szerepe van a virus
sejtrol sejtre torténd mozgasaban is (KASSCHAWU et al., 1997).

A P3 egy 50 kDa tomegti fehérje, mely az eddig legkevésbé kutatott potyvirus fehérjék
kozé tartozik, pontos biokémiai funkcidja eddig ismeretlen. Tudjuk, hogy koélcsonhatasba 1ép a
henger alaku zarvanyfehérjével (cylindrical inclusion protein, Cl) az Nla-val és a nagy sejtmagi
zarvanyfehérjével (nuclear inclusion ,,b” protein, NIb) tovabba, hogy szerepet jatszik a
replikacios folyamatokban, illetve vélhetOleg a patogenitasban €s a tiinetek kialakulasaba is. RNS
koté tulajdonsaggal nem rendelkezik (REVERS és GARCIA, 2015). Ujabb kutatasok szerint a P3
fehérje az endoplazmatikus retikulum membranjait veszi célba, amelyért a C-termindlis végén
talalhato hidrofob régio felel. Itt a Golgi-apparatussal 0Osszekottetésben alkot pontszerii
zarvanytesteket. Ezek a zarvanytestek képesek az aktin szalakon kézlekedni (CUI et al., 2010).

A potyvirusokra jellemzd nagy nyilt leolvasasi keretbdl egy nagy poliprotein képzddik, igy
a géntermékek minden esetben 1:1 aranyban keletkeznek. A P3 fehérjét kodolo részen azonban

1étrejohet egy transzlacios csuszas, ahol a leolvasasi keret +1 iranya eltolodasa altal egy tovabbi
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géntermék is keletkezhet. Ez a PIPO (pretty interesting potyviridae ORF), mely P3N-PIPO fehérje
formajaban a virusok mozgasaért felelés (CHUNG et al., 2008).

Az els6 6 kD-os fehérje (first 6K protein, 6K1) és a masodik 6 kD-os fehérje (second 6K
protein, 6K2) a legkisebb potyvirusok altal Kifejezett fehérjék, melyek a replikacios komplex
kialakitasaban vesznek részt. A 6K1 fehérjérdl kimutattak, hogy a fert6zédés korai stadiumaban
jatszik fontosabb szerepet a replikacios komplex kialakitasaban (CUI és WANG, 2016), szerepiik
lehet tovabba a tiinetek kialakitasaban (RESTREPO-HARTWIG és CARRINGTON, 1994). A
Tobacco etch virus vizsgalata soran a 6K2 fehérjérdl bebizonyitottak, hogy az eukariota sejtek
fehérjeszintézisért felelds sejtszervecskéje, az endoplazmatikus retikulum membranjdhoz kotott
(RESTREPO-HARTWIG és CARRINGTON, 1994).

A CI fehérje a potyvirusokra jellemzd szélkerék alaku zarvanyok kialakulasaért felel. A
HC-Pro fehérjéhez hasonloan ez is egy multifunkciondlis fehérje, ATPaz és RNS helikaz
aktivitassal is rendelkezik, mely tulajdonsagok az RNS replikacidhoz sziikséges keretfeltételeket
biztositjak (FERNANDEZ et al., 1997), illetve szerepe van a viruspartikulumok révid tavd,
plazmodezmakon keresztiil torténé mozgasaban (CHEN et al., 2002b). Megallapitottak, hogy a Cl
fehérjék jellemzben a plazmodezmakhoz kozel helyezkednek el, a virus kdpenyfehérjéje (coat
protein, CP) pedig képes ezekhez hozzakapcsolédni. A CI fehérje ezzel segiti a virus
plazmodezmakon keresztiil torténd atjutasait (GABRENAITE-VERKHOVSKAYA et al., 2008).
Azt is megallapitottak, hogy a CI fehérje jelenlétében a plazmodezmak kalloztartalma csokken,
ugyanakkor a CI fehérjéket a plazmodezmakon beliil nem mutattak ki (ROBERTS et al., 1998).

Az Nla ¢és az NIb a potyvirusok nuklearis zarvanyfehérjéi. Az Nla fehérje két doménra
oszthatd. Az N-termindlis domén a mar targyalt 21 kDa tomegli VPg fehérje, a masik pedig egy
27 kDa tomegili proteinaz enzim. Ez a protedz végzi a poliprotein funkciondlis fehérjékre torténd
feldarabolasat azokban az esetekben, amikor az nem autoproteolizis Utjan torténik meg
(MARTINEZ et al., 2016). Az NIb fehérje a nagyobbik nuklearis zarvanyfehérje, a citoplazmaban
betoltott funkcidja szerint RNS-fliggd RNS-polimeraz (RESTREPO et al., 1990), ezen feliil
szerepet jatszik a kiilonb6z6 virus-gazda kodlcsonhatasokban is (SHEN et al., 2020).

A CP harom domént tartalmaz, amelybdl az egyik az erésen konzervalt kdzponti (core)
régi6. Ennek feladata a virion felépitése, az RNS genom becsomagolasa, enkapszidacidja. A
potyvirus viriont nagyjabol 2000 CP alegység és az RNS genom alkotja (URCUQUI-INCHIMA,
2001). A fehérje N és C-terminalis végein elhelyezked6 domének valtozékonyabbak, mint a
kozponti régid. Az N-termindlis régio a levéltetiivel torténd atvitelben jatszik komoly szerepet, az
itt talalhat6 aszparaginsav-alanin-glicin (DAG) aminosav szekvencian végbement mutacidé a

levéltetiivel valo terjedés képességének elvesztését okozhatja (ATREYA et al., 1990). A
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potyvirusok fajszintii hatarozasa rendszerint a CP-t kddolo régio alapjan torténik, elséként ausztral
kutatok javaslatara (SHUKLA és WARD, 1989).

A fokhagymaro6l napjainkig harom potyvirus fajt irtak le, amelyek az OYDV (MELHUS
et al., 1929; HENDERSON, 1935), a LYSV (BREMER, 1937), és a mogyoréhagyma sarga
csikossaga virus (Shallot yellow stripe virus, SYSV) (1.-2. tablazat). Korabbi irodalmi forrasok
ennél tobb fajt is emlitenck. A fentiek mellett a szakirodalomban Iétezett még a Japanban leirt
Garlic mosaic virus (LEE et al., 1979; ABIKO et al., 1980), az észak-amerikai Garlic yellow stripe
virus (DE CARVALHO, 1980), az uj-zélandi Garlic yellow streak virus (MOHAMED és
YOUNG, 1981) és a japan Welsh onion yellow stripe virus is (SAKO et al., 1991). A Garlic mosaic
virus egyik japan izolatumat (ABIKO et al., 1980) késébb a szakirodalomban OYDV-G, azaz a
voroshagyma sarga torpiilés virusanak fokhagymat fert6z6 torzseként hataroztak meg (VAN
DIK, 1993b) Mas hivatkozas a LYSV szinonimajaként emliti a korabbi Garlic mosaic virus faj
megnevezést (NCBI, 2019b).

A masik japan Garlic mosaic virus izolatum (LEE et al., 1979) a ma allexivirusokként,
akkor ,atkaval terjedé virusok” gyiijténévvel illetett csoportba keriilt (VAN DIJK, 1993a). A
Welsh onion yellow stripe virus fajrol 1999-ben holland kutatok bebizonyitottak, hogy valéjaban
nem 6nallo faj, hanem az SYSV virusfaj egy térzse (VAN DER VLUGT et al., 1999). A Garlic
yellow stripe virus esetében arra sziiletett bizonyiték, hogy nem egy virusfaj, hanem valdjaban egy
viruskomplex (VAN DIJK, 1993b; FAJARDO et al., 2001). A Garlic yellow streak virus fajt a
LYSV fajhoz soroltak at (WEI et al., 2006).

3.5. A Carlavirus nemzetség, és fokhagymat fert6zo fajai

A carlavirusok a Tymovirales rend, Betaflexiviridae csaladjanak Carlavirus nemzetségébe
tartoznak. A virion kevésbé hajlékony, fonal alaku, kb. 610-700 nm hosszt és 12-15 nm atmérd;j.
A virionban talalhaté virusgenom kb. 8500 bp hosszusagu +SSRNS, amely 6 nyilt leolvasasi
kerettel rendelkezik (2. abra) (KING et al., 2011).

Potato virus M, PVM (8,533 nts) TGB
-
25K 7K 11K
, 223K [ [ ns .
5m’G A(n) 3'OH
| Mtr  AKB  P-Pro  Hel RiRp | [ ] [CP]
12K 34K

2. dbra: A carlavirusok genomszervezédése a burgonya M virus példajan (KING et al., 2011)

A carlavirusok 5°- és 3’-végiikon révid, nem transzlalodo régioval (untranslated region,

UTR) rendelkeznek, amelyeknek tobbek kozott a riboszomahoz torténd kotédésben és a
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transzlacio elinditasdban van nagy szerepiik (JACKSON, 1993). Az ORF1 altal kédolt polipeptid
a virus replikdz enzime, amely metiltranszferaz, papain-szeri proteaz, helikaz és RNS-fiiggd RNS-
polimeraz doméneket tartalmaz.

M¢érete a burgonya M virus (Potato virus M) példafaj esetében 223 kDa tomegii. Az ORF2,
3 és 4 kodoljak a harom génblokk (triple gene block, TGB) fehérjéket, amelyek a virus mozgasaért
feleldsek. Méretiik 25, 12 és 7 kDa.

Az ORFS5 régi6 kodolja a 34 kDa tomegti CP-t. Az ORF6 régi6 egy ciszteinben gazdag
nukleinsav k6t6 (nuclein acid binding, NB), 11-16 kDa tomegi fehérjét kodol, melynek funkcidja
kordbban ismeretlen volt, de valoszinlsitették, hogy a virus levéltetii vektorokkal torténd
terjedésében, a géncsendesitésben, vagy a genomi RNS replikaciojaban van szerepe (KING et al.,
2011). Orosz kutatok a krizantém B virus (Chrysanthemum virus B) vizsgalata soran
megallapitottak azonban, hogy az itt képz6d6 p12, vagy cink-ujj (zinc-finger) fehérje a sejtmagba
transzlokalodik, majd a kromatinnal és ndvényi promoterekkel kapcsolatba 1épve eukaridta
transzkripcids faktorként viselkedik. Ezzel bizonyitottdk, hogy egyes pozitiv értelmii virusok
képesek a gazdaszervezet transzkripcidjat eukariota transzkripciés faktorok utjan szabalyozni, és
szamara kedvez6 kornyezetet teremteni (LUKHOVITSKAYA et al., 2009; LUKHOVITSKAYA
etal., 2013a; LUKHOVITSKAYA et al., 2013b). A genom poliadenilalt véggel (poly-A tail) zarul.

A Betaflexiviridae csaladon beliil a nemzetségek elkiilonitése az eltéré genomi felépitésen
¢s a virus terjedésének eltérdé modjain alapszik, de vizsgaljadk a nukleotid és az aminosav sorrendek
azonossagat is, mely a nemzetségek kozott altalaban 45% alatti. A Carlavirus nemzetség fajait
szintén a gazdanovénykor alapjan kiilonitik el tovabba, hogy a kiillonb6z6 fajok kozott nem
alakulhat ki keresztvédettség. A CP-t és a polimerazt kodolo régidban a kiillonbdzo fajok nukleotid
sorrendjének az azonossag 72% alatti, aminosav szinten pedig 80% alatti azonossagot mutatnak
(KING et al., 2011).

A fokhagymat négy carlavirus faj fert6zi, melyek a GCLV, a SLV és a szegfii latens virus
(Carnation latent virus, CLV) (1.-2. tablazat). Utobbi egyébként a nemzetség névado faja is
(KATIS et al., 2012). A legfrissebb kutatasi eredmények alapjan egy negyedik virusfaj 1étezésére
is fény deriilhet, melyet Garlic yellow mosaic-associated virus néven neveztek el és egy lehetséges
Betaflexiviridae faj. Napjainkig sem a faj pontos besorolasa, sem a létezésének hiteles bizonyitasa
nem tortént meg (DA SILVA et al., 2019).

Fenti virusok kozott gazdasagi jelentdséggel a GCLV és a SLV bir (KLUKACKOVA et
al., 2007). A carlavirusok jellemzdje, hogy képesek mechanikai uton terjedni, illetve a legtobb faj
nem-perzisztens modon, levéltetiivektorokkal is terjedhet (KING et al., 2011), azonban
feltételezhet6en kevésbé hatékonyan, mint a potyvirusok (FAYAD-ANDRE et al., 2011). Egyes
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fajok képesek tovabba dohanymolytetti (Bemisia tabaci) vektorral is terjedni (BELAY et al.,
2012).

A GLV leirasara eldszor Japanban kertilt sor (LEE et al., 1979). Késébb francia kutatok is
kimutattak (DELECOLLE és LOT, 1981), majd Németorszagban is leirtdk a fajt (GRAICHEN és
LEISTNER, 1987), azonban ezek a japan izolatummal nem mutattak rokonsagot. Kideriilt, hogy
a német ¢és francia izolatumokat tévesen soroltak a GLV fajba, igy azokat 0ij fajba soroltak (VAN
DUK, 1993a) és megkapta a GCLV nevet, amely mai ismereteink szerint kb. 8600 bp hosszusagi
(KUDELKOVA et al., 2016), széleskoriien elterjedt (2. tablazat), de jellemzden csak Allium
fajokat fert6z6 virusfaj (WARD et al., 2009). Elsé leirasaként a szakirodalom a francia publikaciot
emliti (VAN DK, 1993a; KATIS et al., 2012), tovabba a két fajbdl csak utdbbi szerepel az ICTV
adatbazisaban is. Ennek az az oka, hogy az eredeti japan GLV izolatumot a kozeli szerologiai
rokonsag alapjan késébb a holland kutatok altal leirt SLV faj (BOS et al., 1978) fokhagymat
fert6z6, SLV-G torzseként azonositottak (VAN DIJK, 1993b; VAN DIJK, 1993a; KATIS et al.,
2012). Végiil, ahogy a nukleotid szekvenciaadatok is elérhetdové valtak a kutatok szamara,
megallapitottak, hogy a GLV és a SLV egy és ugyanazon virusfaj (TSUNEYOSHI et al., 1998),
ennek ellenére egyes kutatok még mindig hasznaljak a GLV elnevezést is (SONG et al., 2002). A
mai ismereteink szerint az SLV kb. 8300 bp hossza, jellemzéen Azsidban és Eurdpaban
megtalalhato (2. tablazat) virusfaj, amely a GCLV fajhoz hasonldan leginkabb az Allium fajokat
fertézi (1. tablazat).

Magyarorszagon 1992-ben Regés irta le elészor az SLV és a GLV fajt (REGOS, 1992). Ez
a leiras egy évvel megel6zi a Van Dijk-féle 1993-as névvaltoztatasi javaslatot, melyben a Garlic
latent virus fajnév kivezetését javasolta ¢és az addig a fajba tartozo6 izolatumokat az SL V-G, valamit
a GCLV fajokba soroltak at (VAN DK, 1993b; VAN DIJK, 1993a). A Regds altal azonositott
GLV étsorolasardl nem all rendelkezésre ismételt vizsgalat és szakirodalmi forras, igy az akkor
leirt GLV izolatumrdl nem tudhatjuk, hogy az akkori Gj nomenklatara szerinti SLV-G, kés6bbi
SLV fajba vagy a GCLV fajba tartozhat-e. Emiatt nem tekinthet6 egyértelmiien a GCLV elso
magyarorszagi emlitésének, ugyanakkor a térbeli és id6beli atfedések miatt valdszintisithetd, hogy
az francia és a német mintdhoz hasonléan GCLV virusfaj els6 magyarorszagi azonositasarol

lehetett szo.
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3.6. Az Allexivirus nemzetség, és fokhagymat fert6zo fajai

Az allexivirusok a Tymovirales rend, Alphaflexiviridae csaladjanak Allexivirus
nemzetségébe tartoznak, mely nemzetség ratifikacidja 1999-ben tortént meg (PRINGLE, 1999).
A vékony, flexibilis szerkezetli, nagyjabol 800 nm hosszu és 12 nm atmér6jii virion kb. 9000 bp
hosszusagu +sSSRNA genomot tartalmaz. A genomi RNS 6 nagy méretii ORF régiobol all (3. abra)
(KING et al., 2011).

Shallot virus X, ShVX (8,890 nts)

ORF1 ORF3 ORF6
Polymerase 11K

[28K| | 42K ||
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3. dbra: A mogyorohagyma X allexivirus faj genomidlis felépitése (KING et al., 2011)

Az 5’-véghez kozel esé ORF1 régio ~195 kDa tomegii replikaz enzimet kodol (KING et
al., 2011), amely magaban foglalja a metiltranszferaz (MET), az RNS-fiiggé RNS-polimeraz és az
NTPaz/helikaz konzervalt doménjeit (4. abra) (ADAMS et al., 2004). A mogyorohagyma X virus
(Shallot virus X, ShVX) allexivirus faj replikazt kodolo régidja, a nemzetség tobbi fajatol eltéréen,
oxidativ demetilaz domént is tartalmaz (ARKHIPOV et al., 2013).

TGBI p42
| | ] CRP
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4. dabra: A ShVX virus genomidlis felépitése (ARKHIPOV et al., 2013)

Ezt harom kisebb molekulatomegii fehérjéket kodolé ORF koveti, az ORF2, 3 és 4. Az
ORF2 éltal kodolt 26 kDa tomegl fehérje és az ORF3 altal kodolt 11 kDa tomegi fehérje a TGB
régio elso két fehérjéjére (TGB1, TGB2) hasonlit (KING et al., 2011). Itt helyezkedik még el egy
7-8 kDa tomegti fehérjét kodolo szekvencia, amely azonban nem tartalmazza az AUG start kodont,

ami a fehérjék els6, metionin aminosavat meghatarozo triplet.
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Ugyanakkor ez a lehetséges TGB3 gén minden allexivirus fajban megtalalhato, konzervalt
genetikai elem. Az AUG start kodon hianya emiatt arra enged kovetkeztetni, hogy a TGB3 gén

kifejezddése a szokasostol eltérd transzlacio iniciacidés mechanizmus révén megy végbe. Orosz

valosziniileg elindité kodont (5. abra), amely alighanem kevésbé hatékony, mint az AUG kodon,
ezzel szabalyozva a TGB3 szintézisének mértékét (LEZZHOV et al., 2015).

Replicase TGB1 TGB2 p42 CP cys

1 ' _—

5. dbra: Lehetséges TGB3 gén genomidlis elhelyezkedése a virusgenomon (LEZZHOV et al., 2015)

Az ORF4-16] egy 43 kDa tomegii fehérje keletkezik, amely egyetlen mas virusgenomon
kodolt fehérjével sem mutat homologiat és vélheten a virion dsszeszerelésében vesz részt. Egyes
forrasok p42 fehérjeként hivatkoznak ra (4.-5. abra). Az ORF5 a 28 kDa tomegii CP-t kodolo gén
(KING et al., 2011). Az ORF6, amely a genom 3’-végen helyezkedik el, egy 15 kDa tomeg,
ciszteinben gazdag proteint kodol. Ez a fehérje hasonlé a carlavirusokban megtalalhaté NB
fehérjéhez, valosziniileg a gazdandvény génszabalyozasaban jatszik kozre (SENSHU et al., 2011;
ARKHIPOV et al., 2013). A virusgenom végiil egy poliadenilalt véggel zarul (SUMI et al., 1993).

Az Alphafexiviridae csaladba tartozo fajok elkiilonitésére hasznalt rendszer szerint
allexivirusnak kategorizalhaté az a virus, amely az alabbi feltételeknek megfelel: kb. 800 nm-es
virionnal rendelkezik, a genomon 6 ORF talalhato, a replikacios fehérje 170-195 kDa tomegii, a
CP 26-29 kDa tomegl, gazdaszervezetei novények. Az Allexivirus nemzetségbe tartozé fajok
egymastol vald elkiilonitésére hasznalt rendszer szerint a polimeraz enzimet és a CP-t kddolo
régiot tekintve a kiilonb6z6 fajok nukleotid szinten 72% alatti, vagy aminosav szinten 80% alatti
azonossagot mutatnak egymassal, valamint az egyes fajok mas-mas antitestekkel 1épnek reakcioba
(KING et al., 2011).

Az allexivirusok kutatasanak torténete szakirodalmi szempontbol nehezen kdvethetd, mert
rendszertani besorolasuk és a fajok nevei is sokszor valtoztak. Az Allexivirus nemzetség 1999-es
ratifikaciojaig a ma ide tartozo fajokat besoroltak, mint egyszeri carlavirusok (LIN et al., 1979),
atkaval terjedé potyvirusok (VAN DIK et al., 1991), a carlavirusok és potexvirusok kozotti
atmenet (KANYUKA et al, 1992), jellemezték még hosszukban a potyvirusokra,
hajlékonysagukban azonban a Closterovirusokra hasonlit6 fajokként is (BARG et al., 1993), végiil
megerdsitetlen (unassigned) GarV-tipusu virusnak is kategorizaltak ezeket (SUMI et al., 1999).

Szamos olyan virusfaj neve is emlitésre keriil a ma allexivirusokként meghatarozott

nemzetség kapcsan, amelyeket egy ponttdl nem hasznal tovabb a szakirodalom, azonban arr6l nem
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kozolnek informéciot, hogy megsziintették-e, vagy esetleg valamelyik masik fajba soroltdk at
ezeket a fajokat.

Az Onion mite-borne latent virus (OMbLV) és a Shallot mite-borne latent virus
(ShMbLV), habar a szerologiai vizsgalatok soran kozeli rokonsagot mutatott az elséként leirt,
orosz ShVX mintaval (KANYUKA et al.,, 1992; VISHNICHENKO et al., 1993), ezzel
kapcsolatban minddssze annyi megallapitast tesznek a kutatok, hogy a fenti két virus biztosan nem
a potyvirusok kozé tartozik (BARG et al., 1993). Masik forras szerint a ShMbLV egy mindmaig
megerdsitetlen allexivirus (NCBI, 2019d). Megint mas forras szerint az OMbLV -t és a ShMbLV-
t atsoroltak a ShVX fajba (MANSOURI és RYSANEK, 2021).

Emlitésre kerlilnek még olyan fajok is mint a Russian onion mosaic virus (GALOCHKINA
¢s IVASHCHENKO, 1981), a Philippine garlic mosaic virus (AHMED és BENIGNO, 1984), a
Japanese garlic mosaic virus (LEE et al., 1979), melyekr6l szintén dokumentaltak, hogy
atkavektorral terjedd, fondl alaki virusok, azonban ezeknek a neveknek a haszndlatit a
szakirodalom id6ével elhagyta, kategorizalasuk nem tortént meg (VAN DIJK et al., 1991; VAN
DK, 1993b). A szakirodalmi rendezetlenségre valo tekintettel a tovabbiakban csak az ICTV altal
elismert fajokat ismertetem.

Fokhagymarol napjainkig 8 allexivirus fajt irtak le, melyek a fokhagyma A virus (Garlic
virus A, GarV-A), a fokhagyma B virus (Garlic virus B, GarV-B), a fokhagyma D virus
(Garlic virus D, GarV-D), a fokhagyma E virus (Garlic virus E, GarV-E), a fokhagyma X
virus (Garlic virus X, GarV-X), tovabba a GarV-C, a ShVX és a GarMbFV (CELLI et al.,
2018). A fokhagymat fert6z6 valamennyi virusfaj kozos jellemzéje, hogy vektoruk a hagyma-
levélatka (Aceria tulipae) (KANG et al., 2007), terjednek tovabba novényi szovetnedvvel, de nem
terjednek levéltetii vektorok utjan (KING et al., 2011).

1992-ben orosz kutatok Mongo6lidbdl szarmaz6 mogyorohagyma és vordshagyma mintak
OYDV fert6zottségét vizsgaltak, amikor egy, a Potyvirus nemzetségre jellemzo, fonal alaku
partikulummal rendelkezd, de azzal szeroldgiai rokonsagot nem mutatd virust azonositottak. Az
ujonnan kimutatott virust Shallot virus X néven nevezték el (VISHNICHENKO et al., 1993). A
virus nukleotid szekvenciaadatainak vizsgalata soran arra jutottak, hogy a virus a carlavirusokkal
és a potexvirusokkal mutatja a legnagyobb genetikai azonossagot, azonban evolticios szempontbol
a ketté kozott van, tehat nem sorolhatdé be egyikbe sem (KANYUKA et al., 1992). Az els6
azonositott allexivirusként az Allexivirus nemzetség tipusfaja lett annak 1999-es ratifikacidjakor
(PRINGLE, 1999).

1993-ban kutatok japan fokhagyma novényeket vizsgaltak. A benniik azonositott virusokat
az elektronmikroszkopos vizsgalat alapjan palcika alaki, hajlékony virusokként, mig a genomi

RNS alapjan poliadenilalt véggel rendelkezd, CP régiojuk nukleotid sorrendjében leginkabb a
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carlavirusokra és a potexvirusokra hasonlito virusfajokként jellemeztek. A nukleotid szekvencidk
alapjan négy reprezentativ és fiiggetlen cDNS klont hoztak 1étre, melyeknek nukleotid sorrend;jét
Sanger-féle didezoxi-szekvenalassal hataroztak meg. Az altaluk 1étrehozott cDNS konyvtar négy
fliggetlen klonjat GV-A, GV-B, GV-C és GV-D néven nevezték el (SUMI et al., 1993). Az 1996-
ban, japanban leirt Garlic mite-borne mosaic virus néven nevezett fajt (YAMASHITA et al.,
1996), késobb a Sumi és munkatarsai (1993) altal mar leirt GarV-C fajba soroltak at (NCBI,
2019a). Szintén 1996-ban irta le egy orosz kutatocsapat a Mite-borne filamentous virus fajt
(RYABOQV et al., 1996), amelyet utobb a GarV-D eurdpai izolatumaként azonositottak. 1997-ben
japan kutatok fokhagyma névényen irtak le el6szor a GarV-X fajt (SONG et al., 1997), melynek
egy évvel kés6bb mar a teljes nukleotid szekvencidjat is meghataroztak. Az ORF-ek vizsgalata
alapjan megallapitottak, hogy a 8106 bp hosszli genommal rendelkez6 Gj faj az ShV X fajjal mutat
rokonsagot, igy a GarV tipusu virusok koz¢ soroltak (SONG et al., 1998), noha frissebb kutatasi
eredmények azt sugalljak, hogy a GarV-X és a GarV-B val6jaban ugyanazon virusfaj két eltérd
izolatuma lehet (CELLI et al., 2018).

A GarV-A és GarV-C teljes nukleotid szekvenciajat 1999-ben irtak le, ekkor 8660 és 8415
bp hosszasagh virusokként hataroztak meg ezeket (SUMI et al., 1999).

2001-ben kinai kutatok Csdcsian tartomanybol szarmazo6 fokhagymamintakat vizsgaltak.
Céljuk a mintdk carlavirus, potyvirus és allexivirus fert6zottségének meghatarozasa volt.
Vizsgalatuk soran két allexivirusfaj jelenlétét mutattak ki, melyek koziil az egyik a mar ismert
GarV-X faj volt. A masik egy 8451 bp hossza virus volt, amelyet a filogenetikai vizsgalatok,
illetve a virusfehérjék €s a nemzetségre jellemzd konzervalt régiok alapjan egy eddig ismeretlen
allexivirus fajként dokumentaltak. Az izolatumot a tovabbi vizsgalatok idejére Garlic virus E
néven nevezték el (CHEN és CHEN, 2002). Tovabbi kutatasukbdl kideriilt, hogy a virusgenom
nukleotid sorrendje, ugyan hasonlitott mas allexivirus fajokéra, de ez az egyezOség minddssze
62,8-64,8%-0s volt. A kodolt fehérjék aminosav sorrendjében 40,4-79,7%-0s egyezOséget
aminosav sorrendjével Osszehasonlitva is minddssze 63,9-79,8%-0s egyezést mértek. Végiil
filogenetikai vizsgalatokat is végeztek. A filogenetikai torzsfan a GarV-E izolatum megbizhatéan
elkiiloniilt a tobbi rokon fajtol. Ezzel végsé megerdsitést nyert az 01 allexivirus faj 1étezése (CHEN
¢s CHEN, 2002).

Lengyel kutatok a faj alacsony genetikai diverzitasar6l szamoltak be, ugyanakkor
hozzatették, hogy az allexivirusok evolucidés mechanizmusai még nagy mértékben feltaratlanok
(BEREDA et al., 2015). Legkevesebb informaci6o a GarMbFV esetében all rendelkezésiinkre.
Egyes forrasok szerint brazil kutatok irtak le elészor (MELO et al., 2004), masok szerint elsd
leirasara korabban, Argentinaban keriilt sor (HELGUERA et al., 1997), pontosan azonban nem
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hatadrozhaté meg az els6 emlités a szakirodalmi kovetkezetlenségek miatt. Noha az ICTV ma
6nallo virusfajként fogadja el a GarMbFV fajt (KING et al., 2011), egyes forrasok felvetik, hogy
a faj bizonyos izolatumai inkabb mas virusfajokkal mutatnak genetikai azonossagot, igy pl. az
NCBI-on Japanese garlic virus néven jegyzett, de az ICTV 7. riportjaban (FAUQUET et al., 2005)
a GarMbFV fajba sorolt, L38892 NCBI egyedi azonositoval ellatott izolatum valdjaban a GarV-
D virusfajjal mutat nagyfoku genetikai azonossagot, mig az X98991 NCBI azonositoju GarMbFV
izolatum inkabb a GarV-A fajhoz tartozhat (CHEN et al., 2001a).

Valamennyi virus elterjedési teriiletét és ismert gazdanovénykorét a 2. tablazat részletezi.
A felsorolt allexivirus fajok kozos jellemz6je, hogy a Kkis szamu gazdanévényben, jellemzden csak
alacsony koncentracioban talalhatok meg. Ez neheziti a virus tisztitasat és az azonositashoz
szilikséges specifikus antiszérum elkészitését is (ALVES et al., 2008).

A kozelmultban kinai kutatok tobb lehetséges 1j, fokhagymat fert6z6 allexivirus faj
szekvenciaadatait toltotték fel az NCBI adatbazisaba. Ezek a Garlic virus F (MN059330.1), a
Garlic virus G (MN059331.1), a Garlic virus H (MN059332.1) a Garlic virus | (MN059334.1) és
a Garlic yellow virus (MN059396.1). A filogenetikai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a Garlic virus
F, G és I a GarV-B-vel mutatnak kozeli rokonsagot, mig a Garlic virus H a GarV-X-szel. A
Garlic yellow virus esetében nem allt rendelkezésre megfeleld mennyiségii szekvenciaadat a
filogenetikai vizsgalatokhoz. Fenti, lehetséges 0j virusfajok tovabbi kutatasa sziikséges, jelenleg
az ismereteink hianyosak, tovabba ezeket a fajokat az ICTV adatbazisa sem jegyzi kiilonallo
fajként (MANSOURI és RYSANEK, 2021).

Az allexivirusok kozott sokaig csak a hagymaféléket fert6z6 fajok voltak ismertek, az
elmult években azonban a nemzetség virusfajainak gazdandvénykore uj kutatasi eredményekkel
gyarapodott. Elsdként a ShVX ismert gazdandvénykore boviilt a cukorrépa (Beta vulgaris) fajjal
(VISHNICHENKO és ZAVRIEV, 2001).

A foldiszeder E virust (Blackberry E virus), amelyet sokaig a szeder nemzetség (Rubus)
érsargulasat okozo betegségkomplex rendszertani szempontbdl kategorizalatlan virusfajaként
tartottak szamon (MARTIN et al., 2013), késobb az allexivirusok kozé soroltak at
(SABANADZOVIC et al., 2011).

2012-ben a GarV-D faj gazdanovénykore is 1) taggal béviilt. Torok kutatok a
tengerihagymaban (Urginea maritima) mutattak ki a GarV-D virust. A faj magyar nevével
ellentétben nem hagymaféle, rokonai a csillagviragformajiak (Scilloideae) alcsaladjaba tartozo
jacint fajok (FIDAN et al., 2012).

Kolumbiaban foldimogyorén azonositottak egy allexivirus fajt, amelyet ma mar pintoi
mogyoré virus (Arachis pintoi virus) néven ismeriink (SANCHEZ et al., 2016). Amerikai kutatok

szudani lucernamintabol mutattak ki a lucerna S virus (Alfalfa virus S) néven elnevezett Uj
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Allexivirus fajt (NEMCHINOQV et al., 2017). Ugyanezen évben vanilia novénybdl mutattak ki két,
az Alphaflexiviridae csaladba tartozo virusfajt, amelyek koziil az egyik a filogenetikai torzsfan
allexivirus izolatumokkal mutatta a legnagyobb genetikai azonossagot. A vanilia rejtett virus
(Vanilla latent virus) néven elnevezett korokozoé a kutatok allitasa szerint mechanikai uton terjed
a vanilia novények kozott, szemmel lathato tiineteket a névényeken nem okoz (GRISONI et al.,
2017).

A kasszia enyhe mozaik virust (Cassia mild mosaic virus) sokaig carlavirusként
kategorizaltak, késébb megerésitették, hogy egy allexivirusrol lehet sz6 (BESERRA et al., 2011).
A kozelmultban friss kutatasok gyarapitottak a fajrol valé ismereteinket (ALVES et al., 2020), a
virust egy szenna fajrol (Senna rizzinii) irtak le. Jelenleg pedig Senna severe yellow mosaic virus
néven szerepel az ICTV adatbazisaban, noha az NCBI ezt a Cassia mild mosaic virus név
szinonimjaiként kezeli (NCBI, 2020).

3.7. A fokhagymat fert6zo virusok termésmennyiségre gyakorolt hatasa

A fokhagymat fert6zd virusok kutatasanak gyakorlati értéke a megbetegedések okozta
termésveszteség mérhetdségében mutatkozik meg, mely témaval szamos kutatd foglalkozott az
elmult 30 évben. Brazil kutatok a LYSV virusfaj *Californian Early’ fokhagymafajtan kifejtett
hatasat vizsgaltdk. A két egymast kovetd évben atlagosan 13%-os fejtomeg csokkenést
tapasztaltak (CARVALHO et al., 1981).

Argentindban a ’Rosado Paraguayo’ fajta vizsgalata sordn azt talaltak, hogy az OYDV
egyedi fertézése 24-39% fejtomeg veszteséggel jar (CANAVELLI et al., 1998) mig a ’Blanco-
IFFIVE’ fajta esetében ez 47-68% is lehet. Komplex virusfertézés esetén a "Rosado Paraguayo’
fajta esetében a fejtomeg veszteség 43-53%-ra, a ’Blanco-IFFIVE’ esetében pedig 41-78%-ra
modosul (CONCI et al., 2005).

Francia kutaték az OYDV és a LYSV potyvirus fajok hatasat vizsgaltak a "Messidrome’,
a ’Germidour’ és a ’Printanor’ fokhagymafajtakra. Vizsgalataikban gy talaltak, hogy a LYSV
egyedi fertézésekor a "Messidrome’ fajta esetén 17,2%-kal, a *’Germidour’ fajtanal 26,5%-kal, a
"Printanor’ fajta esetében pedig 54%-kal csokkent a fokhagymafejek atlagos tomege. Az OYDV
fertdzése ennél sulyosabb veszteségeket okozott, a "Messidrome’ fajtanal 59%, a ’Germidour’
fajtanal 39,7%, a ’Printanor’ fajtanal pedig 57% volt az atlagos fejtdmeg veszteség. A
legkomolyabb kérokat ebben az esetben is a komplex fertézés okozta, a "Messidrome’ fajtanal
64,8%-kal, a *Germidour’ fajtanal 60,2%-kal, a ’Printanor’ fajtanal pedig 77,8%-kal csokkent a
fokhagymafejek atlagos tomege. Emellett az alszar és a levelek hosszanak csokkenését is

kimutattak a virusmentes kontroll névényekhez képest (LOT et al., 1998).
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Argentindban 6téves kisérletsorozatban vizsgaltak a virusos leromlds Osszetett hatdsait
’Blanco-IFFIVE’ fokhagymafajtan. A kisérlet els¢ évében virusmentes fokhagymagerezdeket
tiltettek, ezeket minden évben kiértékelték majd visszaiiltettek. Kisérletiikben a termesztési
koriilmények hatasara bekovetkezo természetes megfert6zodés gyorsasagat és hatékonysagat, az
okozott termésveszteség mértékét és a fert6ézott példanyok visszaiiltetésekbol eredd fejtomeg- és
fejatmérd csokkenést vizsgaltak. Az OYDV virusfajt mar akar az els6 éves kiértékelés soran is, a
LYSV fajt pedig a masodik éves kiértékeléstdl a vizsgalt alloméany 100%-aban képesek voltak
kimutatni. A GarV-A virusfajt atlagosan a kisérleti névények 7,5%-aban mutattak ki az elsd
kisérleti év kiértékelése soran, 18%-aban pedig az oOtddik kisérleti év kiértékelésekor. A
virusmentes ndvényekkel minden évben szignifikansan magasabb terménykihozatalt értek el, mint
a fert6zott példanyokkal, a visszaiiltetett gerezdek pedig évrdl évre rosszabb eredményt nyujtottak.
A viruskomplexszel mesterségesen fertdzott novényekhez képest az elsé éves virusmentes
novények fejtomege 66-216%-kal, a fejatmérd pedig 13-51%-kal volt nagyobb, mig a negyedik
évi visszaiiltetésben ez a kiillonbség 49%-ra csokkent a fejtomeg, 16%-ra a fejatméro tekintetében
(CONCI et al., 2003).

Az allexivirusok terméskiesésre gyakorolt hatasanak 4tfogobb vizsgalatara eldszor szintén
Argentinaban keriilt sor. A kutatok a GarV-A és a GarV-C fajokkal fert6ztek mesterségesen
’Morado-INTA’ ¢és ’Blanco-IFFIVE’ fajtaji fokhagyma novényeket. Pozitiv kontrollként
potyvirusokkal, carlavirusokkal és allexivirusokkal is fert6zott szovetnedvvel mesterségesen
fertdztek virusmentes novényeket, tovabba virusmentes, negativ kontrollt is hasznaltak.

A két egymast kovetd évben végzett kisérletet levéltetvek ellen védo vektorhaloval fedett,
¢és szabadfoldi koriilmények kozott is elvégezték. A GarV-A virusfaj a ’Blanco-IFFIVE’ fajtan
32% ¢és 14% fejtomeg csokkenést, tovabba 11% ¢és 6% fejatmérd csokkenést okozott vektoroktol
elzart koriilmények kozott. Szabadfoldi koriilmények kozott a fejtomeg 25% és 17%-kal csokkent
a két egymast kovetd évben, a fejatmérd pedig 10% és 7%-kal csokkent.

Ugyanezen a fokhagymafajtan a GarV-C virusfaj 15% ¢és 5% fejtomegcesokkenést,
valamint 10% és 5% fejatmér6esokkenést okozott vektormentes kornyezetben. Szabadfoldi
korlilmények kozott az elsé évben a GarV-C virusfajjal mesterségesen fertdzott, és a negativ
kontroll novények kozott szignifikdns eltérés nem mutatkozott, a masodik évben a
fejtomegesokkenés 9%-os, a fejatmérdcsokkenés pedig 4%-os volt. A pozitiv kontrollként
felhasznalt, viruskomplexszel fert6zott novényeken a fertdézés atlagosan koriilbelill 61%-0s
fejtomegcsokkenést és 30%-os fejatmérdcsokkenést eredményezett a ’Blanco-IFFIVE’ fajtan.

A GarV-A virusfaj vektormentes koriilmények kozott 25% és 14% fejtomegesokkenést,
valamint 11% és 7% fejatmérdcsokkenést eredményezett a ’Morado-INTA’ fokhagymafajtan.

Szabadfoldi koriilmények kozott a fejtomegesokkenés 27% és 31%-ra, a fejatmérdcsokkenés
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pedig 8% és 10%-ra emelkedett. A GarV-A virussal torténé mesterséges fert6zés okozta
hozamveszteség nem tért el szignifikansan a viruskomplexet tartalmazoé pozitiv kontrolltol. A
GarV-C virusfaj a "Morado-INTA’ fokhagymafajtan sem vektormentes koriilmények kozott, sem
szabadfoldon nem okozott a negativ kontrolltél szignifikansan eltérd hozamveszteséget
(CAFRUNE et al., 2006).

Brazil kutatok az > Amarante’ fokhagymafajtat vizsgaltak haroméves kisérletiikben. Ekkor
azt talaltdk, hogy a novények 47%-a fert6z6dott meg a fokhagymat fert6z6 virusok
valamelyikével, illetve hogy a harmadik év végén mért terméseredmény 27%-kal maradt el az elsé
évestdl (TANABE, 1999).

Késobb hatéves kisérletsorozatban vizsgaltak tovabb az ’Amarante’ fokhagymafajta
virusos leromlasat altalanos termesztési koriilmények kozott. Az elsé éves novények magassaga
atlagosan 52,19 cm, a fokhagymafejek atlagos tomege 17,22 g a hektaronkénti terménykihozatal
pedig 10,74 t/ha volt, mig a hetedik évi kiértékeléskor az atlagos magassag 42,58 cm-re, a
fokhagymafejek atlagos tomege 13,23 g-ra, a hektaronkénti terménykihozatal pedig 4,93 t/ha-ra,
vagyis kevesebb, mint felére csokkent. Kutatasukban a terményveszteséget a fokhagyma
allomanyban felmért levélteti fajok vektortevékenysége és az uralkodo szélirany 0sszefiiggésében
is vizsgaltak, azonban e tekintetben nem talaltak kapcsolatot (MELO et al., 2006).

Argentinaban a fokhagymat fert6z6 virusok széles korének hatasait vizsgaltak a ’Blanco-
IFFIVE’ fajtan. Vizsgalatukban a mintdkat mesterségesen fertézték OYDV, LYSV, GCLV,
GarV-A és GarV-C fajokat tartalmazo viruskomplexszel, illetve az egyes mintakat a LYSV fajjal
egyedileg is. A vizsgalatokat két egymast kdvetd évben, szabadfoldi koriilmények kozott és
vektorhaloval elkiilonitett dllomanyon is elvégezték. A szabadfoldon vizsgalt, virusmentesen
telepitett kontroll novények 100%-a fert6z6dott meg az OYDV fajjal az elsé évben, ujboli
telepitést kovetden 65%-a a masodik évben. A LYSV fajjal az elsé évben a vizsgalt ndvények
68%-a, a masodik évben pedig a 15%-a valt fert6zotté.

A GarV-A fert6z6dés 96-97%-0s volt azokon a szabadfoldi kisérletben vizsgalt
novényeken, melyeket el6zetesen LYSV izolatummal mesterségesen fertdztek, mig virusmentes
allapotban telepitett kontrollbol csak 12-68%-ban mutattak ki. Ebb6l az eredménybdl a kutatok
valamilyen fennallo szinergista hatast feltételeznek a két virusfaj kozott. A LYSV virus egyedi
fertdzését nem talaltak jelentdsnek a virusmentes kontrollhoz képest. A viruskomplexszel fert6zott
novények eredménye azonban 38-65%-ban elmaradt a virusmentes kontrolltol a fokhagymafej
tomegének tekintetében (LUNELLO et al., 2007).

Egy masik kisérletben az Allexivirus nemzetség tagjaival végeztek mesterséges fertdzést.
A ’Blanco-IFFIVE’ fajtaju fokhagyma novényekbdl négy csoportot alkottak. Az els6 csoportot a
virusmentes kontroll, a masodikat a GarV-A-val, a harmadikat a GarV-C-vel, a negyediket pedig
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egy viruskomplexszel fertdzott csoport alkotta. A vizsgalat négy évig folyt, a kiértékelt mintakat
minden évben visszaiiltették. Az els6 kisérleti évben a virusmentes novények 137%-kal, a GarV-
A-val fertozottek 96%-kal, a GarV-C-vel fert6zottek pedig 116%-kal teljesitettek jobban, mint a
viruskomplexszel kezelt ndvények. A visszatiltetések kovetkeztében a negyedik évre azonban nem
maradt szignifikans kiilonbség a négy kiilonboz6 kezelés kozott (PEROTTO et al., 2010).

Ezek alapjan megéllapithato, hogy a fokhagymat fert6z6 fontosabb virusfajok komoly
gazdasagi kart képesek okozni, illetve a legnagyobb termésveszteséget a komplex fertézések
okozzak az egyedi fertézésekkel szemben (CONCI et al., 2003). Az eredmények tovabba arra is
kovetkeztetni engednek, hogy a viruskomplex kialakulasa sordn a kiilonb6zé nemzetségekbe
tartozo fajok nemcsak a termésveszteség terén erdsithetik egymas hatasat, de a mar fertdzott
novények konnyebben fertézédhetnek tovabbi jelentds virusfajokkal (LUNELLO et al., 2007).

Lathatjuk még, hogy a termésveszteség mértéke jelentdsen eltérhet az egyes vizsgalt
fokhagymafajtak esetében (LOT et al., 1998), illetve hogy a fert6zott gerezdek visszaiiltetése évrol
évre rontja a potencialis terménykihozatalt (CONCI et al., 2003; PEROTTO et al., 2014).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Vizsgalatok helye

Kutatdsomat a Szent Istvan Egyetem, Kertészettudomanyi Kar, N&vénykortani
Tanszékének (jogutod: Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem, Novényvédelmi Intézet, Budai
Campus, Novénykortani Tanszék) laboratoriumaban és annak iiveghazaban végeztem (6. abra). A
tisztitott virus izolatumok nukleotid szekvencidinak meghatarozasahoz a Hollandidban miikodé

BaseClear cég Barcode Sequencing szolgaltatasat vettiik igénybe.

6. abra: Egészséges (balra) és tiinetes (jobbra) névények a tanszéki iiveghazban
4.2. Vizsgalatok anyaga és modszere

A gylijtott mintak Kindbol, Romanidbol, Magyarorszagrol, Ausztriabol, Csehorszagbol,
Franciaorszagbdl, Portugaliabol, Hollandiabol és Spanyolorszagbol szarmaztak. A magyarorszagi
mintainkat Hajdunanas, Pusztaottlaka, Makd, Ferencszallas, Baja, Kalocsa, Tata, Jaszjakoéhalma,
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7. abra: A mintagyiijtés magyarorszagi helyszinei
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3. tablazat: A kutatas soran begyiijtott fokhagymamintak

Minta Szarmazasi Begyiijtott novényi
, Gyiijtési hely  Helység Fajta Beszerzés ¢ Megjegyzés
neve orszag Szerv
1A Franciaorszag Franciaorszag Grasse ’Messidrome’ Uzletlanc [n.a] certifikalt szaporitdanyag levél
1B Franciaorszag Franciaorszag Grasse ’Messidrome’ Uzletlanc [n.a] certifikalt szaporitdanyag levél
2A Franciaorszag Franciaorszag Grasse ’Messidrome’ Uzletlanc [n.a] certifikalt szaporitdanyag levél
2B Franciaorszag Franciaorszag Grasse ’Messidrome’ Uzletlanc [n.a] certifikalt szaporitoanyag levél
3A Smrzice, Csehorszag Szlovakia Pozsony ’Karel IV’ Piac SEMO lila, szaporitéanyag gerezd
3B Smrzice, Csehorszag Szlovakia Pozsony ’Karel IV’ Piac SEMO lila, szaporitoanyag gerezd
4A Smrzice, Csehorszag Szlovakia Pozsony ’Karel IV’ Piac SEMO lila, szaporitéanyag levél
4B Smrzice, Csehorszag Szlovakia Pozsony *Karel IV’ Piac SEMO lila, szaporitoanyag gerezd
5A Franciaorszag Szlovakia Pozsony ’Messidrome’ Piac Sim:.?.g?eds snidlinges gerezd
5B Franciaorszag Szlovakia Pozsony ’Messidrome’ Piac Sim;).r:.gfaeds snidlinges gerezd
6A Franciaorszag Szlovakia Pozsony ’Messidrome’ Piac Sim;).?.gf?eds snidlinges levél
6B Franciaorszag Szlovakia Pozsony ’Messidrome’ Piac Sim;).rrl.g.eeds snidlinges gerezd
TA Valencia, Spanyolorszag Szlovakia Pozsony [n.a] Piac 'g?(e:(o:gg? - levél
7B Valencia, Spanyolorszag Szlovakia Pozsony [na] Piac éﬁégggl_) - levél
8A Valencia, Spanyolorszag Szlovakia Pozsony [n.a] Piac 'grléggg[_] - levél
8B Valencia, Spanyolorszag Szlovakia Pozsony [n.a] Piac éﬁgggg? - levél
9A Kina Magyarorszag Ferencszallas [n.a] Uzletlanc ﬁf;z:elzg - levél
9B Kina Magyarorszag Ferencszallas [n.a] Uzletlanc E?;Ziels(? - levél
10A Kina Magyarorszag Ferencszallas [n.a] Uzletlanc E?;iels(g? - levél
10B Kina Magyarorszag Ferencszallas [n.a] Uzletlanc E?;z}eli;? - levél
11A Magyarorszag Magyarorszag Pusztaottlaka [n.a] Termeszt6 I?gglé(al}((;rt - levél
11B Magyarorszag Magyarorszag Pusztaottlaka [n.a] Termesztd F:?]E:)g;alé:tn - levél
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Paprikakert

12A Magyarorszag Magyarorszag Pusztaottlaka [n.a] Termesztd TESZ Kit. - levél

13A Kina Ausztria Bécs [nal] Piac In?;:;?i%iral lila, 1 gerezdes gerezd
13B Kina Ausztria Bécs [n.a.] Piac In?;r:;?i%iral lila, 1 gerezdes gerezd
14A Kina Ausztria Bécs [n.a.] Piac In?;:;rt]i%iral lila, 1 gerezdes gerezd
14B Kina Ausztria Bécs [n.a] Piac In?eor:;rt]i%iral lila, 1 gerezdes gerezd
15A SigleB3, Ausztria Ausztria Bécs [n.al] Piac iir(t)r:]:: bio termesztés gerezd
15B SigleB3, Ausztria Ausztria Bécs [n.a.] Piac iirc:rr:g: bio termesztés gerezd
16A SigleB3, Ausztria Ausztria Bécs [n.a.] Piac iir(‘z:g: bio termesztés gerezd
16B SigleB3, Ausztria Ausztria Bécs [n.a] Piac iig:g: bio termesztés gerezd
17A Romania Erdély Marosvasarhely [n.a] Hazikert [n.a] egy fej gerezd
17B Romania Erdély Marosvasarhely [n.a] Hazikert [n.a] egy fej gerezd
18A Romania Erdély Marosvasarhely [n.a] Hazikert [n.a] egy fej gerezd
18B Romania Erdély Marosvasarhely [n.a] Hazikert [n.a] egy fej gerezd
19A Magyarorszag Magyarorszag Hajdtnanas [n.a] Hazikert [n.a] egy fej levél

19B Magyarorszag Magyarorszag Hajdtnanas [n.a] Hazikert [n.a] egy fej gerezd
20A Magyarorszag Magyarorszag Hajdtnanas [na] Hazikert [na] egy fej gerezd
21A Magyarorszag Magyarorszag Kalocsa [n.a] Hazikert [n.a] egy fej levél

21B Magyarorszag Magyarorszag Kalocsa [na] Hazikert [na] egy fej levél

22A Magyarorszag Magyarorszag Kalocsa [n.a] Hazikert [n.a] egy fej levél

22B Magyarorszag Magyarorszag Kalocsa [na] Hazikert [na] egy fej gerezd
23A Magyarorszag Magyarorszag Mako ‘Makoi Tavaszi’ Termesztd [n.a] - gerezd
23B Magyarorszag Magyarorszag Mako ‘Makoi Tavaszi’ Termesztd [n.a] - gerezd
24A Magyarorszag Magyarorszag Mako ‘Makoi Tavaszi’ Termeszt4 [na] - gerezd
24B Magyarorszag Magyarorszag Mako ‘Makoi Tavaszi’ Termeszt6 [n.a] - gerezd
25A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Messidor’ Termeszt4 [na] - gerezd
25B Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Messidor’ Termeszt6 [n.a] - gerezd
26A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Messidor’ Termeszt6 [n.a] - gerezd
26B Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Messidor’ Termesztd [na] - levél
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27A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Sprint’ Termesztd [n.a] - levél
27B Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Sprint’ Termesztd [n.a] - gerezd
28A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Sprint’ Termeszto [n.a] - gerezd
28B Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Sprint’ Termesztd [n.a] - levél
29A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Vayo’ Termesztd [n.a] - gerezd
29B Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Vayo’ Termesztd [n.a] - gerezd
30A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Vayo’ Termesztd [n.a] - gerezd
31A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Vayo’ Termesztd [n.a] - gerezd
31B Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Vayo’ Termeszt [n.a] - gerezd
32A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Vayo’ Termeszt6 [na] - gerezd
32B Magyarorszag Magyarorszag Mako *Oszi-Vayo’ Termesztd [n.a] - gerezd
33A Magyarorszag Magyarorszag Mako ’Pritanor’ Termeszt6 [na] puha gerezd
33B Magyarorszag Magyarorszag Mako ’Pritanor’ Termesztd [n.a] puha gerezd
34A Magyarorszag Magyarorszag Mako ’Pritanor’ Termeszt6 [na] szemhibas gerezd
34B Magyarorszag Magyarorszag Mako ’Pritanor’ Termesztd [n.a] szemhibas levél
35A Magyarorszag Magyarorszag Mako ’Flavor’ Termeszt6 [n.a] szemhibés gerezd
35B Magyarorszag Magyarorszag Mako ’Flavor’ Termesztd [n.a] szemhibas levél
36A Magyarorszag Magyarorszag Mako ’Flavor’ Termeszt6 [n.a] puha levél
37A Magyarorszag Magyarorszag Mako *Tavaszi sarga’ Termesztd [n.a] szemhibas levél
38B Magyarorszag Magyarorszag Mako *Tavaszi sarga’ Termeszt6 [n.a] puha levél
39A Magyarorszag Magyarorszag Mako ‘Makoi Tavaszi’ Termesztd [n.a] - gerezd
39B Magyarorszag Magyarorszag Mako ‘Makoi Tavaszi’ Termesztd [na] - gerezd
40A Magyarorszag Magyarorszag Mako ‘Makoi Tavaszi’ Termesztd [n.a] - levél
40B Magyarorszag Magyarorszag Mako ‘Makoi Tavaszi’ Termesztd [na] - gerezd
41A Hollandia Magyarorszag Budapest ’Germidour’ Piac [n.a] - gerezd
41B Hollandia Magyarorszag Budapest ’Germidour’ Piac [na] - gerezd
42A Hollandia Magyarorszag Budapest ’Germidour’ Piac [na] - gerezd
42B Hollandia Magyarorszag Budapest ’Germidour’ Piac [n.a] - gerezd
43A Magyarorszag Magyarorszag Csor [n.a] Hazikert [n.a] - levél
43B Magyarorszag Magyarorszag Csor [n.a] Hazikert [n.a] - levél
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44A Spanyolorszag Olaszorszag Antica Corte ’Monticelli’ Piac [n.a] - gerezd
44B Spanyolorszag Olaszorszag Antica Corte ’Monticelli’ Piac [n.a] - gerezd
45A Spanyolorszag Olaszorszag Antica Corte ’Monticelli’ Piac [n.a] - gerezd
45B Spanyolorszag Olaszorszag Antica Corte ’Monticelli’ Piac [n.a] - gerezd
46A Olaszorszag Olaszorszag Voghiera >Sapori Dintorni’ Piac [n.a] - gerezd
46B Olaszorszag Olaszorszag Voghiera >Sapori Dintorni’ Piac [n.a] - gerezd
47A Olaszorszag Olaszorszag Voghiera >Sapori Dintorni’ Piac [n.a] - gerezd
47B Olaszorszag Olaszorszag Voghiera ’Sapori Dintorni’ Piac [n.a] - gerezd
81/1 Magyarorszag Magyarorszag Tata ’Arno’ Hazikert [n.a] cstcsnekrozis levél
81/2 Magyarorszag Magyarorszag Tata ’Arno’ Hazikert [na] csucsnekrozis gerezd
81/3 Magyarorszag Magyarorszag Tata ’Arno’ Hazikert [n.a] - levél
81/4 Magyarorszag Magyarorszag Tata ’Arno’ Hazikert [na] - gerezd
Baja Magyarroszag Magyarorszag Baja ’Lelexir’ iiggi?; [n.a] - levél
Port Portugalia Portugalia Lisszabon [na] Piac [na] - levél
48A Magyarorszag Magyarorszag Nagykoros ’Messidrome’ Fogllzgglm a [n.a] - levél
49A Magyarorszag Magyarorszag S;:};ﬁ;ﬁgﬁ:’ "Messidor’ Ff:gz'];];zbi [na] - levél
50A Magyarorszag Magyarorszag Nyarsapét ’Messidor’ FOI;(;E%F a [n.a] - levél
51A Magyarorszag Magyarorszag Nagyk6ros ’Sprint’ FOI;(;%%F a [na] - levél
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4.2.1. Novénvek fenntartasa, mintaszedés

A mintakat hazikertekbdl, termesztoktdl illetve tizletlancokbdl és piacokrol gytijtottiik. A

gyljtés soran a legfontosabb szempontok a kdvetkezok voltak: ismert eredet (legalabb az orszag),

ha lehet ismert fajta, ranézésre egészséges (egyéb karositoktél mentes). A mintakbol egy-egy

gerezdet {ltettiink kiilon cserépbe, és ezeket a Tanszék iiveghdzaban hajtattuk sikerrel. A

novényekrol friss leveleket gyijtottiik 15 ml-es RNazmentesitett centrifugacsévekbe ugy, hogy

kozben tigyeltiink a virusok mechanikai atvitelének megel6zésére (gumikesztyli, fertotlenités). A

levélmintakat -70 °C-on taroltuk.

4.2.2. Primerek tervezése, szakirodalmi primerek kivdlasztdsi szempontjai

Az altalunk felhasznalt primerek egy részét magunk terveztilk mig masokat teljesen a

szakirodalomi forrasokbol nyertiik, bizonyos esetekben pedig a szakirodalmi primereket

modositottuk a sajat szempontjainknak megfelelden.

4.2.2.1.  Sajat primerek tervezésének szempontrendszere

Az altalunk készitett primerek tervezésekor az alabbi szempontok szerint jartunk el:

A primerek hossza 17 és 25 bp kozott legyen.

A G/C arany 40-50% koz¢é essen.

Az olvadasi hémérséklet 45 és 65 °C kozé essen. Az antiszenz és szenz primerek olvadasi
homérseklete kozotti kiilonbség minél kisebb legyen.

A polimeraz lancreakcios (polymerase chain reaction, PCR) soran keletkez6 termék
hossza maximum 2500 bp legyen.

A primereket olyan régidkra terveztiik, amelyek a hozzaférhetd szekvenciaadatok alapjan,
az adott nemzetségre, fajra, vagy génszakaszra konzervaltak, mig mas nemzetségekre,
fajokra, vagy génszakaszokra nézve variabilisak.

A homo- ¢és heterodimerek képzOdése esetén arra figyeltiink, hogy a AG értéke egy
nullahoz minél kozelebbi, de -10 kcal/mol-nal lehet6leg nagyobb szam legyen.

A primerek 3’-végét lehetdség szerint minél konzervaltabb régiora terveztiik, keriiltiik a
valtoz6 régiokat, ha lehetett, akkor tobb guanin és citozin bazist terveztiink ide, illetve
amennyiben homo-, vagy heterodimerek képzddhettek, ugy tigyeltiik ra, hogy ezek ne a
primer 3’-végére essenek.

A primerek BLAST analizisét pozitivan értékeltiik, ha az els6 harom talalat kozott
szerepelt a célszervezet ugy, hogy a nagyobb homologiat mutatd talaltok kozott nem

szerepeltek kozeli rokonai a célszervezetnek.
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e A célszekvencia specifitast elégségesnek tekintettiik, ha az NCBI adatbazisban
rendelkezésre 4llo szekvenciaadatok vizsgalata alapjan a célszekvencia 3000 bp
kornyezetében a primer 3’-végén talalhato utolsd 10 bp nem volt képes a nukleinsavhoz
hibridizalni.

e A genom nagyobb egységeinek feltérképezését célzo primerek esetében legalabb 3-400 bp
atfedo régiot terveztiink az egymassal szomszédos génszakaszt amplifikaldé primerek
tervezésekor.

FontiektOl csak sziikség esetén, a lehetd legkisebb mértékben igyekeztiink eltérni, a fenti

feltételeknek torténé megfelelést a 4., 6., 7. és 10. tablazatokban rogzitettiik. A primerek

tulajdonsagainak feltérképezéséhez az IDTDNA OligoAnalyzer szolgéltatasat alkalmaztuk.
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4.2.2.2.  HaPoty, HaCarla és HaAllexi primerkészlet

A Potyvirus és Carlavirus nemzetségekbe tartozo virusok fajspecifikus meghatarozasahoz
a szenz primereket (HaPoty, HaCarla) olyan, a nemzetségen beliil konzervalt, de a fajok kozott
variabilis elhelyezkedésli genomi régiokra terveztiikk, melyek a PCR reakcidban hasznalt M4
antiszenz primerrel egyiitt kiilonb6zé hosszsagt PCR-terméket sokszorositottak. Ennek az
elvnek a segitségével az azonos nemzetségbe, de eltérd fajba tartoz6 virusok esetében, a szenz
primer eltérd elhelyezkedése miatt, mas-mas bp hosszisagi PCR-termék keletkezett, vagyis egy
PCR reakcidban voltunk képesek a harom fokhagymat fert6z6 potyvirus fajt, vagy a két carlavirus
fajt egyidejiileg kimutatni (5. tablazat).

Az allexivirusok esetében a nemzetségspecifikus Szenz primerrel torténd fajspecifikus
meghatarozas lehetdsége a magasabb fajszdm miatt nem valt lehetové, igy az allexivirusok
jelenlétét az altalunk tervezett HaAllexi szenz és az M4 antiszenz primerparral csak
nemzetségspecifikusan voltunk képesek kimutatni (5. tablazat). Valamennyi primert a
primerkészités 4.2.2.1. alfejezetben targyalt elvei szerint kiilon is megvizsgaltuk (4. tablazat).

Az altalunk tervezett szenz primerek mellé a kinai kutatok altal publikalt M4-M4T
primereket hasznaltuk (CHEN et al., 2001b). Az univerzalis Potyviridae primerkészlet M4T
antiszenz primerét a ¢cDNS készités soran alkalmaztuk, a primer poly-T régioja a Potyviridae
csaladra jellemz6 poliadenilalt véggel hibridizal, mig az M4 primer a PCR soran hasznalt antiszenz

primer (5. tablazat).

4. tablazat: A HaPoty, HaCarla és HaAllexi primerkészlet és primerparok tulajdonsdgai

Olvadasi Homo Hetero Hajti

éklet BLAST dimer dimer forma Cé:;i?;;:::ia
analizis . . .
(kAcgllmmch)ll) (I(Ac(;llmmlgl) (kAcgllmmch)ll) )
HaPoty | 19 | 40 | 438 | 50 | 568 | X 5,65 195 v
M4 17 | 520 | - | 506 | - | ma] | -361 o0 0,25 [nal]
HaCarla | 17 | 588 | 505 559 | 613 | X 8,19 158 v
M4 17 | 529 | - | s06 | - | mal] | -361 o7 0,25 [nal]
HaAllexi | 17 | 50 | 459 | 506 | 551 | X 8,13 0,42 v
M4 17 | 529 | - | 506 | - | [a] | -361 13 0,25 [nal]

Megjegyzés: a BLAST analizis oszlopaban az X-el jeldlt sorokban a primer mitkodéképességét

BLAST analizissel nem tudtuk megerdsiteni, mig a +-val jel6lt sorokban a primer
mikodoképessége BLAST analizissel igazolhato volt. Az [n.a.]-val jeldlt sorban a teszt eredménye

nem relevans a primerpar potencialis mitkddoképességére vonatkozolag.
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5. tablazat: A HaPoty, HaCarla és HaAllexi primerkészlet

Primer neve

Szekvencia (5’ - 3°)

Referencia
izolatum(ok)

Amplikon
hossza

Eredet

1 HaPoty szenz TRATGG TDT GGT GYATHG A
2 HaCarla szenz GCR CCM GTK GTY TGG AA
3 HaAllexi szenz TGY TAC CAC AAY GGN TC

kopenyfehérje
és nukleinsav
koto fehérje

Leek yellow stripe virus

Shallot yellow stripe virus

Onion yellow dwarf virus

MT731491
MNB864796
MNB864797
MN528769
MNG607702
MZ203482
MZ203472
MT358353
MT731495

szamu referencia
izolatumok
alapjan tervezve

~1000-1200 bp

~ 575 bp

~ 660 bp

Garlic common latent virus

Shallot latent virus

MN059140
MT731496
MNO059116
MH686306
JQ899443
JF320811

szamu referencia
izolatumok
alapjan tervezve

~ 800 bp

~ 700 bp

Allexivirus nemzetség

OK064621
MZ131634
MW340978
OK064620
OK064619

szamu referencia
izolatumok
alapjan tervezve

~ 1000 bp

sajat

4 | MA4T (cDNS)

antiszenz

GTTTTCCCAGTCACGACT TTTTTTTTT
TITTT

5 M4

antiszenz

GTTTTC CCAGTC ACG AC

poliadenilalt
vég

univerzalis antiszenz primer

AJ307033
AJ307057
AJ311370

felhasznalt szenz
primer
fiiggvényében

(CHEN et al., 2001b)

Megjegyzés: a szenz primereknél jelzett amplikonok hossza az univerzalis M4-M4T antiszenz primer jelenlétében értendo.
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4.2.2.3. Gupta- és Yoshida-féle primerek optimalizacidja

A 23A mintabdol kimutatott LYSV izolatum szekvenciaadatainak minél részletesebb

feltérképezése érdekében szakirodalmi primereket kerestiink, azonban azt taldltuk, hogy a

szakirodalomban szereplé primerkészlet csak nagyon kismértékben illesztheté ra az NCBI

adatbazisbol szarmazo LY SV teljes genomokra. Annak érdekében, hogy ndveljiik a primerkotddés

specifitasat, a primereket optimalizaltuk (6. tablazat) az alabbi 1épésekben:

Az NCBI adatbazisbol LYSV teljes genomot tartalmazé szekvenciaadatokat toltottiink
le.

A letoltott szekvenciaadatok CP-t kodold régidja és a 23A mintabol szarmazo
szekvenciaadatok CP-t kodolo régidja kozott feltartuk a rokonsagi viszonyokat.
Megallapitottuk, hogy a rendelkezésre allo LYSV teljes genomok koziil a KP258216
legnagyobb genetikai azonossagot a 23 A mintabol szarmaz6 LY SV izolatum nukleotid
szekvenciaadataiva (8. abra).

Az eredeti Gupta- és Yoshida-féle primereket ugy valtoztattuk meg, hogy a primerek a
KP258216 izolatumra illeszkedjenek minél jobban. Ehhez egyes bazisokat
kicseréltiink, vagy degeneralt primereket terveztiink (M7. szdmua melléklet M33.

tablazata)

A PCR soran felhasznalt primereket a 7. tdblazat szemlélteti.

[—0 JX429965
L—O HQ258895

TAJ307057

lNC_UO-iD‘H

® KP168261
23A-LYSV

KP258216

AB194621
“{:: AB194623

b——————————® JX429967

% AB194622

JQ899450

KF597285

0,025

8. dbra: A 23A minta rokonsagi viszonyai az NCBI adatbazis LYSV teljes genomot tartalmazo feltoltéseinek

kopenyfehérje regioja alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA modszerrel)
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6. tabldzat: A Gupta- és Yoshida-féle primerkészlet tulajdonsdagai

Hossz G/C Homo Hetero Hajtii Célszekvencia
arany BLAST  dimer dimer forma specifitas
( analizis
bazis par AG min AG min AG min
(kcal/mol) (kcal/mol) kcal/mol (mispriming)
LYSV CP
v 19 632 | - | 584 | - v -16,03 . 2,33 v
LYSV CP
S 18 50 - | 512 ; v 9,73 213 v
LYSV
Heae e |20 50 | 559 | 559 | 56 v 6,45 022 v
LYSV 3,16
Horey e |2 591 | - | 615 ; v 3,16 -0,49 v
LYSVCL 1 22 | 409 | - | 33 | - v 5,24 0,69 v
6,21
'-YSQ’ =l 20 55 - | ss9 | - v 6,75 -1,46 v
'-YSQ/ PR 286 | - | 454 | - v 3,01 1,15 v
-4,99
LYSF:’ P3 21 381 | - | 514 ; v 3,61 171 v
LYS\; NIA | o 286 | - 45 : v 3,91 1,15 v
3,54
LYS\é NIA | oy 50 - | 599 - v -9,28 -0,88 v
LYS\; NIB | 5 45 - | 544 | - v 3,14 -0,91 v
7,19
LYS\é NIB | 959 30 - | 457 ; v 9,25 -0,16 v
LYS;/ L 21 381 | - | 522 : v 7,05 0,74 v
5,09
LYSQ/ PL | 2 591 | - | 625 - v 4,95 -0,61 v
LYSV3F | 19 579 | - | 572 ; v 63 oo 1,17 v
LYSV®R | 21 416 | - 55 ! v 3,61 ’ -0,31 v
LYSVS'F | 23 522 | - | 565 ; v 3,61 » 0,29 v
LYSVS'R | 22 501 | - | 615 ] v 3,61 ’ -0,49 v

Megjegyzés: a tablazat BLAST analizis oszlopaban az X-el jelolt sorokban a primer

mitkodoképességét BLAST analizissel nem tudtuk megerdsiteni, mig a v'-val jel6lt sorokban a

primer mikodoképessége BLAST analizissel igazolhato.
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7. tablazat: Az optimalizalt Gupta- és Yoshida-féle primerkészlet

Referencia

izolatum(ok

Amplikon
hossza

Primer neve il Szekvencia (5’ - 3°)
LYSV CP FULL F szenz GCC GGC GAC GAACTAGAT G
1 kopenyfehérje
LYSV CP FULL R antiszenz CTG CAT ATG TGC ACC ATC
LYSV HCPRO F szenz ACC AGATCC GTC TTT SGT CA
2 HC-Pro fehérje
LYSV HCPRO R antiszenz CCTCGTCGC AGTCGTGTTCCTT
LYSV CIF szenz GCC ATT TGA CAAGTT GAACAAC
3 CI fehérje
LYSVCIR antiszenz GGC GTC GCT GAG ACT TTA AG
LYSVP3F szenz GTTTGATGAATGTCACTGTTT
4 P3
LYSVP3R antiszenz TTTGTCTGC GTT ATTCCTTTG
LYSV NlaF szenz AAG TTA TAT GAG AGT GAG TTA
5 Nla fehérje
LYSV NlaR antiszenz ATA CAT CCA GTC CTT GTG GCC TGA
LYSV NIb F szenz TGC TGG GAT GGA ATC ACA AT
6 NIb fehérje
LYSV NIb R antiszenz CTCGTTTAAATTTGTTTG TG
LYSV P1F szenz ATC TCA AAA CCC ACT TAT GCA
7 P1 fehérje
LYSV PLR antiszenz GCA CGC AAC GAC CGT CCAATCT
LYSV3'F szenz GCA CAC AGC ACATGACGTG
8 3’-vég
LYSV3 R antiszenz CTC ACG CAC AAATGA AAG CAG
LYSVS F szenz CTATTC TGG ACC TTA CCG TAG CC
9 5’ vég
LYSV5 R antiszenz CCT CGT CGC AGTCGTGTTCCT T
LYSV P1-yshd F szenz AAT CTC AAC ACA ACT TATRC
10 P1 fehérje
LYSV P1-yshd R antiszenz AGT ACG TTG CCT GCT CTG TAG

Leek yellow stripe virus

Optimalizalas a
KP258216
azonositdju minta
alapjan

~ 860 bp

~ 1000 bp

~ 2800 bp

~ 1000 bp

~ 1700 bp

~ 1800 bp

~ 1000 bp

~ 260 bp

~ 670 bp

(GUPTA et al., 2017)

nyoman

~ 1000 bp

(YOSHIDA et al.,
2012)
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4.2.2.4.  Fajspecifikus Allexivirus primerek

Az allexivirusok fajspecifikus meghatarozasanal sajat és szakirodalmi eredetii primereket
is felhasznaltunk (8. tablazat). A szakirodalmi primerek vizsgalata soran (M8. melléklet, M33.
tablazat) azonban arra jutottunk, hogy mar a primerek BLAST analizissel val6 vizsgalata soran
sem minden esetben kapjuk vissza a célszervezetet. SOk esetben a szakirodalmi primerek nem is
illeszthetdk ra azokra a referencia izolatumokra sem, amelyeket egyébként az adott primer
felhasznalasaval publikaltak, tovabba a teljes genommal publikalt egyéb, de ugyanazon fajba
tartozd szekvencidkkal sem mutatnak azonossagot. A szakirodalmi eredetii, fajspecifikus

allexivirus primerek kivalasztasakor ezért olyan primereket valasztottunk, amelyek:

e BLAST analizissel visszaadtdk a célszervezetet.

e Az NCBI adatbazisdban 1év0 referencia izolatumok koziil minél tobbre
railleszthet6k voltak.

e [echetdleg a célfajt valamely eurdpai orszagban mar leirtak.

e [echetdleg a célfajt szekvenciaanalizissel mar korabban kimutattuk, igy azt pozitiv

kontrollként alkalmazni tudjuk a primer mitkod6képességének megerdsitéséhez.

A szakirodalmi primerek felhaszndldsa mellett sajat primereket is terveztiink, melyek
szerkesztésénél nagyban tdmaszkodtunk az NCBI adatbdzisban megtaldlhaté referencia
izolatumokra (9. abra). A primerek megtervezése soran a 4.2.2.1. alfejezetben taglaltak betartasara

torekedtiink (8. tablazat), a felhasznalt primereket a 9. tablazat tartalmazza.

1280 1300 1320

1 | |
ref Garv-A - Kxg89765 W BTECETEERE ETEEETcTHEC HETETTTGTE THEEcTCETE HETEGGETIGE 1021
ref Garv-C - MH021116 BTEBETEETE BTGTGTGTEE cREETTEREE BETEGTCEEE cTEEEBGETC o9
ref Garv-D - Kx889811 | B GTEGEEGGGE BTHEGCETGTEE BCTETTEGTE TREECECETE BTTEECETIGT 1018
ref GarV-E - AJ551498 [ BTECEBEETE BTEEETCTEC BcTcTTHEEGC TECECECETE BETERECEEGT 709
ref GarV - X - Kx889831 [ GHECEREGEE EEGTETGTEE BTTETTTEEE BETECTTEEE cTTEEGEETG 1008
ref GarBbFV - AF519572 GHGETETTE cTEcETcGGE ETECETCTEE HGTETTTGEE ¥ cBTE BETEECETGE 129
A = L L L A e 912
ref Garv B-Kx889769 HCHEFTCETC BEREETCEEE BECTETCTEE ETTEQTEEEE HEciEcECEEE cyEERECREIG 1018
ref GarvB-Kx889768 MCEEBTTCETC BEEEETCEEE BECTETCTEE BTTEJTEERE EcTECECEEE CTERECRETG 1018
ref Garv B-Kx889767 MCEETTCETC BEREETCEEE BECTETCTEE BTTEYTEERE BEcCTECECEEE cTERECRETC 1018
ref GarvB-Kx889774 HCEETTEETC BENEEETCEEE BECTETGTEE BTTEJTEERE BCTECECEEE CTERECRETG 1018
ref Garv B-Kx889771 HCEETTEETC BEREETC BERGTETGTER BTTEYTEEEE BEcTECECEEE cTEREGRETG 1018
ref Garv B-Kx889766 HCEETTCETC BEBEETCEEE BECTETCTEE BTTENTEERE BEcTECECEEE cTERECRETG 1018
refGarv B-Kx889770 HCEETTCETC BEBEETCEEE BECTETCTEAE BTTERTEERE BcTECECEEE cTEEECREIC 1018
ref GarvB-Kx889773 HCHETTCETC BETERTCEEE BECTETCTEE ETTENTEERE HcTECECEEE cCEBEREGRETC 1018
ref GarvB-Kx889772 FCHETTCETC BETERTCEEE BECTETCTER ETTEJTEERE HEcTECECERE cEBERECRETC 1018

Consensus CGCCTTGCTG AACACTGACC ACGTATGTAA ATTAJRTCACA AGTCGAGCCA GTACAGRCTG

ol I | M 1 = B ,—,ﬂ —

consenaton [T ooernfO0A] (oo TV Ol o] connl il ion nodl [T
Tervezett primer: 3'- AGTGT TSAGCTCGGT CRTGTC - 5’

9. dbra: A GarV-B fajon beliil konzervalt, de az Allexivirus nemzetségen beliil variabilis régio
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8. tablazat: A fajspecifikus, Allexivirus kimutatdsra szolgalo primerkészletek tulajdonsdgai

G/C Olvadasi Homo Hetero Hajti Célszekvencia
Hossz Svtiny BLAST | dimer dimer forma opecifitis
e analizis
bazis par AG min AG min AG min e
(kcal/mol) (kcal/mol) kcal/mol (=)
GarV-B (for) 18 66,7 85,2 57,9 | 60,7 X -3,61 -1,81 v
-9,64
GarV-B (rev) 21 54,8 56,5 58,1 | 59,7 v -9,83 1,06
GarV-C (for) - brd 23 43,5 534 | 557 58 v -10,41 1,84 v
-12,11
GarV-C (rev) - brd 15 36 - 54,2 - X -5,38 -0,24 v
GarV-D (for) 20 57,5 57,6 59 60,5 v -4,66 - v
-8,05
GarV-D (rev) 20 62,5 57,6 59 60,5 v -7,63 0,18 v
GarV-X (for) 23 52,2 - 57,5 - v -3,61 14 v
-5,02
GarV-X (rev) 24 50 - 57,2 - v -6,34 -0,69 v
GarV-X (for) - prk 19 42,1 - 49,3 - v -4,62 1,62 v
-5,95
GarV-X (rev) - prk 20 45 - 50,5 - v -6,75 -0,54 v

Megjegyzés: a BLAST analizis oszlopaban az X-el jelolt sorokban a primer miikddoképességét

"o

BLAST analizissel nem tudtuk megerGsiteni, mig a +-val jelolt sorokban a primer
mikodoképessége BLAST analizissel igazolhato. Célszekvencia specifitas: az NCBI adatbazisban
rendelkezésre allo szekvenciaadatok vizsgalata alapjan a célszekvencia 3000 bp kornyezetében a

primer 3’-végén talalhato utols6 10 bp nem volt képes a nukleinsavhoz hibridizélni.
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. tablazat: Allexivirusok fajspecifikus kimutatasahoz hasznalt szakirodalmi és sajat fejlesztésii primerek.

Primer neve

Szekvencia (5’ - 3°)

Referencia

Amplikon
hossza

Eredet

GarV-B (for)

szenz

CGG GAC ARG YGG TCA GAG

GarV-B (rev)

antiszenz

CTG TRC TGG CTC GAS TTG TGA

ORF5
(CP fehérje)

Garlic virus B

izolatum(ok
KM379144
MW854279
NC_025789
KM379144
JN019813
MNO059151
MNO059177
MNO059153
KX889774
KX889771
KX889769
KX889766

szamu referencia
izolatumok alapjan
tervezve

~910 bp

sajat

GarV-C (for) - brd

szenz

AGT GAT TTG SAM CCATAY CAAGC

GarV-C (rev) - brd

antiszenz

TAG TAATAT CAACAAGCATGGGTGT

ORF4-5
(p42-CP fehérje)

Garlic virus C

JQ899448.1
JQ899447.1
JN019814.1
AB010302.1

~ 1557 bp

(BEREDA et al., 2017)

GarV-D (for)

szenz

ACS AGC ACY CAATCACCACG

GarV-D (rev)

antiszenz

GGY CCCTCG TGT ATG ACAGC

ORF5
(CP fehérje)

Garlic virus D

MT279193
MN059392
MNO059367
MNO059367
MT294142
MK336967

szamu referencia
izolatumok alapjan
tervezve

~ 1050 bp

sajat

GarV-X (for)

szenz

GTC CAA GCA CAT CATCTATCCCG

GarV-X (rev)

antiszenz

GAG AGC TAA AGA GTC GCT GAA TGG

ORF5
(CP fehérje)

Garlic virus X

MNO059406
MNO059403
MNO059405
MNO059402
MNO059426
AJ292229

szamu referencia
izolatumok alapjan
tervezve

~ 860 bp

sajat

GarV-X (for) - prk

szenz

GAT CGG AAC CAAGGAATAA

GarV-X (rev) - prk

antiszenz

GAG TGG AAA CCATAT TCG AG

ORF5
(CP fehérje)

Garlic virus X

NC_001800

~ 661 bp

(PARK, 2006)
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4.2.2.5.  Sajat LYSV primerkészlet

A szakirodalmi primerek vizsgélata sordn, ideértve a Gupta-féle primerkészletet is, arra
jutottunk, hogy a mar publikalt primerek csak ritkan és részben illeszthet6k rd az NCBI
adatbazisban 1évé LYSV izolatumok szekvenciaadataira, hasznalhatosaguk in silico nem
megerdsitheto.

A sajat fejlesztésti LYSV primerkészlet elkészitése soran arra torekedtiink, hogy a
primerek milkoddképessége minél jobban alatamaszthatd legyen a referencia izolatumok
szekvenciaadataival. A primerkészlet fejlesztése soran a KP258216, AB194623, AB194621,
AB194622, JQ899450, JX429967, HQ258895, JX429965, KP168261, NC_004011, AJ307057,
KF597285, KF597283 szekvenciaadatok felhasznalasval kerestiik azokat a genomi régidkat,
amelyekben a kivalasztott izolatumok nagyfoku azonossagot mutatnak. A referencia izolatumok
vizsgalata soran azok LYSV jellemzésére valo reprezentativitasat is ellendriztiik. A kivalasztott
izolatumok kozott szerepelt brazil, japan, ausztral, indiai, észak-amerikai és kinai is. Egyes
izolatumok tavolabbi, mig masok kozeli rokonsagot mutattak egymassal a filogenetikai torzsfa
alapjan (10. abra).

A primerek fejlesztése sordn a 4.2.2.1. alfejezetben taglaltak szerint jartunk el, azzal a
szigoritassal, hogy egyértelmii elvarasunk volt, hogy a primerek BLAST analizise soran
visszakapjuk a célszervezetet. Ennek ellenére azt talaltuk, hogy ez nem minden esetben valosult
meg (10. tablazat). Ez a BLAST szolgaltatas sajatossaga, ugyanis degeneralt primerek BLAST
analizise soran megfigyelésiink szerint a szolgéltatds megbizhatdsdga csokken. Ugyanakkor, ha a
primer degeneralt nukleotidjait, a valtozékony helyen szereplé barmely nukleotiddal
helyettesitjlik, akkor a célszervezetet a BLAST analizis soran visszakapjuk. Az ezzel a modszerrel
fejlesztett primerkészletet a 11. tdblazat szemlélteti.

e AB194621

% AB194623

L= aB194622

420967

KF597285

J0g99450

,—I JX420965
l—- HO258895

KF507283

9 AJ307057
8 NC_004011

KP168261

KP258216

0,050

10. abra: A sajat LYSV primerkészlet fejlesztése soran felhasznalt referencia izolatumok rokonsagi viszonyai
filogenetikai torzsfan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA modszerrel)
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10. tabldzat: A sajat LYSV teljes genom kimutatdasra szolgdlo primerkészletek tulajdonsdagai

01574

bazis par

Olvadasi
omérséklet

BLAST
analizis

Homo
dimer

AG min

Hetero
dimer

AG min

Hajti
forma

AG min

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

Célszekvencia
specifitas

(mispriming)

LYSV1

sy 20 50 ; 56 ; v 6,37 -0,95 v
LYSV1 ]

A 20 50 | 539 | 567 | 595 v 413,19 0.1 v
LYsSv2 16 625 | 478 | 536 | 597 X 3,59 ; v

FOR
LYSV2 6,14

20 475 | 536 | 544 | 551 v -10,94 -2.05 v

REV
ng\Ff 18 583 | 534 | 575 | 62 v 7,92 0,22 v
LYSV3 e

A 22 523 | 534 | 586 | 638 v 124 1,61 v
Lysva 19 50 | 475 | 53 | 583 v 6,87 2,85 v

FOR 54
LYSva ’

A 18 50 | 481 | 504 | 526 x 9,75 111 v
ng\Rfs 22 477 | 501 | 561 | 622 X 8,53 2,44 v
LYSV5 R

A 20 50 | 507 | 532 | 557 v 5,61 0,76 v
'-;(OS\R{G 23 37 | 504 | 53 | 555 v 428 1,01 v
LYSV6 6,69

A 17 49 48 | 526 | 576 v 12,07 0,96 v
e 17 50 | 455 | 489 | 523 v 373 ; v

FOR
LYSV7 ]

oy 19 474 - | 506 : v -3.29 -0,68 v
'-;(OS\R{S 19 447 | 491 | 299 | 508 v 39 1,69 v
LYSV8 -5.02

A 17 52,9 - | 506 - x -3,61 0,25 v

Megjegyzés: a BLAST analizis oszlopaban az X-el jelolt sorokban a primer

miitkodoképességét BLAST analizissel nem tudtuk megerésiteni, mig a v/-val jelolt sorokban a

primer mitkodéképessége BLAST analizissel igazolhatd. Célszekvencia specifitds: az NCBI

adatbazisban rendelkezésre allo szekvenciaadatok vizsgalata alapjan a célszekvencia 3000 bp

kornyezetében a primer 3’-végén taldlhatdo utolsé 10 bp nem volt képes a nukleinsavhoz

hibridizalni.
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11. tablazat: A sajat LYSV primerkészlet

. Primer e Referencia Amplikon

Primer neve helve Szekvencia (5’ - 3°) VL) hossza
LYSV1 FOR szenz ACC AGA TCC GTC TTT GGT CA

1 P1 fehérje - HC-Pro ~ 1600 bp
LYSV1 REV antiszenz TKT GGG GRG ARA GRG G
LYSV2 FOR szenz TKT GGG GRG ARA GRG G

2 : HC-Pro — P3 fehérje ~ 1500 bp
LYSV2 REV antiszenz CAT TGC CCG TTY TTG CAATC SR
LYSV3 FOR szenz TGG CRM GAG CAR CCT TTG AB194623

3 P3 — CI fehérje AB194621 ~ 1800 bp
LYSV3 REV antiszenz ACR CGC CAR CTAGMY TTY TCT G AB194622

JQ899450

LYSV4 FOR szenz TRG GYA CRG GTG CWA ATA G JX429967

4 CI fehérje HQ258895 ~ 1450 bp
LYSV4 REV antiszenz CCG GAY TTC TTY CCT TTC JX429965

Leek yellow stripe virus KP168261 sajat

LYSV5 FOR szenz GGR GCY TTR GAR TGY ATG ATG T NC_004011

5 Cl - NIa fehérje AJ307057 ~ 1350 bp
LYSV5 REV antiszenz GAT WCC ATC CCAACARCT YC KF597285

KF597283

LYSV6 FOR szenz CAA ACR AAR AGC ATM TCA AGT GT

6 : Nla — NIb fehérje szAmi referencia | ~ 1650 bp
LYSV6 REV antiszenz TCR ATC ATD GCT GCR CA izolatumok alapjan
LYSV7 FOR szenz YTG ATG GAR AGY AAG GG tervezve

7 kopenyfehérje ~ 1900 bp
LYSV7 REV antiszenz GCTCTAACTGGTGTTCTT G

. LYSV8 FOR szenz YTT GGA CWA TGA TGG ATG G kopenyfehérje — 3" 140059
LYSV8 REV antiszenz GTT TTC CCA GTC ACG AC UTR régi6
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4.2.3. Nukleinsav kivonds

A viruskimutatési protokoll elsé 1épése a nukleinsav kivonas. A folyamat célja, hogy a
levélben talalhatd Gsszes novényi és virus eredetii ribonukleinsavat kivonjuk és elkiilonitsiik a
tobbi sejtalkototol. Az dsszribonukleinsav kivonashoz a Spektrum Plant Total RNA Kitet (Sigma-
Aldrich) és a GeneJET Plant RNA Purification Mini Kitet (ThermoFisher Scientific) hasznaltuk.

A teljes ribonukleinsav kivonast a gyarto utasitasait alapul véve végeztiik el.

4.2.4. cDNS szintézis

A PCR reakcid soran felhasznalt Tag polimerdz egy DNS-fiiggd DNS-polimeraz enzim,
ezért az amplifikdcios folyamat sikerességéhez az RNS virusgenomrol cDNS-t kell késziteni. Ez
a folyamat a reverz transzkripcid, amelyet egy RNS-fiiggé DNS-polimeraz enzimmel, a reverz
transzkriptazzal végeztink.

Ossze, majd ezt 12,5 ul végtérfogatra, nukleazmentes vizzel egészitettiik ki. Az elegyet 65 °C-on,
5 percig inkubaltuk, majd tiz percig jégen hiitottiik, mely alatt a 12. tablazatban lathato elegyet

allitottuk 0ssze és mértiikk a mintakhoz.

12. tablazat: cDNS szintézis reakcioelegye

Osszetevok Mennyiségek

TRNS 1500 ng

100 pmol/pl antiszenz primer 1l

nukleazmentes viz 12,5 pl végtérfogatra
65 °C -5 perc

5x RT puffer kozeg “

10 mM-os dNTP nukleotidok 2 ul

200 u RevertAid reverz transzkriptaz enzim 1 ul

20 u RiboLock ribonukleaz inhibitor 0,5 ul

A reverz transzkripcio 42 °C-on, egy oran keresztiil folyt, végezetiil 70 °C-on 10 percig

inkubaltuk a mintakat, eliminalva ezzel a reverz transzkriptaz enzimet.
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4.2.5. PCR reakcio

A PCR-t Applied Biosystem GeneAmp 9700, valamint az Eppendorf Mastercycler Nexus
Gradient tipusit PCR késziilékekkel végeztiikk. A PCR-hez a 13. tablazat dsszetevdit mértiik Gssze
25 ul végtérfogatra:

13. tablazat: A PCR készitéshez 6sszemért alapanyagok mennyisége

Osszetevok Mennyiségek

DreamTaq Green PCR Master Mix 12,5 ul
(ThermoFisher Scientific)

nukleazmentes viz 10 pl

20 pmol/pul antiszenz primer 0,5 ul

20 pmol/ul szenz primer 0,5 ul

cDNS 1,5l

A HaPoty, HaCarla, HaAllexi és M4 primerkészlet, illetve az allexivirusok fajspecifikus
kimutatasat célzé primerkészlet alkalmazasakor hagyomanyos PCR eljarast hasznaltunk (14. és
16. tablazat). A Gupta- és Yoshida-féle primerkészlet, illetve a sajat fejlesztésit LYSV
primerkészlet alkalmazasakor a hagyomanyos PCR eljaras mellett touchdown-PCR (td-PCR)
technikat is alkalmaztunk (15. és 17. tablazat).

A td-PCR egy olyan specialis PCR kimutatasi modszer, melynek elsddleges célja ndvelni
a PCR reakcid specifitdsat. A td-PCR a polimeraz lancreakcié elvén alapul, azonban attdl a
héfokok ciklusonkénti valtozasaban tér el. A td-PCR a ciklus anellaciés hémérsékletét
magasabbrol inditja, majd ciklusonként 1 °C-kal csokkenti. A primer a magasabb hémérsékleten
nagyobb specifitassal tapad fel a célszekvenciara, igy a ciklusok ismétlédése soran ezek a
specifikusabb fragmentumok amplifikalodnak nagyobb mennyiségben. Hatranya, hogy a rosszul
bedllitott td-PCR esetén szdmos aspecifikus terméket kaphatunk.

Célunk az volt, hogy minél tobb szekvenciaadatra tegyiink szert a 23A LYSV izolatumbol,
azonban a primerek optimalizacidja és tervezése soran nagyobb részt csak szakirodalmi adatokra
¢s az NCBI adatbazisba feltoltott referencia szekvencidkra tdmaszkodhattunk, ezért a td-PCR jo
lehetdséget biztositott a részben ismeretlen nukleotid szekvencidk kimutatdsi pontossaganak
novelésére, ugyanakkor az alkalmazott, széles homérsékleti tartomany novelte az aspecifikus
termékek megjelenésének lehetéségét is (mispriming). Ennek kikiiszobolése érdekében harom

kiilonb6z6 td-PCR protokollal dolgoztunk mindkét esteben (15. és 17. tablazat).
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14. tabldazat: A HaPoty, HaCarla és HaAllexi primerkésziethez alkalmazott PCR protokoll

Elédenaturalas  Denaturacio Anellalcio Elongacio Utéelongacio Inkubacio
Hoémérséklet 0 Hémérséklet 0 Hoémérséklet 0 Hoémérséklet 0 Hoémérséklet 0 Hémérséklet
Cikluson kiviili szakasz 40 ciklus Cikluson kiviili szakasz
HaPoty
M4
Haﬁj”a 95 °C 3 min 95 °C 30 sec PCR - 50 °C 30 sec 72°C 2 min 72°C 10 min 4°C o
HaAllexi
M4

15. tablazat: A Gupta- és Yoshida-féle primerkészlethez alkalmazott PCR és td-PCR protokollok

Elddenaturalds  Denaturacio Anellalacié Elongacio Utodelongacio Inkubacio
Hémérséklet 1d6 Homérséklet 1d6 Hémérséklet 1d6 Hémérséklet 1d6 Hémérséklet 1d6 Hoémérséklet 1d6
Cikluson kiviili szakasz 40 ciklus Cikluson kiviili szakasz
LYSV CP FULL F
LYSV CP FULL R
LYSV HCPRO F
LYSV HCPRO R PCR-55°C
LYSVCIF td-PCR - 65 > 48 °C
LYSV CIR .
LYSV PLE td-PCR - 60 > 45 °C
LYSVP1R td-PCR - 52> 40 °C
LYSV 3’ F
LYSV3 R 95°C 3 min 95 °C 30 sec 30 sec 72 °C 2 min 72 °C 10 min 4°C ©
LYSV5 F
LYSV5 R
LYSVP3F PCR - 50 °C
LYSV P3R o
VSV NIa F td-PCR - 65 > 48 °C
LYSV NlaR td-PCR - 60 > 45 °C
LYSV NIb F td-PCR - 52> 40 °C
LYSV NIb R
LYSV P1-yshd F .
LYSV P1-yshd R HOlReURe
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16. tablazat: Az allexivirusok fajspecifikus kimutatdsahoz haszndlt primereknél alkalmazott PCR protokollok

Elodenaturalas

HoOmérséklet

Denaturalas

Homérséklet

Anellalcio

Homérséklet

Elongacio

Homérséklet

Uto6elongacio

Homérséklet

Homérséklet

GarV-X (rev) - prk

Cikluson kiviili szakasz 40 ciklus Cikluson kiviili szakasz
GarV-B (for) &G
GarV-B (rev) HORIE
GarV-C (for) - brd @G
GarV-C (rev) - brd HER=SDHE
CERAD(Ualy) 95 °C 3 min 95 °C 30 sec PCR - 55 °C 30 sec 72°C 2 min 72°C 10 min 4°C
GarV-D (rev)
GarV-X (for) _maq
GarV-X (rev) SRS
GarV-X (for) - prk PCR - 50 °C

17. tablizat: A sajat LYSV primerkészletnél alkalmazott PCR és td-PCR protokollok

Elodenaturalas

Denaturalas

Anellalcio

Utoéelongacio

Hoémérseklet 1d6 Hoémérséklet 1d6 Hoémérseklet 1d6 Homérseklet 1d6 Hoémérséklet 1d6 Hoémérseklet
Cikluson kiviili szakasz 40 ciklus Cikluson kiviili szakasz

LYSV1FOR PCR - 50 °C

td-PCR - 52 > 40 °C
SRS td-PCR - 65 > 48 °C
LYSV2 FOR PCR - 50 °C
LYSV2 REV td-PCR - 65 > 48 °C
LYSV3 FOR PCR - 50 °C
LYSV3 REV td-PCR - 65 > 48 °C
LYSV4 FOR PCR - 48 °C
LYSV4 REV td-PCR - 60 > 45 °C
LYSV5 FOR . . R PCR - 50 °C o . o . .
LYSV5 REV 95°C 3 min 95 °C 30 sec td-PCR - 65 > 48 °C 30 sec 72 °C 2 min 72 °C 10 min 4°C
LYSV6 FOR FEREGHHE

td-PCR - 52> 40 °C
LYSV6 REV td-PCR - 60 > 45 °C

PCR - 48 °C

LYSV7FOR td-PCR - 52 > 40 °C

td-PCR - 60 > 45 °C
LYSVIREV td-PCR - 65 > 48 °C
LYSV8 FOR PCR - 50 °C
LYSV8 REV td-PCR - 65 > 48 °C
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4.2.6. Gélbol izolalds

A PCR-t kovetd gélelektroforézis soran 1%-0S, GelRed tartalmi TBE agar6zgélen (1 g
agaroz, 100 ml 1%-o0s TBE puffer, 10 ul GelRed), UV fény segitségével tettiik lathatova a PCR-
terméket. A primertervezés soran meghatarozott méreti amplikont a gélbdl steril szikével
kivagtuk, majd a High Pure PCR Product Purification Kit-tel (Roche) tisztitottuk a gyartd
utasitasai szerint. A szekvenciaanalizishez sziikséges tisztitott nukleinsavat steril csovekbe mértiik
0ssze, majd Hollandidba szallittattuk, ahol a Barcode Sequencing szolgaltatassal megtortént a

PCR-termék nukleotid sorrendjének meghatarozasa.

4.2.7. Szekvenciaanalizis, BLAST analizis, filogenetikai torzsfak

A szekvenciaanalizis eredményeinek pontossagat a Chromas Lite nevii program
felhasznalasaval ellendriztiik, a BaseClear altal rendelkezésiinkre bocsatott kromatogram alapjan.
Amennyiben a kromatogram nem volt egyértelmii, ugy a szekvenciaanalizis soran degeneraltan
hagyott helyeket mi is valtozatlanul hagytuk. Az igy kijavitott szekvencia adatokat az NCBI
BLAST analizis szolgéltatasanak segitségével hasonlitottuk 0ssze a nemzetkozi adatbazisban
talalhato izolatumok nukleotid sorrendjével. Az igy kapott rokonsagi viszonyokat alapul véve
valasztottuk ki a filogenetikai torzsfa megrajzolasahoz sziikséges referencia izoldtumokat,
melyeket a CLC Sequence Viewer 7.0 bioinformatikai szoftver segitségével rajzoltunk meg,

UPGMA modszerrel, Jukes-Cantor technikaval, 1000 ismétléses bootstrap analizist alkalmazva.

4.2.8. Mesterséges inokuldacio

4.2.8.1.  Mesterséges fertézés LYSV izolatummal

Az LSYV-vel torténé mesterséges fertozéshez Allium porrum ’Lincoln’ virusmentes
poréhagyma magokat, valamint Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ certifikalt vetogerezdeket
hajtattunk a Novénykortani Tansz€k liveghazaban. A vetdgerezdeket harmasaval, steril tézeggel
feltoltott, 25 cm atmérdji cserépbe duggattuk. A mesterséges fertdzésbe 8-8 novényt vontunk be,
melyek virusmentességérél a mesterséges fertdzést megelézéen RT-PCR vizsgalattal
bizonyosodtunk meg. Az elézetes virustesztelésre 4-5 leveles allapotban keriilt sor. Az alsobb
levélemeletekhez tartozo, Kifejlett leveleket az alapi résziiknél steril szikével tavolitottuk el.
Amennyiben tiinetes levelet talaltunk egy ndvényen, iigy onnan is vettiink mintét, tovabba kertiltiik
a tul fiatal levélrészeket a hamis negativ eredmény elkeriilése érdekében.

A TRNS kivonast kovetden ellendriztiik a novények potyvirustdl valé mentességét a

HaPoty ¢és M4 primerpar segitségével. A potyvirussal fertdzott, vagy nem egyértelmi
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eredményeket mutatd mintakat a tovabbi kisérletekb6l kizartuk. A cserepeket az esetleges
vektorok elleni védekezés miatt vektorhaloval fedtiik.

A mesterséges fertézéshez a 23A mintat hasznéltuk, melynek LYSV fert6zottségérol
korabban mar megbizonyosodtunk. A fert6zott levélszovetet 0,03 M NaaHPOa, és 0,2% Na-dietil-
ditio-karbamatot (DIECA) (1:4 tomeg/térfogat) tartalmazé inokulaldo puffer jelenlétében
homogenaltuk (LOT et al., 1998). Az inokulalashoz cellitet hasznaltunk abrazivumként. A
dorzsmozsarban homogenalt mintat és inokulalo puffert a mozsartordvel a levél feliiletére kentiik.

A vizsgalatok soran nyolc poréhagyma ¢€s nyolc fokhagyma novényt fertdztiink. A
mesterséges fertézéssel 1étrehozott két sorozatot PotyAP1-8 (potyvirussal fert6zott Allium
porrum) és PotyAS1-8 (potyvirussal fert6zott Allium sativum) jelzéssel lattuk el (18. tablazat).
Novényenként két-két kiilonbozé levélen végeztik el az inokulaciot, a fertdzott leveleket
megjeldltiik. A kontroll ndvények fertdzéséhez desztillalt vizet és cellitet alkalmaztunk. A fertézés
1d6pontjatol szamitva 14 nap mulva végeztiik el Gjra a virustesztelést.

A fert6zott két levél fol6tt elhelyezkedd elso levélemelet levelének a t6hoz kozelebb esd,
als6 egy harmadanak kozépso részébdl Gjra mintat vettiik. Ezt azért igy hataroztuk meg, mert el
akartuk kertilni azt, hogy az inokulalt levélrél torténd mintavétel miatt esetleg hamis pozitiv, vagy
a tul fiatal levélrészekrol torténé mintavétel miatt hamis negativ eredményt kapjunk.

A HaPoty és M4 primerparral ellendriztiik a fertézés megtorténtét. Sikeres inokulacid
esetén tovabbi szovetmintat vettiink a ndvényekbdl, melyeket -70 °C-on taroltunk tovabbi
felhasznalasig. A kisérletek végrehajtasanal mindig tigyeltiink a higiéniai el6irasok betartasara,
valamint az eszk6zok fertOtlenitésére, ezzel minimalizalva a mintdk kozotti keresztfert6zések

kialakulasanak esélyét.

4.2.8.2. Kevert Carlavirus fertézés létrehozdasanak provokacios kisérlete

Korabbi eredményeinkben azt talaltuk, hogy a carlavirussal fert6zott mintdk koziil
hianyoznak azok, amelyek mindkét fajjal fert6zottek. Ezt vizsgalandd provokacios kisérletet
allitottunk be, amely soran a kisérleti novényeket olyan inokulummal fertéztiik mesterségesen,
amely mindkét virusfajt tartalmazta.

A vizsgalathoz 40 novényt hajtattunk Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ certifikalt
vetdgerezdekbdl. A mintakat 3-4 leveles korukban virologiai vizsgélatnak vetettiik ald a HaPoty
és M4, valamint a HaCarla és M4 primerparokkal. A mintavétel soran a 4.2.8.1. alfejezetben
taglaltak szerint jartunk el. A potyvirussal fert6zott mintakat az esetlegesen nem kivant szinergista
hatasanak kisziirése érdekében a kisérletb6l kizartuk. Kizartuk tovabba a carlavirussal mar

fertézott mintakat is, hogy a mesterséges fertdzési vizsgalatunk ne keveredjen egy esetleges
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feliilfertdzéses vizsgéalat eredményeivel. A maradék, virusmentesnek itélt novény koziil
kivalasztottuk a legegészségesebbnek tiind huszat.

A mesterséges fertézéshez négy olyan mintat valasztottunk inokulumnak, melyeknek a
GCLV ¢és SLV fertdzottségérdl korabban mar megbizonyosodtunk a HaCarla és M4 primerpar
segitségével. Az igy kivalasztott két GCLV fert6zott mintaa 39A és a 37A volt, akét SLV fert6zott
minta pedig a 10A és a 9B. A fertézéshez azért két-két mintat valasztottunk mindkét virusfaj
esetében, hogy egy esetlegesen hamis pozitiv, el6zetes virusdiagnosztika miatt ne legyen a
fertozési kisérlet értékelhetetlen.

A fert6zés soran a négy kiilonbozo jellel ellatott levélmintat egyazon doérzsmozsarban
homogenaltuk inokulalé puffer jelenlétében, majd abrazivum segitségével a komplex fertdzést
hordozé inokulummal fertéztiink. Amennyiben a két-két mintat kiilon dorzsoltiik volna szét és
inokulaljuk, Ggy egyedi fert6zés létrejottének esetén felmertiilt volna a kérdés, hogy vajon azért
nem jott 1étre kevert fertdzés, mert a két inokuléacio koziil az egyik sikertelen volt, vagy azért, mert
andvényi szovetben a kevert fertézés nem volt képes kialakulni. A két virusfajjal torténé egyidejii
inokulacio egyértelmiibb eredményt biztositott ebben a tekintetben.

Az inokulaciét minden esetben egy novény két kiilonb6zd levelén hajtottuk végre, mintat
pedig a 4.2.8.1. alfejezetben ismertetett modon vettiink. Az igy fert6zott husz darab fokhagyma
novényekbdl hoztuk létre a CarlaAS1-20 (carlavirussal fert6zott Allium sativum) sorozatot (18.

tablazat). A mesterséges fertdzés eredményességét a HaCarla és M4 primerparral ellendriztiik.
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18. tablazat: Mesterségesen fert6zott poréhagyma és fokhagymamintdik

Fert6zott minta Fert6zott novényi Fertozéshez s
. . Virus atvitele
neve anyag felhasznalt minta

PotyAP1 Allium porrum "Lincoln’ 23A LYSV
PotyAP2 Allium porrum "Lincoln’ 23A LYSV
PotyAP3 Allium porrum ’Lincoln’ 23A LYSV
PotyAP4 Allium porrum ’Lincoln’ 23A LYSV
PotyAP5 Allium porrum "Lincoln’ 23A LYSV
PotyAP6 Allium porrum "Lincoln’ 23A LYSV
PotyAP7 Allium porrum ’Lincoln’ 23A LYSV
PotyAP8 Allium porrum ’Lincoln’ 23A LYSV
PotyAS1 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ 23A LYSV
PotyAS2 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ 23A LYSV
PotyAS3 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ 23A LYSV
PotyAS4 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ 23A LYSV
PotyAS5 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ 23A LYSV
PotyAS6 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ 23A LYSV
PotyAS7 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ 23A LYSV
PotyAS8 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ 23A LYSV

. . . L. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS1 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . .. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS2 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . .. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS3 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . L. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS4 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . L. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS5 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . .. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS6 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . .. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS7 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . . . 39A, 37A GCLV

CarlaAS8 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . L. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS9 Allium sativum ‘Makdi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . .. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS10 Allium sativum ‘Makdi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . .. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS11 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . . . 39A, 37A GCLV

CarlaAS12 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . L. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS13 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . .. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS14 Allium sativum ‘Makdi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . .. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS15 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . . . 39A, 37A GCLV

CarlaAS16 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . L. . 39A, 37A GCLV

CarlaAS17 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . - . 39A, 37A GCLV

CarlaAS18 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . . . 39A, 37A GCLV

CarlaAS19 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
. . . . . 39A, 37A GCLV

CarlaAS20 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi 10A, 9B SLV
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5. EREDMENYEK ES AZOK MEGVITATASA

5.1. A PCR vizsgalatok eredményeli, virusfajok- és nemzetségek kimutatasa

Munkdm soran 45 darab, kiilonb6z6 helyekrdl szarmazo fokhagyma virusfertézottségét
vizsgaltam meg RT-PCR eljarassal potyvirus, carlavirus €s allexivirus fert6zottség szempontjabol.
A virusfert6zottnek itélt mintak esetében 31 alkalommal szekvenciaanalizis is késziilt, melyekbdl
filogenetika torzsfat is készitettiink.

A magyarorszagi 23A LYSV izolatumot szamos tovabbi szempontbol is vizsgaltam, a genom
minél szélesebbkorii megismerése érdekében. Ehhez egy a szakirodalombol kdlesonzott és altalam
optimalizalt szakirodalmi eredetli primerkészletet, tovabba egy altalam tervezett, szintén a teljes
genom megismerését célzo primerkészletet hasznaltam fel. Ehhez tobb hagyomanyos PCR és td-
PCR protokollt is alkalmaztam.

A magyarorszagi LYSV izolatummal végzett mesterséges fertézési kisérlet soran még 8
fokhagyma ¢és 8 poréhagyma minta virologiai vizsgalatat végeztem el RT-PCR modszerrel. A
carlaviruskkal végzett, fajok kozotti kevert fert6zés 1étrehozasat célzd provokacios kisérletben
tovabbi 20 fokhagymamintét vizsgaltam meg, szintén RT-PCR eljarassal.

A dolgozatban 6sszesen 81 kiilonb6z6 ndvényminta virologiai vizsgalatara kertilt sor, mely
sorana LYSV, GCLV, SLV, GarV-B, GarV-C, GarV-D ¢és GarV-X virusfajok kimutatasara tortént
meg RT-PCR eljaréassal, majd ezeket az eredményeket szekvenciaanalizis tjan is megerdsitettiik.

A kutatasban 52 primer felhasznalasara keriilt sor, melybdl 14 szenz és 11 antiszenz primer
sajat fejlesztésti, 2 szenz primer és 3 antiszenz primer szakirodalmi eredetii, valamint tovabbi 10

primerpar szakirodalmi eredetti, de 4ltalunk optimalizalt.
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5.1.1. Eredmények a HaPoty, HaCarla és HaAllexi primerkésziettel

A HaPoty és M4 primerpar felhasznalasaval kapott gélképek alapjan elmondhato, hogy a
fokhagymat fert6z6 valamennyi ismert potyvirus fajt sikeresen kimutattuk a vizsgalt mintakbol
(M6. melléklet M32. tablazat), a LYSV virusfaj jelenlétét szekvenciaadatokkal is megerdsitettiik
(M2. melléklet M1. tablazat). A sajat tervezésti HaPoty szenz primer segitségével, az M4 antiszenz
primer jelenlétében a fajok jol elkiilonithetok a PCR-termék hossza alapjan.

Az RT-PCR-t kovetd gélelektroforézis gélképen a LYSV fertdzottséget mutato jelet 1200
bp kornyékén lathatjuk a 7. szamt zsebben. Az OYDV fajhoz tartozé PCR-termék hossza 650 bp
koriil a 4. szam1 zsebben lathato, mig a SYSV faj PCR-termékének hossza 550 bp koriil alakult a
8. szamu zsebben. Az abran M betiivel jeloltiik a markert, az abra bal oldalan a marker altal jelolt
bp hosszusagok, a jobb oldalan pedig a PCR-termékekhez tartoz6 bp hosszsagok lathatok (11.

abra).

LYSV: ~ 1200 bp
OYDV: ~650 bp
SYSV: ~550 bp

. 1200 bp

650 bp

500 bp 550 bp

11. abra: Néhany fokhagymaminta HaPoty és M4 primerparral végzett RT-PCR analizise

A HaPoty és M4 primerparral vizsgalt, 6sszesen 45 fokhagymaminta koziil 30 db volt
fertdzott a nemzetség legalabb egy fajaval, (66,6%) 11 minta esetében pedig kevert fertdzottséget
azonositottunk (26,6%). A kinai mintak esetében kizardlag nemzetségen beliilli komplex
fert6zéssel talalkoztunk, a spanyol mintak szintén jelents potyvirus fertézottséget mutattak. Ez
aggaszto lehet, ugyanis Kina €s Spanyolorszag a vilag legnagyobb el6allitol kozé tartoznak.

A magyarorszagi mintak virusfert6zottsége is igen magas volt, a 25 db magyar eredetii
mintabol 17 db fertdzott volt a nemzetség valamelyik fajaval (68%), ebbdl 5 mintaban a fertdzés
kevert formaban volt jelen (20%). A torténelmi és nemzetgazdasagi jelentdségii makoi termotajrol
szarmazo mintdkbdl egyedi és kevert fertdzések forméjaban valamennyi vizsgalt virusfajt
kimutattuk (M6. melléklet M32. tablazat).

A 23A mintabdl kimutatott LYSV izolatum az NCBI adatbézisban fellelhet6 LYSV
izolatumok kozil a legnagyobb genetikai azonossagot a Spanyolorszagban leirt HQ918255
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izolatummal mutatta a CP gén nukleotid szekvenciaja alapjan. A BLAST analizis eredménye
szerint a két minta 99%-os atfedése mellett (query cover) a genetikai azonossag 92,6%-0s (percent
identity) A 23A mintabol kimutatott LYSV izolatum a filogenetikai torzsfan is ezzel a spanyol

izolatummal egyiitt csoportosult (12. abra).

ref OYDV - GLVMWAPCPZ2

ref SYSW - AJ223826

————* ref LYSV - HQ258895

77— ® 23A-LYSV

0,250

12. abra: A 234 mintabol szarmazo LYSV izolatum filogenetikai torzsfaja a kopenyfehérjét kodolo régio alapjan
(1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA modszerrel)

HaCarla és M4 primerpar felhasznalasaval a Carlavirus nemzetség mindkét fokhagymat
fert6z6 fajat kimutattuk RT-PCR technikat alkalmazva. Az altalunk tervezett HaCarla szenz
primer az M4 antiszenz primer jelenlétében alkalmasnak bizonyult a két carlavirus faj egyidejt
kimutatasara és elkiilonitésére az eltéré hosszusagi PCR-termékek elvén. Az abran néhany
carlavirussal fert6zott minta lathatd. A gélkép 1. és 8. szamu zsebében a GCLV fert6zottséget jelzd
kb. 800 bp hosszasagu termék, mig a 4. és 7. zsebben az SLV-re jellemzé 700 bp hosszusagu
termék lathato. A gélképen M betiivel a markert jeloltiik, bal oldalon a markerhez tartozo bp
hosszusagokat, jobb oldalon pedig a fokhagymat fertéz6 két carlavirus fajhoz tartozo bp

hosszusagokat szemléltettiik (13. abra).
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GarCLV: ~ 800 bp
SLV: ~700 bp

1000 bp 800 bp

700 bp
500 bp

13. abra: Néhany fokhagymaminta HaCarla és M4 primerpdrral végzett RT-PCR analizise

A vizsgalatba bevont 41 mintdbdl 19 esetben (46,3%) mutattunk ki carlavirus
fertdzottséget, kevert fertdzéseket a nemzetség esetében nem taldltunk. Eredményeink alapjan
Magyarorszagon a GCLV faj a jellemzdbb, az SLV fajt minddssze egy esetben mutattuk ki (M6.
melléklet M32. tablazat).

HaCarla primer megbizhat6 felhasznalhatosagat szekvenciaanalizissel is tobbszordsen
megerdsitettiik (M2. mellékelt, M2.-M8. tablazata). A harom SLV izoldtum ugyanazzal a
MNO059228.1 egyedi azonositoji dél-koreai izolatummal mutatta a legnagyobb genetikai
azonossagot, amelyet a kutatok Garlic latent virus néven rogzitettek az NCBI adatbazisaban. A
GCLYV izolatumok japan és dél-koreai izolatumokkal voltak a leginkabb azonosak (19. tablazat).

19. tablizat: A HaCarla és M4 primerpdrral nyert szekvenciaadatok BLAST analizisének eredményei

Legnagyobb

) Szekvenciak Atfed részek
: CHOTUSE T Legnagyobb . atfedése % azonossaga %
Minta neve mutaté szekvencia azonossagot Primerpar o 2oL
mutatb virusfaj (query cover) (percent identity)
1A AB004805.1 GCLV Ha&i”a 97 99,16
SLV HaCarla
17A MN059228.1 (Garlic latent virus néven) M4 95 97,31
SLV HaCarla
1B MN059228.1 (Garlic latent virus néven) M4 o S
SLV HaCarla
19A MN059228.1 (Garlic latent virus néven) M4 o7 96,80
23A MN059140.1 GCLV Haﬁj”a 100 96,50
43A MN059115.1 GeLV Haﬁj”a 100 95,38
438 MN059115.1 GeLV Haﬁj”a 100 95,78

Az NCBI adatbazisbol szarmazé GCLV ¢és SLV izolatumok, valamint a sajat
szekvenciaadataink kozott fenndlld rokonsdgi viszonyok szemléltetésére filogenetikai torzsfat
rajzoltunk (14. dbra). Az abran lathato, hogy az 1A, a 23A, a 43A és a 43 B izolatumok az
ABO004805 egyedi azonositoval rendelkezé GCLV referencia izolatummal mutatjak a legkdzelebbi
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rokonsagot, mag a 17A, a 17B és a 19A i1zolatumok az MK390365 egyedi azonositoval ellatott

SLV izolatummal mutatnak nagyobb genetikai azonossagot.

[ 1A - GarGLV
ref GarCLV - AB004805

43B - GarCLV

434 - GarCLV

234 - GarCLV

178 - 5LV

17A- 8LV

19A- 8LV

—————————————® ref 5LV - MK390365

0,180

14. dabra: Az dltalunk vizsgalt mintakbol szarmazo carlavirus izolatumok filogenetikai torzsfaja a kdpenyfehérjét
kédolo régio alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA mdédszerrel)

A HaAllexi és M4 primerpar felhasznalasaval vizsgalt 41 minta 93%-abol mutattuk Ki az
Allexivirus nemzetség jelenlétét, 6sszesen harom negativ mintat azonositottunk (M6. melléklet
M32. tablazat). A kozel 1000 bp hosszusagi PCR-termékek az Allexivirus nemzetség valamely
tagjanak jelenlétét mutatjak az egyes mintakban (15. abra). Az abra 1. és 5. zsebében halvany,
pozitiv jel lathato, mig a 2., a 3., a 4. és a 7. zsebekben er6s, 1000 bp koriili PCR-termék jelzi az
allexivirus fert6zottséget. A gélkép folott M betlivel a markert jeldltiik, a gélkép bal oldalan a
markerhez tartozo bp hosszisagokat, mig a jobb oldalon az allexivirus fertézottségre jellemzd

PCR-termékek helyét.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Allexivirusok: ~ 1000 bp

1000 bp 1000 bp

500 bp

15. abra: Néhany fokhagymaminta HaAllexi és M4 primerparral végzett RT-PCR analizise
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Az altalunk fejlesztett HaAllexi szenz primer a szakirodalmi eredetti M4 antiszenz primer
jelenlétében fajszinti hatarozast nem tett lehetové a nemzetségbe tartozo fajok magas szama miatt,
igy a fajokat szekvenciaanalizissel hataroztuk meg (M2. melléklet, M9.-M17. tablazat). A 23A
mintaban talalhat6 allexivirus izoldtum a dél-koreai kutatok altal leirt, lehetséges 1) allexivirus
fajjal, a GarV G-vel mutatta a legnagyobb genetikai azonossagot. Mivel azonban ezt a fajt az ICTV
még nem jegyzi Uj fajként, ezért a tdblazatban a masodik legnagyobb azonossagot mutatd
izolatumot is jeldltiik, amely az ICTV altal is kiilon fajként elismert GarV-B. Az 1A, 7A, 11A,
16A, 19A. 43A és 43B izolatumok azsiai és eurdpai GarV-D és X izolatumokkal mutattak
nagyfoku azonossagot (20. tablazat).

20. tablazat: A HaAllexi és M4 primerpdrral nyert szekvenciaadatok BLAST analizisének eredményei

Legnagyobb

azonossigot Legnagyobb Szekvenciak Atfedd részek
_ EERVEREES e
Mintaneve mutaté szekvencia azonossagot Primerpér atfedése % azonossaga %
mutato virusfaj S
(query cover) (percent identity)
1A MNO59404.1 Garv-X Ha’:‘/l"'fx' 99 85,41
A MN059370.1 GarV-D Haa"'fx' 99 93,39
11A MN059370.1 GarV-D Hamex' 100 93,61
16A 1X682873.1 Garv-D Ha’:‘/l""ex' 97 96,93
19A MNO059370.1 Garv-D Ha’:‘/l"'fx' 99 93,39
. MN059331.1 GarV G HaAllexi 100 92,95
MN059170.1 Garv-B M4 100 92,84
43A MN059370.1 GarV-D Hamex' 99 92,51
438 1X682873.1 GarV-D Haa'z'fx' 9 92,31
49A LN875276.1 Garv-x Ha’:‘/l'z'fx' 100 100

Az NCBI adatbézisbol szdrmazod referenciaizolatumok és a sajat szekvenciaadataink
kozotti rokonsagi kapcsolatok feltarasara filogenetikai torzsfat rajzoltunk. Az abran lathato, hogy
az 1A és 49 mintak szekvenciaadatai a JQ807994 egyedi azonositoval ellatott GarV-X referencia
izolatummal mutattak a legnagyobb genetikai azonossagot, a 23 A minta az AF543829 azonositoju
GarV-B, mig a 7A, a 11A, a 16A, a 19A, a 43A és a 43B izolatumok a KX889819 GarV-D
referencia izoldtummal mutattdk a legkozelebbi rokonsagot. A feltart rokonsagi viszonyokat az

16. abran szemléltettiik.
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® A0A - GarV X

® ref Gary' X -JQB07994

® 1A - GarV X

& 23A-Garv B

& ref GarV B - AF543829

® ref Gary C-HM777004

#® ref Garv A-MHE36308

ref Garv E-LC097189

——® TA-GarvD

% 11A-Garv D

———*® 19A-GarvD

® 43A-Garv D

—————————® 16A -GarVD

& 438 - GarV D

@ ref Gary D - Kx889819

@ ref ShV X - JX682824

ref GMBbFV - AY390254

0,080 )

16. dabra: Az altalunk vizsgalt mintakbol szarmazo allexivirus izolatumok filogenetikai torzsfaja a kdpenyfeherjét kodolo gén alapjan
(1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA modszerrel)
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5.1.2. Eredmények a Gupta- és Yoshida-féle mddositott primerkészlettel

A Gupta-és Yoshida-féle primereket Osszesen 6t PCR protokollal alkalmaztuk. A
hagyoményos PCR sordn a primerek egyik része esetében 50 °C-os, mig a masik része esetében
55 °C-0s anellacidos homérsékletet alkalmaztunk (15. tablazat). A harom, kiilonb6z6 anellacios
hémérsékleti intervallumot alkalmaz6 protokoll szerinti td-PCR vizsgalatot minden primerpar
esetén elvégeztiik, a megfeleld hossziusagi PCR-termékeket a 17.-20. abrakon piros karikaval
jeloltik. Megfeleld hosszisagu terméknek tekintettiik azt, amelyik a 9. tdbldzat szerinti
mérettartomanyba esett, + / - 200 bp. Ennek oka, hogy a primereket a rendelkezésre allo LYSV
teljes genomok szekvenciaadatai alapjan terveztiik, azonban az altalunk vizsgalt 23A LYSV
izolatum szekvenciaadatair6l nem alltak rendelkezésiinkre atfogd, elézetes szekvenciaadatok. Az
altalunk vizsgalt LYSV izolatum genomjanak esetében, a szakirodalmi adatokhoz képest az
esetleges delécidk, vagy inzerciok okozta kisérleti hibak kisziirése érdekében, az elméletben
megallapitott megfelel6 bp hosszisagh tartomanyt a gyakorlatban igy némi ratartassal kezeltiik.

A pirossal bekarikazott termékeket, tovabba a Yoshida-féle primerparral kapott terméket
izolaltuk és szekvenaltattuk. A visszakapott szekvenciaadatok egy része nem hordozott értelmes
genetikai informaciot a BLAST analizis alapjan. A LYSV P1 —yshd F és LYSV P1 —yshd R, a
LYSV CP F és LYSV CP R, valamint a LYSV NIb F és LYSV NIb R primerparokkal végzett
PCR vizsgalatok sordn azonban a LYSV fajra vonatkozoan 1j nukleotid szekvenciaadatokat
kaptunk, melyeket az NCBI adatbazisban fellelhetd LYSV szekvenciaadatokkal hasonlitottuk
Ossze. Ezen szekvencidk BLAST analizisének eredményeit a 21. tdblazat szemlélteti. Ezek alapjan
az LYSV P1 —yshd F és LYSV P1 — yshd R primerparral vizsgalt minta az MN059482.1 egyedi
azonositoju referencia izoldtummal, az LYSV CP F és az LYSV CP R primerparral vizsgalt minta
a GU373816.1 azonositoju izolatummal, az LYSV NIb F és az LYSV NIb R primerparral vizsgalt
minta pedig a KP258216.1 azonositoju izolatummal mutatta a legnagyobb genetikai azonossagot.

Altaldnos megfigyelésiink, hogy a td-PCR technikat alkalmazva tobb, a megfeleld
tartomanyba es6 PCR-terméket kaptunk, mint a hagyomanyos PCR technikédval, ugyanakkor a
nem megfeleld méretii, aspecifikus termékek szama is nagyobb volt. A szekvenciaadatokat az M3.

szamu melléklet M18.-M20 t4blazata tartalmazza.

21. tablazat: A Gupta- és Yoshida-féle primerpdrokkal nyert szekvencia adatok BLAST analizisének eredményei

Legnagyobb
. azonossagot
Mintaneve  mutaté szekvencia

Legnagyobb Szekvencidk  Atfedd részek

azonossagot Protokoll atfedése % azonossaga %

mutaté Primerpar

virusfaj (query cover) (percent identity)

LYSV P1F —yshd

PotyAS3 MN059482.1 LYSV LYSV PR - yehd 50 °C PCR 22 83,08
LYSVCPF B

PotyAS3 GU373816.1 LYSV LYS\V OP R 55°C PCR 98 89,24
LYSV NIb F .

PotyAS3 KP258216.1 LYSV e NG 52 > 40 °C td-PCR 100 87,89
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M LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV
S Pl He-Pro Cl Nla NIb Cp P3 32

LYSV 5’: ~670 bp
LYSV P1: ~1000 bp
LYSV Hc-Pro: ~1000 bp
LYSV CI: ~2800 bp
LYSV Nla: ~1700 bp
LYSV NIb: ~1800 bp
LYSV CP: ~860 bp
LYSV P3: ~1000 bp
LYSV 3’: ~260 bp

3000 bp

1500 bp

500 bp

17. dbra: A Gupta-féle primerkésziettel 50-55 °C anelldacios hémérsékleten végzett hagyomdanyos PCR eredményei

M LYSV LYSV LYSV LYSV LY:S\" LY_SV LYSV LYSV LYSV

5? Pl He-Pro CI Nla NIb CP P3 32
LYSV 5’: ~670 bp
LYSV P1: ~1000 bp
LYSV Hc-Pro: ~1000 bp
LYSV CI: ~2800 bp
LYSV Nla: ~1700 bp
LYSV NIb: ~1800 bp
LYSV CP: ~860 bp
LYSV P3: ~1000 bp
LYSV 3°: ~260 bp

3000 bp

1500 bp

500 bp

18. abra: : A Gupta-féle primerkésziettel 52 > 40 °C anellacios hémérsékleten végzett td-PCR eredményei

M LYSV LYSV  LYSV LYSV  LYSV LXjSV LYSV LYSV LYSV

5 Pl Hce-Pro CI NIa NIb Ccp P3 3

LYSV 5’: ~670 bp
LYSV P1: ~1000 bp
LYSV Hc-Pro: ~1000 bp
LYSV CI: ~2800 bp
LYSV Nla: ~1700 bp
LYSV NIb: ~1800 bp
LYSV CP: ~860 bp
LYSV P3: ~1000 bp
LYSV 3’: ~260 bp

3000 bp

1500 bp

500 bp

19. dbra: A Gupta-féle primerkésziettel 60 > 45 °C anelldacios hémérsékleten végzett td-PCR eredményei

M LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV LYSV
5 P1 Hec-Pro CI Nla NIb CP P3 3

LYSV 5’: ~670 bp
LYSV P1: ~1000 bp
LYSV Hc-Pro: ~1000 bp
LYSV CI: ~2800 bp
LYSV Nla: ~1700 bp
LYSV NIb: ~1800 bp
LYSV CP: ~860 bp
LYSV P3: ~1000 bp
LYSV 3°: ~260 bp

3000 bp
1500 bp

500 bp

20. abra: A Gupta-féle primerkésziettel 65 > 48 °C anelldcids hémérsékleten végzett td-PCR eredményei
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5.1.3. Eredmények a fajspecifikus Allexivirus primerekkel

A 49A minta esetében a sajat fejlesztésti GarV-X (for) és GarV-X (rev), valamint a
szakirodalmi eredetli GarV-X (for) — prk és GarV-X (rev) — prk primerparok hasznalataval a PCR
soran nem keletkezett a GarV-X fertdzottségre utalo, megfeleld hossziasagu PCR-termék, holott a
minta fertdzottségét egy korabbi kisérletlinkben mar igazoltuk a HaAllexi és M4 primerekkel
végzett PCR soran keletkezett termék szekvenciaanalizisével.

A BAJA minta GarV-C fert6zottségér6l nem rendelkeztiink informaciokkal a korabbi
kisérleteinkbdl, azonban fert6zottségét a Bereda-féle, szakirodalmi eredetii GarV-C (for) — brd és
GarV-C (rev) — brd primerpar felhasznalasaval sikertlt kimutatnunk. A PCR-termék
szekvenciaanalizisével a primerpar miikodéképességét és a BAJA minta GarV-C fert6zottségét
egyarant visszaigazoltuk.

A 23A minta GarV-B fertézottségérél rendelkeztiink szekvenciaadatokkal korabbi
Kisérleteinkbdl, melyet a HaAllexi és M4 primerkészlettel végzett PCR soran keletkezett termék
szekvenalasaval nyertiink. Az altalunk tervezett GarV-B (for) és GarV-B (rev) fajspecifikus
allexivirus primerpar miikodoképességének visszaigazoladsara a 9A minta PCR vizsgélata soran
felszaporitott DNS szakaszt kiildtiik szekvenciaanalizisre, melyrdél kordbban nem rendelkeztiink
szekvenciaadatokkal. A szekvenciaadatok BLAST analizise soran a primer miikodéképessége
megerdsitést nyert, mivel a szekvencia adatok a MN059150.1 szamua GarV-B referencia
izolatummal mutattak a legkdzelebbi rokonsagot.

A 32A és 34 B mintak allexivirus fert6zottségérdl nem rendelkeztiink adatokkal a korabbi
kisérleteinkbdl. A sajat fejlesztésti GarV-D (for) és GarV-D (rev) primerpar felhasznalasaval
mindkét izolatum GarV-D fert6zottségét sikeriilt kimutatni (21. abra), melyet a PCR-termékek
szekvenciaanalizisével visszaigazoltunk (M4. melléklet M21.-M25. tablazat).

GarV B: ~910 bp

49A 49A BAJA 23A 9A  34B 32A - GarV C - brd: ~1557 bp
M GaVX GaVX GaVC GuVB GuVB GaVD GaVD ctrl

GarV D: ~1050 bp
GarV X: ~860 bp
GarV X - prk: ~661 bp

1500 bp 1500 bp

1000 bp 1000 bp

500 bp 500 bp

21. dbra: Szakirodalmi eredetii és sajdt fejlesztésii allexivirus primerpdrokkal elért RT-PCR eredmények
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A 9A mintabol kimutatott GarV-B, 32A mintabol kimutatott GarV-D és a BAJA mintabol
kimutatott GarV-C izolatumok a szekvenciaadatok alapjan dél-koreai izolatumokkal, a 34B
mintabol kimutatott GarV-D egy ausztral, mig a BAJA mintabol kimutatott GarVV-D egy lengyel

izolatummal mutatta a legnagyobb genetikai azonossagot (22. tablazat).

22. tablazat: BLAST analizis eredménye a fajspecifikus allexivirus primerekkel nyert szekvenciaadatokon

Legnagy'obb Legnagyobb Szekvenciak Atfedd részek
azonossagot azonossagot atfedése % azonossaga %
mutato
Virusfaj (query cover) (percent identity)

Primerpar

Minta neve mutaté szekvencia

(NCBI)

%A MN059150.1 Garv-B Sans gg\r/)) 98 95,51
2A MN059388.1 Garv-D VS ((IEJ)) 100 99,43
348 IN019815.1 Garv-D VS gg\’g 100 86,77

MN059141.1 Garv-C Sarve ((‘;grr))’grrg 99 90,11
BAJA
KX889785.1 Garv-D Sav D ((ISJ)) %8 90,98

Az NCBI adatbazis referencia izolatumai és a sajat szekvenciaadataink kozotti rokonsagi
viszonyok feltaraséra filogenetikai torzsfat rajztoltunk. A 32A ¢és a 34B minta a KX889819 egyedi
azonositoval ellatott GarV-D referencia izolatummal mutatta a legnagyobb genetikai azonossagot,
a 9A minta pedig az AF543829 azonositoji GarV-B izolatummal. A BAJA mintabol a két
kiilonb6z6 fajspecifikus primerpar felhasznalasaval a GarV-D ¢és a GarV-C fajt is kimutattuk. A

sajat GarV-B, GarV-C és GarV-D szekvenciak rokonsagi viszonyait a 22. abran szemléltetjiik.

— ref GarV A - MHE86308

ref GarV'E - LC097189
| ' . ref GarV D - KXB829819

L ®BAIA-GarVD

34B-Garv D

ref GMbFV - AY390254

‘ - BAJA-GarV C

ref GarV G - HM777004

ref Sh/ X - JXG682824

,.—o 9A-GarV B
I.—. ref GarV B - AF543829

ref Gar X - JQ807994

0,090

22. abra: Az altalunk vizsgalt mintakbol szarmazo allexivirus izolatumok filogenetikai térzsfija a képenyfehérjét
kodolo gén alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA mddszerrel)
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5.1.4. Eredmények a sajat fejlesztésii LYSV primerekkel

A sajat fejlesztésti LY SV primerekkel végzett, eltérd anellacios hdmérsékletli két PCR-, és
tovabbi harom, td-PCR protokollal nyert termékeket a 23.-28. abrak mutatjdk. Azokat a
termékeket, amelyek az adott primerparhoz tartoz6, megfeleld hosszlisagl tartomanyba estek, az
abrdkon piros ellipszissel jeloltik. Megfeleld hosszusagi tartomanynak tekintettiik a 11.
tablazatban feltiintetett bp hossztsag + / - 200 bp-t, a Gupta- és Yoshida-féle primerkészletek
hasznalatakor ismertetettekhez hasonld okokbdl. A pirossal bekarikazott PCR-termékek koziil
mind a kilencet izolaltuk és szekvenciaanalizisre kiildtiink, azonban néhany esetben nem kaptunk
vissza értelmes szekvenciaadatokat a BLAST analizis alapjan. Ertelmes szekvenciaadatokat
nyertiink azonban a HC-Pro-P3 fehérjét, a CI fehérjét és a CP-t kodold régiok megsokszorozasara
tervezett LYSV2 FOR és LYSV2 REV, az LYSV4 FOR és LYSV4 rev, valamint az LYSVE8 FOR
¢s LYSVS8 REV primerparokkal felszaporitott PCR-termékek szekvenalasa soran.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a td-PCR technika hasznalataval tobb, a
megfeleld bp hosszusagu tartomanyba esé6 DNS szakasz keletkezett, azonban az aspecifikus
termékek szama is nagyobb volt. A hagyoméanyos PCR technikat alkalmazva a PCR-termékek
szama kevesebb, ¢és a nem a célszekvenciakkal vald hibridizaciobol (mispriming) szarmazo, nem
megfelelé méretli termékek szama is alacsonyabb. Megfigyelhetd, hogy szekvenciaadatokat az
LYSV2 (FOR) ¢s LYSV2 (REV), az LYSV4 (FOR) és LYSV4 (REV), valamintaz LYSV8 (FOR)
és LYSV8 (REV) primerparok felhasznalasa esetén nyertiink. Ezen primerparok esetében a
gélképek alapjan mind a hagyomanyos (23. és 24. abra), mind a td-PCR soran (25.-28. abra) a
megfeleld mérettartomanyba esd termék amplifikélodott (MS5S. melléklet M26-M31. tablazat). A
BLAST analizis alapjan megallapithatd, hogy a LYSV2 (FOR) és LYSV2 (REV), valamint az
LYSV4 (FOR) és az LYSV4 (REV) primerparok felhasznalasaval kapott PCR-termékek a
KP258216 azonosit6ju, mig a LYSV8 (FOR) és az LYSVS8 (REV) primerparok felhasznalasaval
kapott PCR-termékek a HQ918255 azonositoju LYSV referencia izolatummal mutattak a

legnagyobb genetikai azonossagot.

23. tablazat: BLAST analizis eredménye sajat LYSV primerekkel nyert szekvenciaadatokon

Legnagy,obb Legnagyobb Szekvenciak ) l:esz?,k
azonossagot azonossagot atfedése Y azonossaga %
Minta neve mutaté szekvencia muta t()g Primerpar Protokoll ¢
5 . (percent
virusfaj (query cover) : .
LYSV2 (FOR) o
PotyAS3 KP258216 LYSV LYSV2 (REV) 50 °C PCR 97 87,68
LYSV2 (FOR) .
PotyAS3 KP258216 LYSV LYSV2 (REV) 65> 48 °C td-PCR 95 89,07
LYSV4 (FOR) o
PotyAS3 KP258216 LYSV LYSV4 (REV) 48 °C PCR 96 86,06
LYSV4 (FOR) .
PotyAS3 KP258216 LYSV LYSV4 (REV) 60 > 45 °C td-PCR 88 87,77
LYSV8 (FOR) N
PotyAS3 HQ918255 LYSV LYSV8 (REV) 50 °C PCR 95 89,07
LYSV8 (FOR) o 4
PotyAS3 HQ918255 LYSV LYSV8 (REV) 65> 48 °C td-PCR 99 88,30
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M LYSV 4 LYSV6 LYSV7 M LYSV4 LYSV6 LYSV7

LYSV4: ~1450 bp LYSV4: ~1450 bp

1500 bp LYSV6: ~1650 bp LYSV6: ~1640 bp

1000 bp LYSV7: ~1900 bp 1500 bp EESN <1200 by
1000 bp

500 bp

500 bp

23. dbra: A sajat LYSV primerkésziettel 48 °C anelldacios hémérsékleten végzett 26. dbra: A sajat L_YSVprimerkészlettel 60 > 45 °C anellacios homérsekleten végzett

hagyomdnyos PCR eredményei td-PCR eredményei

M LYSV1 LYSV2 LYSV3 LYSVS LYSVS M LYSV2 LYSVS5 LYSV8

LYSV1: ~1600 bp
LYSV2: ~1500 bp
LYSV3: ~1800 bp
LYSVS5: ~1350 bp
LYSV8: ~1400 bp 500 bp

LYSV2: ~1500 bp
LYSVS5: ~1350 bp
LYSVS8: ~1400 bp

1500 bp
1000 bp 1500 bp

1000 bp
500 bp

24. dbra: A sajat LYSV primerkészlettel 50 °C anelldcios hémérsékleten végzett 27. dbra: A sajat LYSV primerkésziettel 65 > 48 °C anelldciés hémérsékleten végzett td-
hagyomdanyos PCR eredményei PCR eredményei (1)
M LYSV1  LYSV6 LYSV7 M LYSV1I LYSV2 LYSV7

LYSV1: ~1600 bp
LYSV6: ~1650 bp

LYSV1: ~1600 bp
LYSV2: ~1500 bp

LYSV7: ~1900 bp 1500 bp LYSV7: ~1900 bp
1500 bp 1000 bp
1000 bp 500 bp
25. dbra: A sajat LYSV primerkésziettel 52 > 40 °C anelldacios hémérsékleten végzett td- 28. dbra: A sajd_tLYSVprimerkészlettel 65 > 48 °C anellacios hdmérsékleten végzett td-
PCR eredményei PCR eredményei (2)
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5.2. 23A (PotyAS3) LYSV izolatum szekvenciaadataival elért eredmények

A 23A minta szovetnedvével mesterségesen inokulalt PotyAS3 fokhagymardl gyiijtott
levélminta LYSV fertdzottségét és a LYSV izolatum szekvenciaadatait tobb primerkészlettel
vizsgaltuk.

e A HaPoty és M4 primerpar segitségével a kopenyfehérje régiorol nyertiink
adatokat.

e A Gupta- és Yoshida-féle primerkészlettel a P1 fehérjét, az NIb fehérjét, valamint
a CP szekvenciaadatair6l nyertiink informéaciokat.

o Végezetill a sajat fejlesztési LYSV primerkészlet segitségével szintugy a CP
régiordl, tovabba a CI, a HC-PRO és P3 fehérjéket kodolo régiokrol szereztiink
szekvenciaadatokat.

A teljes genomhoz képest a megismert szekvenciaadatokat vizualisan a 29. abra
szemlélteti. A képhez sziikséges adatokat a CLC Sequence Viewer 7. szoftver szekvenciaadatokat
Osszeilleszté szolgaltatasaval (alignment) allitottuk eld, referenciaként a KP268216 izolatumot
hasznaltuk.

Az abra tetején 1év6 sematikus Tobacco etch virus abrat a szakirodalombol kdlesondztitk
(KING et al. 2011). Az abrara val6 illesztése azt hivatott szemléltetni, hogy hozzavetdlegesen
mely fehérjéket kodold régiokrol rendelkeziink szekvenciaadatokkal a 23A LYSV izolatum
esetében. A z0ld és piros atfedésekkel az ismert és ismeretlen nukleotid sorrendii régidkat
szineztiik. Az abra bal oldalan a célszervezet neve, a kimutatni kivant régid neve és a felhasznalt
primer eredete szerepel. Az abra jobb oldalan az adott szekvencia bp hosszsaga lathato.

Az é4bra belsd részében talalhaté fekete vizszintes savok az egyes szekvenciaadatok
genomban elfoglalt helyét mutatjadk a KP268216 referencia izolatumhoz képest. Az alattuk 1évd
piros oszlopok a KP268216 izolatummal val6 genetikai azonossagot mutatjak. A 2.000, 4.000,
6.000, 8.000, és 10.000 bp hosszisagok kiilon szerepelnek minden soron a koénnyebb
viszonyithatdsag kedvéért.

Az abrat vizsgalva megallapithatjuk, hogy a 23A LYSV izoladtum szekvencidjabol dsszesen
8843 nukleotidrol rendelkeziink informécioval, melyeknek egy része atfedésekben all egymassal,
és az atfedd részek nukleotid szekvencidja azonos. Amennyiben az atfedd régidkat egyesitjiik, ugy
kb. 6000-6200 nt adattal rendelkeziink, ami a teljes genom ~60%-a.

Legtobb informaciéval a CP régié nukleotid sorrendjérdl rendelkeziink, ezt harom
fliggetlen primerparral is sikeriilt PCR soréan felszaporitani. A legkevesebb adat, az dbra alapjan a

PIPO, az Nla ¢és a 6K 1 fehérjéket kodolo régiok nukleotidok sorrendjérdl all rendelkezésiinkre.
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PIPO Nla

[l \ \
Pl-Pro | HC-Pro P3 I VPg | Proteaz NIb cp A(n)3 OH
= 6K1 6K2

200 4 {:}D e '.;m 8 DI)J 0 i)})

LYSVP1-Yoshida e 844

2:;33 4?}3 8000 80 10000
LYSV Hc-PRO + P3 - sajat —

697

LYSV Hc-PRO + P3 - s3jat e 824

LYSV CI - sajat & —

LYSV CI - sajat — . 1094

LYSV NI -Gupta —— 1068

2 ?:» 4 -?:» 8 clm 5 ?3: 0 i))n

LYSV CP - Gupta P 830

LYSV CP - sajat

LYSV CP - sajat

20 o 820 8000 1000
LYSV CP - HaPaty+N4 —— ()22
LYSV - KP258216 10341
Consensus
Conservahoh. e s - 0 " . m i ‘ i “HH”HIW]HH‘] ”“
e

29. dbra: A 234 LYSV izoldtum megismert szekvenciaadatainak elhelyezkedése a LYSV genomjdin

Megfigyelheté még, hogy bar a BLAST analizisek soran a kiilonb6z6 fehérjéket kodold
régiokrol szarmazé szekvenciaadatok kiilonboz6 referencia izolatumokkal mutattak a legnagyobb
genetikai azonossagot, filogenetikai torzsfan &brazolva minden szekvenciaadat a KP268216
izolatummal mutatta a legszorosabb rokonsagot (21. és 23. tablazat).

Az M9. melléklet M1.-M9. dbrain filogenetikai torzsfakbol lathatunk részleteket. Ezeknek
elkészitése soran az Osszes, az NCBI adatbazisaban rendelkezésre allo LYSV teljes genom
szekvenciaadatot (6sszesen 78 db) felhasznaltuk és mindig az adott fehérjét kodolo régio alapjan
mutattunk ki a rokonsagi viszonyokat a referencia izolatumok megfeleld régioi és az altalunk
kimutatott LYSV szekvenciaadatok kozott. Az igy elkészitett mind a kilenc torzsfan azt lathatjuk,

hogy az 6sszes szekvencia a KP268216 izolatummal mutatja a legkozelebbi rokonsagi kapcsolatot.
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5.3. Mesterséges fert6zési vizsgalatok eredményei

5.3.1. A 23A minta szovetnedvével végzett mesterséges fertozés eredményei

A LYSV-al végzett mesterséges fertézési kisérletben a 23A LYSV izoldtum nagy
mértékben, nyolcbol hét esetben képes volt fertézni a ‘Makoi Tavaszi® fokhagyma novényeket,
ami a mintak 87,5%-a. A mesterségesen fertdzott fokhagymak PCR tesztelése soran keletkezett
1000-1200 bp hosszusagut PCR-termékek a LYSV fertdzés Iétrejottét mutatjdk. Pozitiv
kontrollként a 23A minta LYSV fert6zottségének kimutatasat célz6, a HaPoty-M4 primerparral
végzett PCR vizsgalat sordn keletkezett kb. 1000-1200 bp hosszusagii PCR-terméket hasznaltuk
A 700-750 bp hosszusagu tartomanyban lathatd jel valdsziniileg valamilyen novényi eredetii
aspecifikus termék (30. abra).

Poty - +

M  Asl 2 3 4 5 6 7 g ctrl ctrl M

1500 bp
1000 bp 1000 bp
500 bp 500 bp

A 23A LYSV izolatum nem, vagy csak kis mértékben, nyolcbdl két esetben volt képes
fertézni a ’Lincoln’ poréhagyma novényeket, ez a mintak 25%-a (31. abra, 24. tablazat). Az 5. és
7. szamu zsebben halvany jelet lathatunk a megfeleld mérettartomanyban. Amennyiben LYSV
fertdzes jott 1étre ezekben a mintdkban, ugy a pozitiv kontrollal vald 6sszevetésben 1ényegesen
alacsonyabb viruskoncentraciot volt képes csak elérni, mint a fokhagyma névényekben (31. abra).

Poty - +
M  Aprl 2 3 4 5 6 7 8 ctrl ctrl M

1000 bp

500 bp
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5.3.2. Kevert Carlavirus fertozes létrehozasanak provokdcios kisérlete

A carlavirus fajokkal torténd mesterséges fert6zési kisérletben az inokuldlt ‘Makoéi
Tavaszi’ fokhagymamintakban 11 esetben alakult ki a fertézés (32. és 33. abra), 5 esetben GCLV,
6 esetben SLV fertézés. A GCLV-vel ferté6z6dott mintak ~800 bp hosszsagnal, mig az SLV-vel
fertézott mintak ~700 bp hosszusagnal adtak jol lathato jelet a gélképen. Pozitiv kontrollként a
GCLYV esetében a 39A, az SLV esetében a 9B jelti minta HaCarla-M4 primerparral végzett PCR
vizsgalat soran keletkezett termékét hasznaltuk.

A 39A és 37A jelti, GCLV-t tartalmazo, illetve a 10A és 9B jelii, SLV-t tartalmaz6 novényi
szovetekkel torténd inokulacid utjan kevert fertdzést nem sikeriilt 1étrehozni. A 24. tablazat a

CarlaAS1-20 sorozatban létrejott fert6zések alakulasat mutatja.

Carla + + P
M As1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 SLV GarCLV ctil M

800 bp

800 bp 700 bp

700 bp

32. abra: A CarlaAS1-10 sorozatban létrejitt carlavirus fertézéttség mesterséges inokuldacio hatasara

Carla & + _
M AS11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 SLV GarCLV ctl M

800 bp

800 bp
700 bp

700 bp

33. abra: A CarlaAS11-20 sorozatban létrejétt carlavirus fertdzottség mesterséges inokulacio hatdsara
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24. tablazat: A PotyAP1-8, a PotyAS1-8 és a CarlaAS1-20 sorozat mesterséges fertézésének eredményei

Fert6zott minta Fertozott novényi T . Fertozés
Inokulalt virusfaj . .
neve anyag sikeressége
PotyAP1 Allium porrum "Lincoln’ LYSV X
PotyAP2 Allium porrum ’Lincoln’ LYSV X
PotyAP3 Allium porrum ’Lincoln’ LYSV X
PotyAP4 Allium porrum "Lincoln’ LYSV X
PotyAP5 Allium porrum "Lincoln’ LYSV ?
PotyAP6 Allium porrum ’Lincoln’ LYSV X
PotyAP7 Allium porrum ’Lincoln’ LYSV ?
PotyAP8 Allium porrum Lincoln’ LYSV X
PotyAS1 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ LYSV X
PotyAS2 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ LYSV v
PotyAS3 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ LYSV v
PotyAS4 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ LYSV v
PotyAS5 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ LYSV v
PotyAS6 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ LYSV v
PotyAS7 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ LYSV v
PotyAS8 Allium sativum ‘Makoéi Tavaszi’ LYSV v
CarlaAS1 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCI:_IK/V X
CarlaAS2 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCI:_I§/V X
CarlaAS3 Allium sativum ‘Makéi Tavaszi’ S GCLV
CarlaAS4 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCII_I</V X
CarlaAS5 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCI:_I§/V GCLV
CarlaAS6 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCI:_I§/V SLV
CarlaAS7 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCLIQV GCLV
CarlaAS8 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCva SLV
CarlaAS9 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCf_I;/V X
CarlaAS10 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCf_I;/V X
CarlaAS11 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCLIQV GCLV
CarlaAS12 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCva X
CarlaAS13 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCf_I;/V SLV
CarlaAS14 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCf_I;/V X
CarlaAS15 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCLIQV GCLV
CarlaAS16 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCva X
CarlaAS17 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCI:_IQV SLV
CarlaAsi8 Allium sativum ‘Makéi Tavaszi oy sLv
CarlaAS19 Allium sativum ‘Makoi Tavaszi’ GSCLI;/V X
CarlaAS20 Allium sativum ‘Maki Tavaszi’ ooy GCLV

Megjegyzés: A v -val jelolt mintak esetében a fert6zés létrejott, az X-szel jelolt mintak esetében

a fert6zés nem jott létre. A ?-el jelolt mintak esetében a fertdzés 1étrejotte kérdéses.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az altalunk tervezett HaPoty szenz primer segitségével sikeresen kimutattunk valamennyi
fokhagymat fert6z0 potyvirus fajt. A kinai €s spanyol izoldtumok virusfertdzottsége aggasztd
képet fest a virusfajok behurcolasarol, ugyanis ez a két orszag nemcsak a legnagyobb fokhagyma
eléallitok kozé tartozik vildgszinten, hanem Kina a vilagelsd, Spanyolorszag pedig a mésodik
legnagyobb mennyiségii fokhagymat exportalo orszag volt 2020-ban (FAOSTAT, 2020).

A HaPoty szenz primer felhasznalasi lehetdségei kozott azonban érdemes megemliteni, a
potencialisan univerzalis potyvirus primerként vald felhasznalhatosagat. Ez az inditoszekvencia
ugyanis a NoOvénykortani Tanszéken folyd masik kutatasban, a Bean yellow mosaic virus
kimutatasara is alkalmasnak bizonyult az M4 antiszenz primerrel egylitt torténd felhasznalas soran.

A Gupta- és Yoshida-féle primerkészlettel végzett optimalizacios eljarasunk megitélése
kettds. Egyfeldl a kilenc primerpar koziil harommal sikeriilt eredményeket elérniink, ezek koziil a
két Gupta-féle esett at tényleges optimalizacion. Ilyen értelemben az optimalizacié sikerességének
hatasfoka alacsonynak tekinthetd, hiszen csak két esetben kaptunk vele pozitiv eredményt.

Masfeldl azonban a Gupta- és Yoshida-féle, valamint a sajat primerparok felhasznalasdnak
utjan szerzett szekvenciaadatok is azt mutatjak, hogy az optimalizacios eljaras alap gondolata,
miszerint a kdpenyfehérje régié alapjan legkozelebbi rokonséagi kapcsolatot mutato teljes genom
szerint optimalizaljuk a primereket, helyes elgondolas lehetett. Az M9. melléklet M1.-M9. abrajan
filogenetikai torzsfan abrazoltuk az altalunk kimutatott LYSV szekvenciadkat és az NCBI-on
elérhetd 0sszes LYSV teljes genom miénkkel azonos szakaszat.

Az igy elkészitett kilenc filogenetikai torzsfa mindegyikén megfigyelhetjiik, hogy az adott
génszakasz minden esetben a KP258216 referencia izolatummal mutatja a legkdzelebbi rokonsagi
kapcsolatot. Ez jelentheti azt is, hogy a kopenyfehérje régio alapjan a rokonsagi viszonyokra adott
prognozisunk az egyéb génszakaszok filogenetikai vizsgalata soran igazolddott, &m ennek
vizsgalata tovabbi kutatast és nagyobb mintaelemszamot igényelne.

Ismeretlen nukleotid sorrendii izolatum genomjanak feltérképezése esetén a primerek
optimalizacioja egy sziikséges 1épés lehet, ugyanis a szakirodalmi primerek hatékonysaga szamos
esetben nem igazolhat6 vissza in silico modszerekkel, a rendelkezésre allo referencia izolatumok
alapjan. Ugyanakkor az optimalizacios modszer még fejlesztésre szorul a hatasfok novelése
érdekében.

Az optimalizacio sziikségességét, amennyiben szakirodalmi primereket hasznalunk, az is
mutatja, hogy a teljes egészében az NCBI adatbazisban rendelkezésre 4ll6 referencia izolatumok
alapjan készitett sajat LYSV primerekkel lényegesen jobb eredményeket értiink el, mint a

referencia izolatumokkal kevesebb homoldgiat mutato, szakirodalmi tarsaikkal.
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A LYSV gazdandvény preferenciajanak vizsgalata azt az érdekes eredményt hozta, hogy
az altalunk azonositott hazai izolatum latszolag nem, vagy csak kis mértékben volt képes fert6zni
névadd gazdandvényfajat. A szakirodalom ugyan emlitést tesz a LYSV fokhagymat fertdzo
torzsérol, a LYSV-G-rél (LOT et al., 1998), azonban az NCBI adatbazis ezen a megkiilonboztetett
néven nem tartalmaz referencia izolatumokat, igy a mi izolatumunk és a LY SV kiilonb6z0 torzsei
kozotti rokonsagi viszonyok feltérképezése egyeldre nem lehetséges.

A carlavirusokkal elért eredményeinkben azt talaltuk, hogy a hianyoznak azok a mintak,
amelyek a nemzetség mindkét fajaval fert6zottek. Ehhez a megallapitashoz el6zetesen ellendriztiik
a HaCarla primer megbizhatosagat, illetve a GCLV és SLV virusok elkiilonitésére vald
alkalmassagat szekvenciaanalizissel és filogenetikai torzsfa felallitasaval is. Ezt kovetéen
hajtottuk végre a két virusfajt egyiitt tartalmazo6 inokulumokkal a provokacios fertdézéses tesztet,
amely soran nem sikeriilt mesterséges koriilmények kozott kevert fertdzést l1étrehoznunk egy
novényen beliil. A szakirodalomban talalhatunk olyan eredményeket is, ahol a két virus nem volt
egyidejlileg jelen (DOVAS és VOVLAS, 2003), de olyan eredmény is létezik, amelyben sikeriilt
a két fajt azonos novényi anyagbdl kimutatni (PAUZI et al., 2018). A jelenség tovabbi vizsgalata
lehet sziikséges, ugyanis a szakirodalom szerint a nemzetség kiilonboz6é fajai nem okozhatnak
egymassal szembeni keresztvédettséget egy gazdandvényen beliil (KING et al., 2011).

A kevert fertézések hianyanak tényét tovabb arnyalja, hogy az egyes fajokkal fert6zott
minték bizonyos foldrajzi mintazatot mutatnak; a francia mintdkbol csak a GCLV fajt, a kinai és
roman mintakbol csak az SLV fajt tudtuk kimutatni, mig a spanyol mintakbol egyiket sem tudtuk
kimutatni. Magyarorszagon belill is a tajegységek kozotti kiilonbség lathato; a makoi mintak a
GCLV-vel voltak fertézottek, a hajdinanasi mintak az SLV-vel, mig pl. a pusztaottlakai mintak
egyik fajt sem tartalmaztdk. A foldrajzi elhelyezkedés ¢€s a fert6z0 faj kozotti Osszefliggés
szignifikancidjanak megallapitasdhoz az éaltalunk hasznalt mintaeclemszdm ugyan alacsony volt,
maga a jelenség a tovabbi kutatasok soran figyelmet érdemelhet.

Az altalunk vizsgalt SLV izolatumok szekvenciaadatainak BLAST analizisét kovetéen azt
az eredményt kaptuk, hogy ezek az izolatumok a GLV fajjal mutatjak a legnagyobb genetikai
azonossagot (19. tablazat). A nomenklatura és a virusfajok atnevezéseinek zavarossaga miatt (3.5.
fejezet) felmeriilhet, hogy a GLV néven hivatkozott virus izolatumok vajon a GCLV vagy az SLV
mintakkal mutatjdk-e a szorosabb rokonséagi kapcsolatokat? A taxondmiai atcsoportositasok soran
a GLV-t az SLV fokhagymat fert6z6 torzseként is meghataroztak (SLV-G), igy az a kérdés is
felmertil, hogy a GLV néven hivatkozott izoldtumok az SLV fajon beliil valéban 6nall6 vonalat
képviselnek-e, vagyis az altalunk kimutatott izolatumok valoban a SLV-G torzs tagjai lehetnek-e.

A filogenetikai torzsfa (34. abra) vizsgalataval megallapithat6, hogy a GCLV és SLV

izolatumok egymastol élesen elkiiloniilnek, azonban a GLV ¢és SLV izoldtumok nem kiiloniilnek
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el egymastol. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy bar az altalunk fejlesztett HaCarla szenz primer
segitségével bizonyitottan el tudjuk kiiloniteni a GCLV ¢és SLV fajokat egymastdl, a filogenetikai
torzsfa vizsgalataval nem erdsitheté meg az a BLAST analizis altal sugallt tény (19. tablazat),

miszerint az altalunk kimutatott izolatumok valoban egy SLV-G vonalhoz tartoznanak.

ref GarCLV - MNO53137
I ref GarCLV - MNO59138

ref GarCLV - MND59136

t ref GarCLV - MN053135
ref GarCLV - MNO59139

ref GLV - MNO59250
ref SLV - JQB99443

———® el GLV - WND050218

ref GLV - MN0O59247
ref SLV - LC279526
ref GLV - MN0O59249
ref GLV - MN059251

ref SLV - MH389247

rel SLV - MH380248
17A-SLV
[::175-8Lw

19A-SLY

ref SLV - MGB57357

0,180

34. abra: Az dltalunk vizsgalt mintakbol szarmazo SLV izolatumok rokonsagi viszonyai a kopenyfehérjét kodolo gén
alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA médszerrel)

Az M4 antiszenz primer jelenlétéven a HaAllexi szenz primeriink miikodéképessége
tobbszordsen is megerdsitést nyert szekvenciaanalizisek utjan, azonban az Allexivirus nemzetség
magas fajszama miatt ezzel a primerparral a fajspecifikus hatdrozas nem lehetséges. A
szakirodalmi eredeti ¢és a sajat fajspecifikus primereink miikodoképességét szintén
megerdsitettiik, azonban a GarV-X fertdzottséget sem a sajat, sem a szakirodalmi eredetii
primerparral nem sikeriilt kimutatnunk annak ellenére, hogy a kisérlethez hasznalt 49A minta
GarV-X fert6zottségét korabban mar bizonyitottuk. Ennek oka ismeretlen.

Az altalunk kimutatott Garlic virus B, C, D, és X izolatumok elnevezése a jovOben
elképzelhetd, hogy taxonomiai atrendezések miatt modosulhat. Bizonyos kutatasok felvetik, hogy
a GarV-B és a GarV-X egy azon virusfaj két eltér6é vonala lehet, ahogy a GarV-A, a GarV-E és a
GarV-D fajok is egyesithetok lehetnek (CELLI et al., 2018).

A fajszam csokkenése mellett a fajszam novekedésének esélye miatti atrendezddések
esélye is fennall, ugyanis az altalunk kimutatott egyik Garlic virus B izolatum egy feltételezett
Garlic virus G (NCBI, 2019c) izolatummal mutatja a legnagyobb genetikai azonossagot a BLAST
analizis alapjan (20. tablazat). Amennyiben az ICTV hivatalosan elismeri a Garlic virus G faj
1étezését, tigy az altalunk a 23 A mintabol kimutatott GarV-B izolatum statusza a GarV G faj elsd

magyarorszagi leirdsava modosulhat.
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Tovabbi érdekesség az allexivirusok fajspecifikus kimutatasanak vonatkozasaban, hogy
bar a 43A ¢és 43B mintak ugyanazon fokhagymafej két kiilonbozd gerezdjérdl szadrmazd
virusizolatumokat jelolnek, az azokat fert6z6 GarV-D izolatum szekvenciaadatai a BLAST
analizis szerint mas-mas referencia izolatumokkal mutatnak nagyfoku genetikai azonossagot (20.
tablazat), illetve a filogenetikai térzsfan sem egymas mellett helyezkednek el ezek az izolatumok
(16. abra). Ez felveti annak lehet6ségét, hogy a fokhagyma ndvényt egy azon virusfaj eltérd torzsei
egyidejileg fertézhetik. Ez a nemzetségek kozotti komplex fertdzés €s a nemzetségen beliili, fajok
kozotti komplex fertézés mellett a fertézési események eddig fokhagyman nem vizsgalt uj
tengelyét, a fajon beliili, torzsek kozotti komplex fert6zés, vagy rekombinacid lehetdségét veti fel.
Ez j kutatasi vonalat nyithat meg a nemzetségek- és fajok kozotti szinergista- és antagonista
kolcsonhatasok, tovabba az ezek altal okozott termésveszteség vizsgalatanak teriiletén is.

A vizsgalatokat a GarV-A, GarV-E és ShVX fajok iranyaba lehet érdemes kiterjeszteni a
jovoben, ezeket a fajokat ugyanis Lengyelorszagban mar leirtadk (CHODORSKA et al., 2014).

Vizsgalataink sordn virusmentes fokhagyma ndvényt nem azonositottunk, vagyis az 0sszes
altalunk vizsgalt minta a harom nemzetség legalabb egy fajaval fert6zott volt. Magyarorszagon a
certifikalt fokhagyma vetdgerezdeket jellemz6en az OYDYV potyvirus fajra sziirik (FVM 50/2004.
(IV. 22.)), azonban az altalunk vizsgalt, Magyarorszagon eléallitott, certifikalt vetégerezdek szinte
minden esetben fertdzottek voltak carlavirus és allexivirus fajokkal. Ez a termesztési gyakorlatban
azt jelentheti, hogy a szabadfoldon jo eséllyel bekovetkezd potyvirusos fert6zodés kialakulasa
esetén (CONCI et al., 2003) a virus nem egyedi fertézésben, hanem rogton a legkomolyabb
gazdasagi karral fenyeget6 viruskomplex formajaban fejti ki negativ hatasat (LOT et al., 1998).
Amennyiben a termeszt6 a vetdgerezdet nem vasarolja, hanem az el6z06 évi betakaritott terménybdl
telepit vissza, Ggy a viruskomplex kialakuldsanak az esélye és a lehetséges termésveszteség
mértéke tovabb né (CONCI et al., 2003). A vegetativ szaporitasi technologia miatt nemcsak a
certifikalt vetdgerezdek, de az étkezési célra értékesitett fokhagyma is egyben lehetséges hazikerti
szaporitdanyag, ami hosszabb tavon a virusok tizemi felszaporodasanak kedvez. Az egyre inkabb
globalizal6do piacokon a fokhagyma behozatal tovabbi lehetséges fertézési forrast jelenthet.

A makoéi mintak fert6zottsége feltiind. Ez nemcsak a fokhagymatermesztés, hanem a teljes
hagymatermesztési agazatot is veszélyezteti, hiszen ezeknek a virusfajoknak egy része az Allium
nemzetség tobb tagjat is képes fertdzni, emiatt az olyan hagymafajoknal, mint a voroshagyma,
vagy poréhagyma, amelyeknél a generativ szaporitas lehetésége fennall, a kizarolag vegetativan
szaporitott fokhagyma rezervoar nodvényként viselkedhet. A jovoben javasoljuk a
fokhagymatermesztés és a szaporitdanyag eldallitas soran nemcsak az OYDV-re kiterjedd

tesztelését, hanem annak teljes korli virologiai vizsgalatokkal vald kiegészitését. Szoba kertilhet
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még a kornyezé gyomflora rezervoar szerepének vizsgalata, illetve az allati vektorok mellett a

termesztéstechnologiai miiveletek vektorszerepe is.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Uj, hatékony primerek tervezése a Potyvirus, Carlavirus és Allexivirus nemzetségbe

tartozo fokhagymat is fert6zo virusnemzetségek- és fajok kimutatésara.

. A Leek yellow stripe virus, Garlic virus B, Garlic virus C, Garlic virus D és Garlic virus

X els6 hazai kimutatésa.
. A szekvenciaadatok alapjan az izolatumok, filogenetikai rokonsagi viszonyainak feltarasa.

. A hazai LYSV izolatum gazdandvény specifikus, virusatviteli tulajdonsagainak

jellemzése.

. A fokhagymat fert6z6 Carlavirus-ok komplex fert6zési tulajdonsagainak jellemzése.
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8. OSSZEFOGLALAS

A fokhagymat szdmos virusfaj képes fertézni, melyek bizonyitottan komoly gazdasagi
kartételre képesek és sulyosan hatraltathatjak az eredményes fokhagymatermesztést. Kutatasom
soran a fokhagymat fert6z6 legfontosabb harom virusnemzetség tizenharom fajat vizsgaltam,
melyek a Potyvirus nemzetség Leek yellow stripe virus, Onion yellow dwarf virus és Shallot yellow
stripe virus fajai, a Carlavirus nemzetség Garlic common latent virus és a Shallot latent virus fajai,
valamint az Allexivirus nemzetség Garlic virus A, B, C, D, E, X, a Shallot virus X és a Garlic
mite-borne filamentous virus fajai.

Vizsgalataim soran sajat fejlesztési, szakirodalmi eredetii, valamint szakirodalmi eredet,
de altalunk optimalizalt primerkészlettel is dolgoztam. Ezeket a felhasznalasuk modja és célja
szerint négy csoportra osztottuk.

A sajat fejlesztésii HaPoty HaCarla és HaAllexi szenz primerekkel a virusfajok
nemzetségspecifikus meghatarozasat tudtuk elvégezni. Ezenkiviil a HaPoty és HaCarla primerek
a nemzetség tagjainak fajspecifikus meghatarozasara is alkalmasak, ugyanis a nemzetség eltérd
fajai esetében mas-mas méretli PCR-terméket amplifikalnak. Az allexivirusok fajspecifikus
kimutataséra sajat fejlesztésii és szakirodalmi eredetli primereket is felhasznaltunk. A Gupta- és
Yoshida-féle szakirodalmi eredeti LYSV teljes genom primerkészletet egy optimalizacios
eljarassal a sajat célszekvenciank szerint modositottuk. Ennek oka, hogy tapasztalataink szerint a
szakirodalomban leirt primerkészletek muikodoképessége csak ritkdn, nem kielégitd mddon
er6sitheté meg in silico, az NCBI adatbazisaban rendelkezésre allo referencia izolatumok alapjan.
Végezetiil sajat fejlesztésti LY SV primerkészletet is eldallitottunk, melyeknél az NCBI referencia
izolatumainak szekvenciaadatait vettiik alapul. A kisérletek soran tobb esetben touchdown-PCR
technikaval egészitettiik ki a hagyomanyos PCR eljarés eredményeit a specifitds novelése és a
primerkészletek miikodésének jobb megértése érdekében. A gélelektroforézist kovetden a
megfelelé bp hosszusagl mérettartomanyba es6 amplikonokat izolaltuk és szekvenaltattuk. Az igy
visszakapott szekvenciaadatokat BLAST analiziSsel vizsgaltuk €s a rokonsagi viszonyok feltarasa
érdekében filogenetikai torzsfat készitettiink.

Vizsgélataink soran a harom nemzetség hét fajardl szolgéltattunk nukleotid
szekvenciaadatokat, tovabba az egyik izolatumunk egy lehetséges nyolcadik fajként is megjelenik
a nemzetkozi adatbazisban. Hazankban 6t j virusfaj jelenlétét mutattuk ki, melyek koziil az egyik
a komoly gazdasagi karral fenyeget6 Leek yellow stripe virus. A hazai LYSV izolatum genomjarol
szekvenciaadatokat kozoltlink, igy a sajat fejlesztésii és a szakirodalmi primerek segitségével a
genom ~60%-t feltartuk, a megismert szekvenciaadatok alapjan a rokonsagi viszonyokat

megvizsgaltuk.
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9. SUMMARY

Garlic can be infected by numerous virus species, which can cause serious economic damage
and can hamper the garlic production. In my research, | have investigated thirteen species of the
three most important virus genera infecting garlic, namely species of the genus Potyvirus (Leek
yellow stripe virus, Onion yellow dwarf virus and Shallot yellow stripe virus) species of the genus
Carlavirus (Garlic common latent virus and Shallot latent virus) and species of the genus
Allexivirus (Garlic virus A, B, C, D, E, X, Shallot virus X and Garlic mite-borne filamentous
virus).

In my survey | have also used a primer set from the literature, developed in-house and a set
of primers from the literature but optimized by us. These were divided into four groups according
to the way and purpose of their use.

With the HaPoty, HaCarla and HaAllexi forward primers we were able to perform genus-
specific identification of virus species. In addition, the HaPoty and HaCarla primers can also be
used for species-specific determination of genus members, as they amplify different sizes of PCR
products on different species of the genus. For species-specific detection of Allexiviruses, we also
used primers developed by us and derived from the literature. The Gupta and Yoshida LYSV
complete genome primer set was modified with an optimization method according to our most
related target sequence. The reason for this is that, in our experience, the functionality of the primer
sets described in the literature, can only rarely be confirmed by bioinformatic methods, based on
reference isolates available in the NCBI database. Finally, we also designed a LYSV primer set
based on sequence data from NCBI reference isolates. In our experiments we used conventional
PCR technique as well as touchdown PCR to increase the specificity of detection and to better
understand the functionality of the primer sets.

After gelelectrophoresis, amplicons were isolated and have them sequenced. The recovered
sequence data were analysed by BLAST analysis and a phylogenetic tree was constructed to
explore relationships.

Our studies yielded sequence data for seven species of the three most important garlic
infecting virus genera, and one of our isolates appears as a putative eighth species based on the
international database. In our country, we detected the presence of five new virus species, among
others Leek yellow stripe virus, which is a serious threat to garlic farming. We have obtained
sequence data from the genome of LYSV found in Hungary, using own-developed primers and
primers derived from the literature. This way we have explored ~60% of the genome, and based

on the sequence data we have examined the relationships.
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M2. HaPoty, HaCarla és HaAllexi primerek felhasznalasaval nyert

szekvenciaadatok

MI. tabldazat: 234 minta LYSV kdpenyfehérjét kédolo régié szekvenciaadatai a HaPoty és M4 primerek felhaszndldsaval, 5°-3°

irdanyban

Minta neve
Virusfaj
Szenz primer

Antiszenz primer
AATGGAGTTTGGACATGATGGATGGCGAGGAGCAAGTTGAATTTCCTTTACGCCC

TGTTGTTGAACACGCCCAGCCAACTCTACGCCAAATAATGGCGCATTTTTCAGCAC
TTGCGGAGGCTTATATTGAGATGAGGAATTCAGAGCAGGCTTACATGCCACGGTA
TGGATTACAAAGAAACTTTACAGACATGGGTCTCGCACGTTATGCATTTGACTTCT
ATGAAGTTACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGCGAGGCTCACGCACAAATGA
AAGCAGCGGCCTTACGTAATTCAAGGCCAAAGCTGTTTGGACTAGACGGTAACGT
CACAACCATGGATGAGGACACGGAGAGGCACACAGCGCATGATGTGAATGCACG
GATGCACCATCTTGATGGTGCACATATGCAGTGATGGTTCGGTTAGCAACCGGTT
ATGGGCTTCCATCTAAAAAGTCCCGAGTGCCAAACTCGTATTTTTGGCTAGGGTAG
GGAAACTATAATTCACTCCTTCAAGGCAGTTTCTACTTTAAGGATGACTTGGAAAT
TAGAACCTCCCAATGCCGGTCACAAGGGTGATCACCAAAAGTCAACACTTGGTTT
GAAGTTGATCGCCTGAAAATCTATCCGGAGTACGGTTTTGTAAAAAAGGTGGATT
TAATTTTTAAGGATAGTAAGTCTGACCCATAATGGTGTATAAGCAGCCCGAATTTT
AAAACCCCCACCTTTACCCTACAATGAAGTGCTACTTTAAAGACTACCTAGAATTG
AGACCGATCTCTCACGTGCTGGCATGGCCAGTATTTGATCACTCAATGATCAGGTG
ACTACTTTACAGTCAAGTTGGAACCCGTAGTATCCTATCCTTACCTAATATCGTAA
GTTTTATTTACTGGTGTAGTGTGTTTCACCCACCTTATAAACGCTTTGAATATAAG
GATCGACTGTTCGTCTGAAGGCACTAAAGTGGTTAACCTGTGTGTGCGTTTTACGT
TGCGGAAGACACAACAATAAAAGT
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M2. tablazat: 14 minta GCLV kdpenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaCarla és M4 primerek felhasznadldasaval, 5°-3°

iranyban

Minta neve A
Virusfaj GCLV

Szenz primer HaCarla

Antiszenz primer M

CCTGCTATGCAGCAATGTACACTACTAGTACAAAGTATGCTGCCTTTGATACTTTC
GATTACGTGCTTAATTCTGCTTGTGTCCAGCCACTCGAGGGGATCATACGGGTTCC
AACCGATGAGGAGACCATAGCTCACATGACAAACAAGCGGATTGCTATTGATAGG
AATAGGCGCAATGGCCGATTTTCGAGCACAAATAGTTTAGTTACTGGGGGCATGT
TCGGTAAAGATATCAAAACAAACTTCAATGGATCCAACAACGCAGATTAGTGTAA
GTTTACTCTTAGTCGTAAAGAATAAATTGTGTGATAGTGGCGTGCCTACTGACGTC
GCGATTGGTATTATAGAACCAATTATTAAAGAGGTGAGGAAATTGCAGCGCCAAG
AAGAGCAAAGGCTGCTACGTTTTAATGGTTGTTCTAGGAGTGCTATTAAAAGACG
AGCTAAGTATCTCAATAAATGTCATAAATGCGGTAAACAAAGTCACTACGGGCTT
TGTTCGCGTAATCAGACTATCAGTAACATGGAGGTGGAGCATCTCATCCGTTGTG
GGACGATTAGGTATCTTACCGAAAATCCACAAAGACGGAAGGATTCCATTTACAG
TTCTGATTATGAAAAATTAGTAGAGCGTGCTACGCGTGTATAGTAGTGTGTCAGA
GCCATATTGGCGACTATTCAGACCTATTTTGAATAGCTTGACTAAGGTTTAATATA
TTTCCTTTTAA

104



M3. tablazat: 174 minta SLV kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaCarla és M4 primerek felhasznalasaval, 5°-3°

irdnyban

Minta neve 17A
Virusfaj SLV

Szenz primer HaCarla

Antiszenz primer \Y

CTCAGCATGGACGCATGCTTCACTGAGAACACAAAATACGCTGCGTTTGATACCT
TTGATGCCGTGACGAATAAAGCTGCAATTCAACCATTGGAAGGCCTCATTAGGGT
TCCGACTGATGCTGAAAGGATCGCTTTTGCAACTCATAAGAAGCTAGCTTTGGCTA
AGAATGCCCAAAATTCACGTTATGCAAACACTTCTGCAGAGGTTACTGGGGGATT
CTTCGGATGCTTTCCTAAAAATAATTTCAGAGAGAATCGATGTTGATCAAGCAAA
GGACTTACCGTAGATTATTGCGCGCTATATTTAAATTACATACTGATAAGAATTGT
GTGGATTTAATAAATATTATCGTGAGTAAAATAATGTGTGAGAATGCGGGAGCCT
CGTCCTATGCTCGCGCTCGTAGAGCTAAGAGTATAGGCAGGTGTCCCCGATGTTTC
CGGTGTTCCCCAGGTTTTAGCTTCACTAAAAACTGTGACACCAAAACTTGTGTACC
AGGTATTAGCTATAATGATAAAGTCAAATCCTTTATAGTTGATGGTGTAACAATGT
GAAACCCTACTATAAGATTTGACGTGTTGCCCATAAAACCTAAGTAATGTATAAG
TGGGAACGTATAAAATAATTTGTTTTTAAAATATTTTCGCAAAAAAAAAAAAAAA
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MA4. tablazat: 17B minta SLV kdpenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaCarla és M4 primerek felhaszndlasaval, 5°-3°

iranyban

CCATTGGACGCAAAGGCTTCACTGAGACACAAAATACGCTGCGTTTGATACCTTT
GATGCCGTGACGAATAAAGCTGCGATTCAACCATTGGAAGGCCTCATTAGGGTTC
CGACTGATGCTGAAAGGATCGCTTTTGCAACTCATAAGAAGCTAGCTTTGGCTAA
GAATGCCCAAAATTCACGTTATGCAAACACTTCTGCAGAGGTTACTGGGGGATTC
TTCGGATGCTTTCCTAAAAATAATTTCAGAGAGAATCGATGTTGATCAAGCAAAG
GACTTACCGTAGATTATTGCGCGCTATATTTAAATTACATACTGATAAGAATTGTG
TGGATTTAATAAATATTATCGTGAGTAAAATAATGTGTGAGAATGCGGGAGCCTC
GTCCTATGCTCGCGCTCGTAGAGCTAAGAGTATAGGCAGGTGTCCCCGATGTTTCC
GGTGTTCCCCAGGTTTTAKCTTCACTAAAAACTGTGACACCAAAACTTGTGTACCA
GGTATTAGCTATAATGATAAAGTCAAATCCTTTATAGTTGATGGTGTAACAATGTG
AAACCCTACTATAAGATTTGACGTGTTGCCCATAAAACCTAAGTAATGTATAAGT
GGGAACGTATAAAATAATTTGTTTTTAAAATATTTTCGCAAAAAAAAAAAAAAA
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MS5. tablazat: 194 minta SLV kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaCarla és M4 primerek felhaszndldsaval, 5°-3°

irdnyban.

Minta neve 19A
Virusfaj SLV

Szenz primer HaCarla

Antiszenz primer \Y

TTTTGCGCCGGAAAGCTGGGAATTCCATGTTACTTAATGAACACCCTCCAGCCAGC
ATGGACGCAAAACGCTTCACTGAGAATACAAAATACGCTGCGTTTGATACCTTTG
ATGCCGTGACGAATAAAGCTGCAATTCAACCATTGGAAGGCCTCATTAGGGCTCC
AACTGATGCTGAAAGGATTGCTTTTGCAACTCATAAGAAGCTAGCTTTGGCTAAG
AATGCCCAAAATTCACGTTATGCAAACACTTCTGCAGAGGTTACTGGGGGATTCTT
CGGATGCTTTCCTAAAAATAATTTCAGAGAGAATCGATGTTGATCAAGCAAAGGA
CTTACCGTAGATTATTGCGTGCTATATTTAAATTACATACTGATAAGAATTGTGTG
GATTTAATAAACATTATCGTGAGTAAAATAGTGTGTGAGAATGTAGGAGCCTCGT
CCTATGCTCGAGCTCGTAGAGCTAAGAGTATAGGTAGGTGTCCCCGATGTTTCCG
GTGTTCCCCAGGTTTTAGCTTTACTAAAAACTGTGACACCAAAACTTGTGTACCAG
GTATTAGCTATAATGATAAAGTCAAATCCTTTATAGTTGATGGTGTAACAATGTGA
AACCCTACTATAAGATTTGACGTGTTGCCCATAAAACCTAAGTAATGTATAAGTG
GGAACGTATAAAATAATTTGTTTTTAAAATATTTTCGCAAA
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M6. tablazat: 234 minta GCLV képenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaCarla és M4 primerek felhaszndlasaval, 5°-3°

iranyban

Minta neve 23A
Virusfaj GCLV

Szenz primer HaCarla

Antiszenz primer M

GGTTACACCGCTAGTACAAAGTATGCTGCTTTTGATACTTTCGATTATGTGCTCAT
TTCTGCTTGTGTGCAGCCACTTGAGGGGATCATACGGGTTCCAACCGATGAGGAG
ACCATAGCTCACATGACTAACAAGCGGATCACTATTGATAGAAATAGGCGCAATG
GCCGATTTTCGAGCACAAACAGTTTAGTTACGGGTGGCATGTTCGGTAAGGATAT
CAAAACAAATTTCAATGGATCCAACAATGCAGACTAGTGTGATCTTACTCTTAGC
CGTTAAGAATAAATTGTGTGATAGTGGCGTGCCTACTGACGTCGCGATTGGTATTA
TAGAACCAATTATCAAAGAGGTGAGGAAATTGCAGCGCCAAGAAGAGCAAAGGC
TGCAACGTTTTAATGGTTGTTCTAGGAGTGCTATTAAAAGACGAGCTAAGTATCTC
GATAAATGTCATAAATGCGGTAAACAAAGTCACTACGGGCTTTGTTCGCGTAATC
AGACTATCAGTAACATGGAGGTGGAGTTTCTTATCCGGTGTGGGACGATTAGGTA
TCTTACCGAAAATCCACAAAGACGGAAGGACTCTATCTACAGTTCTGATTATGAA
AAGTTAGTAGAACGTGCTACGCGTGTATTGTAGAGTGTCAGTGCCATATTGGCGA
CTATTCAGACCTAATTTGAATAGCTTGACTAAGGTTTAATATATTTCCTTGTA
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M7. tablazat: 434 minta GCLV kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaCarla és M4 primerek felhaszndlasdaval, 5°-3°

irdnyban

Minta neve 43A
Virusfaj GCLV

Szenz primer HaCarla

Antiszenz primer M

TGCTGGATGGCAACAATGTTACACCGCTAGTACAAAGTATGCTGCTTTTGATACTT
TCGATTATGTGCTCAATTCTGCCTGTGTGCAGCCACTTGAGGGGATCATACGGGTT
CCAACCGATGAGGAGACCATAGCACACATGACTAACAAGCGGATCACTATTGATA
GGAATAGGCGCAATGGCCGATTTTCGAGCACAAACAGTTTAGTTACGGGTGGCAT

GTTCGGTAAGGATATCAAAACAAATTTCAATGGATCCAACAATGCAGACTAGTGT

GATCTTACTCTTAGCCGTTAAGAATAAATTGTGTGATAGTGGCGTGCCTACTGACG
TCGCGATTGGTATTATAGAACCGATTATCAAAGAGGTGAGGAAATTGCAGCGCCA
AGAAGAGCAAAGGCTGCAACGTTTTAATGGTTGTTCTAGGAGTGCTATTAAAAGA

CGAGCTAAGTATCTCGATAAATGTCATAAATGCGGTAAACAAAGTCACTACGGGC

TTTGTTCGCGTAATCAGACTATCAGTAACATGGAGGTGGAGTTTCTTATCCGGTGT

GGGACGATTAGGTATCTTACCGAAAATCCACAAAGACGGAAGGACTCTATCTACA
GTTCTGATTATGAAAAGTTAGTAGAACGTGCTACGCGTGTATTGTAGAGTGTCAGT
GCCATATTGGCGACTATTCACACCTAAATTGAATAGCTTGACTAAGGTTTAATATA
TTTCCTTGTAAA
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MS. tablazat: 43B minta GCLV kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaCarla és M4 primerek felhaszndlasaval, 5°-3°

iranyban

Minta neve 43B
Virusfaj GCLV

Szenz primer HaCarla

Antiszenz primer M

TGGCTGGCAACAATGTTACACCGGCTAGTACAAAGTATGCTGCTTTTGATACTTTC
GATTATGTGCTCAATTCTGCTTGTGTGCAGCCACTTGAGGGGATCATACGGGTTCC
AACCGATGAGGAGACCATAGCTCACATGACTAACAAGCGGATCACTATTGATAGG
AATAGGCGCAATGGCCGATTTTCGAGCACAAACAGTTTAGTTACGGGTGGCATGT
TCGGTAAGGATATCAAAACAAATTTCAATGGATCCAACAATGCAGACTAGTGTGA
TCTTACTCTTAGCCGTTAAGAATAAATTGTGTGATAGTGGCGTGCCTACTGACGTC
GCGATTGGTATTATAGAACCAATTATCAAAGAGGTGAGGAAATTGCAGCGCCAAG
AAGAGCAAAGGCTGCTACGTTTTAATGGTTGTTCTAGGAGTGCTATTAAAAGACG
AGCTAAGTATCTCGATAAATGTCATAAATGCGGTAAACAAAGTCACTACGGGCTT
TGTTCGCGTAATCAGACTATCAGTAACATGGAGGTGGAGTTTCTTATCCGGTGTGG
GACGATTAGGTATCTTACCGAAAATCCACAAAGACGGAAGGACTCTATCTACAGT
TCTGATTATGAAAAATTAGTAGAACGTGCTACGCGTGTATTGTAGAGTGACAGTG
CCATATTGGCGACTATTCAAACCTAAATTGAATAGCTTGACTAAGGTTTAATATAT
TTCCTTGTAAA
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M9. tabldazat: 1A minta GarV-X kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhaszndldasaval, 5-3°

irdnyban

Minta neve A
Virusfaj GarV-X

Szenz primer HaAllexi

Antiszenz primer \Y
CAGACGCGCCTTGCGGCATGCCCCACGCGGAGCTCAAGGACTTAGTTGAAGATTA
TTGCACGTTGAGACAATTCTGCGGGTACTATGCCAAAACATGCTATGTCACGGGC
AAACAGCAGAATAAACCACCAGCCAACTGGTCTCGCAAAGGTTTCCAAGATGAGT
CAAAGTTTGCTGCCTTCGACTTCTTCAACGCTGTGCTGAGTGATTCATCACCGAAC
CCCCCAGGTGGCATGAGGTTTAAACCGACACACGATGAGATTGTTGGGCATTCCA
TGAACGCAAAGATGTCAATCATCGAGTCCCGCAAAGCTTCAAACATGGTTTCCAC
ACGGGCCGACTTGTTAGCTCAACAACAAATACATGAAGCACCCAAACCTCTCATG
ATCACATTCTGAAATTGATCACCAAATGCATCCTTACGACCTCAATCTCCTAGCTT
GTCTTCATTTCTCTCAACCAACACTTCCAACGGACGTTAAAATAGTAATATATAAA
TTAACTTTTGAAAGTAGGAAACTAGCACATAACTTAGGACAAAATAAACCTTTCA
CAGGGACTTCCAAGTGTGCTGCCCGACGCAGGGCAAAACGCTATGGTCGATGCTT
TGATTGCGGTGCCACGTTAGGCACTAACCATGCATGTAAATTATTCCAAAGTCGTG
CCAGTACAGACTGTTTGAGCGTCATTCGTGAAGGACCCGCTAAGCTATATGCTGA
AAGGTCTTTTCGCAAATCATCTTACGCCGAGCAGATTATTCGTAACGACTTGATGC
TAATGAAACTATATAAATAGGCTCTGCCCGAGCCTCCCACTGGGTTTACAGGGCW
CTGGACATGGACAAAGACACCCATGCTCGTTGATATCACCAAACTTACTTCGTGA
CAACATTTGTCCAAGCGACA
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M10. tablazat: 74 minta GarV-D kdpenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhasznalasaval, 5 -

3’ iranyban

AAAGCACCTTGCGGATGCCTCACTCAGAACTCAAAGACTTGGTCGAAAATTTTTG
CACATTGAGACAATTCTGCGGGTTCTATGCCAAAGCTTGTTACGTCACGGGCAAG
CAGCAGAAGAAACCACCAGCTAGCTGGTCTAGGAAAGGGTATCAAGACGATGCG
AAGTTTGCCGGGTTTGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGCGACTTCTCCCCTGCCCC
ACCTGGGGGAATGAGATTTAAACCCACTGACGCCGAAATTCTCGCTCATTCCATG
AATGCTAAGATGTCAATTGTTGAGTCTCGCCGAGCCAGCAACATGGTTTCTACTCG
CGCCGACCTCCTTGCACAACAACAGATACATGAACAACCCAAGCCACCAATGATC
ACATTCTGATGCATCCACACGACTTCAACTTGCTTTGCTGCCTGCACTTTTCACAA
CCTCCTCTCCCGAAAGACCTCAAAGAACTCCTCTTTTCACATTGTGTAGATTGTTG
TAAATTAGTACGTAAAATTAGCCAGAATAAGCCTTTCCAAGGCACTTCTAAGTGT
GCTAAGCGCCGACGGGCAAAGCGTTACAACCGATGCTTTGACTGTGGGGCTTTCT
TAGTAGATGGGCATAGATGTAAAGTATTTGTATCAAATGCTCACTCAGATGTGTTA
GCTGTCATACACGAGGGACCCGTTAAGCTATATGCTGAAAGGTCTTATAGGCCAA
ACTCTGACGCAGCACAATTGATTGAGAATGACATACTATACATTAAAGCTCTCAA
ATTATAAGGCTTGACCCAAGCCTCCCACCGGGTTTACAGGGTTCTGGACGTGAAC
AAAGACACTCACGAAATGTTGATATTGCTAAACTTACCTTGCAACAACTTATGTCC
AAGCGACAA
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M11. tablazat: 114 minta GarV-D képenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhaszndlasaval,
57-3" iranyban

Minta neve 11A
Virusfaj GarV-D

Szenz primer HaAllexi

Antiszenz primer \Y
AAAGCACCTTGCGGAATGCCTCACTCAGAACTCAAAGACTTGGTCGAGAATTTTT
GCACATTGAGACAATTCTGCGGGTTCTATGCCAAAGCTTGTTACGTCACGGGCAA
GCAGCAGAACAAACCACCAGCTAGCTGGTCCAGGAAAGGGTATCAAGACGATGC
AAAGTTTGCCGGATTTGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGCGACTTCTCCCCTGCCC
CACCTGGGGGAATGAGATTTAAACCCACTGACGCCGAAATTCTTGCTCATTCCAT
GAATGCTAAGATGTCAATTGTGGAGTCTCGCCGAGCCAGCAACATGGTTTCTACT
CGCGCTGACCTCCTTGCCCAACAACAGATACATGAACAACCCAAGCCACCAATGA
TCACATTCTGATGCATCCGCACGACTTCAACTTGCTTTGCTGCCTGCACTTTTCACA
ACCTCCTCTCCCGAAAGACCTCAAAGAACTCCTCTTTTCACATTGTGTAGATTGTT
GTAAATTAGTACGTAAGATTAGCCAGAATAAGCCTTTCCAAGGCACTTCTAAGTG
TGCTAAGCGCCGACGGGCAAAGCGTTACAACCGATGCTTTGACTGTGGGGCTTTC
TTAGTAGATGGGCATAGATGTAAAGTATTTGTATCAAATGCTCACTCAGATGTGTT
AGCTGTCATACACGAGGGACCCGTTAAGCTATATGCTGAAAGGTCTTATAGGCCA
AACTCTGACGCAGCACAATTGATTGAGAATGACATACTATACATTAAAGCTCTTA
AATTATAAGGCTTGACCCAAGCCTCCCACCGGGTTTACAGGGTTCTGGACGTGAA
CAAAGACACTCACGATTGTTGATATTGCTAAACTTACCTTGCAACAACTTATGTCC
AAGCGAC
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M12. tablazat: 164 minta GarV-D képenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhasznalasaval,

57-3"iranyban

e
T

AAAGCACTTGCGGATGCCTCACTCAGAACTCAAAGACTTGGTCGAAAATTTTTGC
ACATTGAGACAATTCTGCGGGTTCTATGCCAAAGCTTGTTACGTCACGGGCAAGC
AGCAGAAGAAACCACCAGCTAGCTGGTCCAGGAAAGGGTATCAAGACGATGCAA
AGTTTGCCGGGTTTGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGCGACTTCTCCCCTGCCCCA
CCTGGGGGAATGAGATTTAAACCCACTGACGCCGAAATTCTTGCTCATTCCATGA
ATGCTAAGATGTCAATTGTTGAGTCTCGCCGAGCCAGCAACATGGTTTCTACTCGC
GCTGACCTCCCTGCCCAACCACAGATACATGAACAACCCAAACCACCAATGATCA
CATTCTGATGCATCCCCACGAATTCCCCTTGCTTTGCTCCCTGCACTTTTCACACCT
CCTCTCCCGATAGGGCTTCAGG
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M13. tdbldzat: 19A minta GarV-D kdpenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhasznadldsaval,
57-3 iranyban

e
T

TTGCGGATGCCTCACTCAGAACTCAAAGACTTGGTCGAAAATTTTTGCACATTGAG
ACAATTCTGCGGGTTCTATGCCAAAGCTTGTTACGTCACGGGCAAGCAGCAGAAG
AAACCACCTGCTAGCTGGTCCAGGAAAGGGTATCAGGACGACGCAAAGTTTGCCG
GGTTTGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGCGACTTCTCCCCTGCCCCACCTGGGGGA
ATGAGATTTAAACCCACTGACGCCGAAATTCTTGCTCATTCCATGAATGCTAAGAT
GTCAATTGTTGAGTCTCGCCGAGCCAGCAACATGGTTTCTACCCGCGCTGACCTCC
TTGCACAACAACAGATACATGAACAACCCAAGCCACCAATGATCACATTCTGATG
CATACGCACGACTTCAACTTGCTTTGCTGCCTGCACTTTTCACAACCTCCTCTCCCG
AAAGACCTCAAAGAACTCCTCTTTTCACATTGTGTAGATTGTTGTAAATTAGTACG
TAAGATTAGCCAGAATAAGCCTTTCCAAGGCACTTCTAAGTGTGCTAAGCGCCGA
CGGGCAAAGCGTTACAACCGATGCTTTGACTGCGGGGCTTTCTTAGTAGATGGGC
ATAGATGTAAAGTATTTGTATCAAATGCTCACTCAGATGTGTTAGCTGTCATACAC
GAGGGACCCGTTAAGCTATATGCTGAAAGGTCTTATAGGCCAAACTCTGACGCAG
CACAAGTGATTGAGAATGACATACTATACATTAAAGCTCTTAAATTATAAGGCTT
GACCCAAGCCTCCCACCGGGTTTACAGGGTTCTGGACGTGACCAAAGACACTCAC
GACTGTTGATATTGCTAAACTTACCTTGCAACAACTTATGTCCAAG
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M14. tablazat: 234 minta GarV-B kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhasznalasaval, 5 -

3’ iranyban

TGCGGCATACCTCATGCTGAACTCAAGGACTTAGTCGAGGACTACTGCACGTTAA
GACAGTTTTGTGGATACTACGCCAAGACATGCTATGTGACGGGTAAACAGCAGAA
TAAGCCCCCTTCAAACTGGTCGCGTAAAGGGTTCCAAGAAGAATCAAAATTTTCA
GCTTTTGATTTCTTCAATGCCGTGCTTAGCGACTCTTCTCCTCCCCCTCCTGGTGGC
ATGCGTTTCAAACCAACACAAGATGAGATTTTAGGTCATTCTATGAACGCCAAAA
TGTCTATAATTGAGTCACGCAAGGCATCAAACATGGTTTCCACTCGCGCAGACTTA
CTAGCACAACAGCAGATTCACGAAGCGCCGAGACCACTCATGSTCACATTTTAGA
GACTCTTGACCCTGAAATGCATCCTTACGATTTCAACTTCTTAGCCTGCCTACAAT
TTGCTCAACCCAATCTCCCAAGCGACATTAGAACTAATATATATATATTATCTTCT
GTAAGTAGGAAACTAGGTCGTAAATCTCAACAAAATAAACCCTTCACTGGGACGT
CAAAATGTGCAGCCCGCCGTAGAGCAAAACGCTACAACCGGTGTTTCATTTGCGG
CTCTTTGCTGAACACTGACCACGTATGTAAATTATTCCCAAGTCGAGCCAGTACAG
ACTGCTTGCATGTCATTCATGAAGGACCCGCTAAGCTATATGCTGAAAGGAACTT
CCGCAAATCCTCTTTTGCTGAGCAGCTTATACTGAACGATTTGGAACTTATGAAAT
TATATGAATAAATAGGCTCTGCCCGAGCCTCCCACTGGGGTTTACAGGGCTCTGG
ACATGGACAAAGACACCCATGCCGTTGATATCACTAAACTTACATTGTGACAACA
TTTGTCCAAGCGACAAAAAAA
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M15. tdbldzat: 43A minta GarV-D kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhasznadldsaval,

57-3 iranyban

GCAAAGCACCTTGCGGATGCCTCACTCAGAACTCAAAGACTTGGTAGAAAATTTT
TGCACTTTGAGACAATTCTGCGGGTTCTATGCCAAAGCTTGTTACGTCACGGGCAA
GCAGCAGAAGAAACCACCAGCTAGCTGGTCCAGGAAAGGGTATCAAGACGATGC
AAAGTTTGCTGGGTTTGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGCGACTTCTCCCCTGCCC
CACCTGGGGGAATGAGATTTAAACCCACTGACGCCGAAATTCTTGCTCATTCTATG
AATGCTAAGATGTCTATTGTCGAGTCTCGCCGAGCCAGCAACATGGTTTCTACTCG
CGCTGACCTCCTTGCACAACAACAGATACATGAACAACCCAAGCCACCAATGATC
ACATTCTGATGCATCCGCACGACTTCAACTTGCTTTGCTGCCTGCACTTTTCACAA
CCTCCGCTCCCGAAAGACCTCAAAGAACTCCTCTTTTCACATTGTGTAGATTGTTG
TAAATTAGTACGTAAGATTAGCCAGAATAAGCCTTTCCAAGGCACCTCTAAGTGT
GCTAAGCGCCGACGGGCAAAGCGTTACAACCGATGCTTTGACTGTGGGGCTTTCT
TAGTAGATGGGCATAGATGTAAAGTATTTGTATCAAACGCTCACTCAGATGTGTT
AGCTGTCATACACGAGGGACCCGTTAAGCTATATGCTGAAAGGTCTTATAGGCCA
AACTCTGACGCAGCACAATTGATTGAGAATGACATACTATACATTAAAAGCTCTT
AATTATAAGGCTTGACCCMAAGCCTCCCACCGGGTTTACAGGGTTTCTGGACGTG
AACAAAGACACTCACGAATGTTTGATATTGCTAAACTTTACCTTGCAACAACTTAT
GTCCAAGCG
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M16. tabldazat: 43B minta GarV-D kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhasznaldasaval,
57-3"iranyban

e
e

CTAGCAAAGCACCTTGCGGATGCCTCACTCAGAACTCAAAGACTTGGTAGAAAAT
TTTTGCACTTTGAGACAATTCTGCGGGTTCTATGCCAAAGCTTGTTACGTCACGGG
CAAGCAGCAGAAGAAACCACCAGCTAGCTGGTCCAGGAAAGGGTATCAAGACGA
TGCAAAGTTTGCTGGGTTTGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGCGACTTCTCCCCTG
CCCCACCTGGGGGAATGAGATTTAAACCCACTGACGCCGAAATTCTTGCTCATTCT
ATGAATGCTAAGATGTCTATTGTCGAGTCTCGCCGAGCCAGCAACATGGTTTCTAC
TCGCGCTGACCTCCTTGCGCAACAACAGATACCTGAACAAACCAAGCCACTAATG
ATCTATTCTGATGCATTCCCACGAATTCAGATGCTTTACTGCCTGGTGTATCACAA
CGCCCGCTCCCGAAACACCTCAAGGAGCGCCGCTTTTAGCATTGTTTAGATGGAA
TGAAGAT
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M17. tabldzat: 49A minta GarV-X kopenyfehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a HaAllexi és M4 primerek felhaszndldsaval, 5 -

3’ iranyban

e
e i

ATGGGTGATCGGAACCAAGGAATAAATCCCAACCAGGGACTCAATGCCCAAGCG
CAAGGTGATGGAACAAGCAGTCAAAATCAACGCCCCAATAGGAATCCAACTCCTC
GACCCCAAGCTGACTTAAACGCCCAGAACAACGTCATGCCTTCTGAAAATGACTT
AGCAGCGATAGCAAGTGATGTAACTTCCAACTCGGTAGCCACACAGGAGATTATC
CGTGAAATCCTCAGCACCCTTCAAGCAAGGCGACCCAACGCAACACCCAAAGACT
TATTTTCGCTTGCGTGGGCATGCTACCACAACGGATCATCACGATTCACAACAATG
ACCACTGATGCACCTTGCGGTATGCCTCACGCGGAGCTCAAAGACCTTGTTGAAG
ATTACTGTACGCTGAGACAATTTTGTGGCTATTACGCCAAAACATGCTATGTCACG
GGGAAGCAGCAAAATAAGCCACCAGCCAACTGGTCTCGAAAAGGTTTCCAAGAG
GAATCAAAATTTGCTGCCTTTGACTTCTTCAACGCTGTGATGAGCGACTCGTCTCC
AACACCGCCTGGCGGCATGCGATTTAAACCAACACACGAGGAGATTGTGGGACAC
TCCATGAATGCGAAGATGTCTATCATTGAGTCGCGCAAAGCCTCGAATATGGTCT
CCACTCGCGCTGATCTGTTGGCCCAACAGCAAATCCACGAAGCTCCGAAACCCCT
CATGCTCACATTCTAA
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M3. A Gupta- és Yoshida-féle modositott primerkészlettel nyert szekvenciaadatok

M18. tdbldzat: PotyAS3 mesterségesen fertézott minta LYSV kdpenyfehérjét kédolo régio szekvenciaadatai a Gupta-féle

optimalizalt primerkészlet felhasznalasaval, 5°-3° iranyban

Minta neve PotyAS3 (23A)
Virusfaj LYSV

Szenz primer LYSV CP FULL F
Antiszenz primer LYSV CP FULLR

GGGGGGAGAACAAGGATAGCGCAGACAGTCCATTGAGCAGCGGAACCCATTATT
GTCGCAAACTAGTGTACATGGAAGAAAGATGGTGGTAGCGGTTCAGGTTTGAGCA
TAAACAAAGACAGAGACGTGAATGTTGGCACCACAGGAACTTTCAGTGTGCCGCG
AATAAAACAAATACCGCAGAAGGGCATATTAATTCCAATGGATGGAGGGAAATC
AATACTTAACTTAGACCATTTATTACAGTATAAACCGAGTCAATTATGTATATCAA
ACACTAGRGCCACAAGGACACAATTTATGACTTGGAAGACGAGGTTGCAAGAGG
AATATGGTGTCACTGATAGTGAAATGAGCATCATTTTAAATGGCTTGATGGTGTG
GTGCATTGAAAATGGAACTTCACCTAATATAAATGGAGTTTGGACAATGATGGAT
GGCGAGGAGCAAGTTGAATTTCCTCTACGCCCTGTTGTCGAGCATGCACAGCCAA
CTCTACGACAAATAATGACGCATTTCTCAGCACTCGCGGAAGCTTATATTGAGAT
GAGGAATTCGGAACAGGCTTACATGCCACGGTATGGATTACAGAGAAATCTTACA
GACATGGGTCTCGCACGTTATGCATTTGACTTCTATGAAGTCACATCAAGAACACC
AGTTAGAGCGCGCGAGGCTCACGCACAAATGAAAGCAGCGGCCTTACGTAATTCA
AAGCCAAAGCTGTTTGGACTAGACGGTAACGTCACAACCATGGATGAGGACACG
GAGAGGCACACAGCGCATGATGTGAATGCACGGATGCACCATCTTGATGGTGACA
TATGCAG
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M19. tablazat: PotyAS3 mesterségesen fertdzott minta LYSV NIb fehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a Gupta-féle optimalizalt

primerkészlet felhasznalasaval, 5°-3" irdanyban

Minta neve PotyAS3 (23A)
Virusfaj LYSV
Szenz primer LYSV NIb F

Antiszenz primer LYSV NIb R
TTTACTCTTGACGACGGGAAATGGGAATTCCAATCAGGTCACAAGGATTGGATGT

ATAACAAGCTAGAGGGAAACTTRAAGGCTGTTGGACGCACGAGCGGAAATCTGG
TAACCAAACACTCAGTAAAAGGAAAGTGCATGCTCTTCCAAACATATTTGTCGGT
TGAGCCAGAGGAAGCCGCATACTTCACACCACTTATGGGTGCCTATGCAAAAAGT
GCTCTTAACAAGGAAGCGTATATTAAAGACTTGAGCAAATACTCAGGTGAAATCA
GCGTTGGCAACGTAGACTGCGATGTGTTCGAGCGAGCTTTTGATAAGGTTGTAAA
TTTAATGGAGAGCAAGGGATTCCACGAGTGTGCATACATCACGAATGAACACGAG
ATATTGGCAGCACTAAACATGAAAGCAGCCGTTGGAGCATTGTACTCAGGAAAGA
AACGTGAGTATTTTGCAGATTTTTCTGACCAAGACAAGTATGAAATCGTCAAAGA
AAGCTGTAAAAGATTGTTTCTTGGCAAAATGGGTGTGTGGAATGGGTCCTTAAAG
GCTGAGCTTCGCCCAATTGAGAAGGTTATGGCTAATAAAACTCGTTCATTCACGG
CAGCACCGTTAGACACACTTCTTGGAGGAAAAGTTTGCGTGGACGACTTCAATAA
CCAATTTTACAGTCGCCACTTTGACTTGCCTTGGACAGTGGGTATGAGCAAGTTCC
GCAAAGGGTGGGACACTTTACTTAGAAAGCTGCCCGACAATTGGGTCTATTGTGA
TGCGGATGGCTCTCAGTTCGACAGCTCGTTGTCGCCATATTTAATAAACGCCGTCT
TAAACTACGATTGCACTTTATGGAGAATTGGGACGTTGGTGAGGCTATGTTGAAG
AATTTGTACACAGAATCGTCTACACACCATAGCAACACCAGATGGCCCATAGTAA
GAAATTTAAGGGCAACAATAGTGGGCRCCATCCACTGTAGTTGATACTCCCTGAT
GGTTGTCTTCTCGATGTACTATGCTATGGAGATGACCCTATAAGACATACATGACA
ATGCGTTTCTTGTAATGGTGA
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M20. tabldazat: PotyAS3 mesterségesen fertézott minta LYSV Pl fehérjét kodolo régio szekvenciaadatai a Yoshida-féle

primerkészlet felhasznalasaval, 5°-3" iranyban

Minta neve PotyAS3 (23A)
Virusfaj LYSV

Szenz primer LYSV P1 F - yshd
Antiszenz primer LYSV P1R - yshd

GCAAACTACAAACCAAAACACTGATAGCAACATGTCTAAAACATTAGCATCCGCC
AGATACGTTGAATATGGGCGCAACAGAGCAACACCACTGGAGAGTAAAGATATA
ATCGAGCAGCGGCGCGAAATACTAAAAGGTATAATCTACCGCACGCAAACTAATG
GCCAGACTCCTGCATATGTCTTTGGAGCCACAGGTTACGGTAAGGTTCAGAATAG
CAAGTCCTTGTGTGCAAGGCGCATAGGAGCTCGCTATAATCGAGATGATGATGTC
TATGAATGCAACACTTGTAATGGTGCATTCCAAACTAAGGAGGCATTCAAGGAAC
ATGACTGCGATGAGGAAAACGAGGATATTGACATGCCTTCTCTAGACTTCTCTCTT
AATGTCGAGGAGTTTCCAACCCTACTGGATAACCCCGCATGAACACCCAAGAGCG
AGGTCGATGGCATCCAATTCGGGAGCTTTAACACACCTATCTTAACTGAAGATAG
CTCTCAATCCAATGCAGTGGACACTCCCATGCCTGAATCCAAGAGTGAGGACAGT
GTAATTTACTTTGGGAGCTTTGAGACACCAGTCACAGTTGGAGGTGATCTCAAATC
AGATATATTGGATAGTCCCGCATATGAACCCATAACTGAAGAAAATGTCATTTAC
TTCGGAAGTTTTGAGACACCTGCACCACTTGCGAGTGTCCCTGAGCCCATTACAAC
ATCTCGCATTAACATGGGTCAACTAGAGTGCGACGATAATTTACRTGTAGAGTCA
GAACGGGTTATAGTTTGCCCAATCATTAGTGCTGAAGAAATTCAGATCACACAGC
ACACCACGCCAGATCCG
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M4. Fajspecifikus allexivirus primerekkel nyert szekvenciaadatok

M21. tabldazat: 94 minta GarV-B ORF2 régio szekvenciaadatai a sajat fejlesztésii GarV-B primerkészlet felhaszndlasaval, 5°-3°

iranyban

Ganv (o
Garvs )

GTGCATTACAGGACGCTCTTGCGGTATAGCTCATGCTGAGCTCAAGGACTTAGTC
GAGGACTATTGCACACTGAGACAGTTTTGTGGATATTATGCCAAAACATGCTACG
TGACGGGCAAACAGCAGAATAAACCCCCCTCAAACTGGTCACGTAAAGGGTTCCA
AGAAGAATCAAAATTCTCGGCTTTTGATTTCTTCAATGCCGTGCTTAGCGACTCTT
CTCCCCCCCCCCCCGGGGGCATGCGTTTCAAACCCACGCAAAAMGAAATTTTAGG
TCATTCCATGAACCCCAAAATGTCRATAATCGAGTCCCGCAAAGCATCAAACAGG
GTCCCCACTCGCGCAAACTTGCTAGCACAACAACAAATTCACGAAGCGCCRAAAC
CMCTCAGGCTTACATTTTAAAAATTCTTGACYCCRAAAGGCMYCCCTACGATTTC
AACTTCTTAGCCGGTTTACAATTTGCTCAACCCAATCCCCCAAGCGATATTAAAAC
TAKTATATATATATTATCTTCTGCAAGTAGGAAACTAGGTCGTAAATCCCAACAA
AATAAACCCTTTACKGGGACGTCAAAKTGGGCAGCTCGCCGAAAAGCAAAACGG
TATAACCGGTGTTTTGACTGCGGCGCCTTGCTGAACACTGACCACGTATGTAAATT
ATTCACAAGTCGAGCCAGTACAGACTGCTAACATGTCATTCATGAAGGACCCGCT
AAGCTATATGCTGAAAGGAACTTCCGWAAATCATCTTTTGCTGAGCAGCTTATAC
TGAACGATTTAAAACTTATGAGATTATATAAATAGGCTC
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M22. tablazat: 324 minta GarV-D ORF4 régio szekvenciaadatai a sajat fejlesztésii GarV-D primerkészlet felhasznalasaval, 5°-3°

iranyban

Minta neve 32A
Virusfaj GarV-D
Szenz primer GarV-D (for)

Antiszenz primer GarV-D (rev)

CTTGCGGATGCCTCACTCGGAACTCAAAGACCTGGTCGAGAATTTTTGCACATTGA
GACAATTCTGCGGGTTTTATGCCAAAGCTTGTTACGTCACGGGCAAGCAACAGAA
GAAACCACCAGCCAGTTGGTCCAGGAAAGGCTACCAAGATGATGCAAAATTTGCC
GGATTTGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGTGACTTTTCCCCTGCCCCACCTGGAGG
AATGAGATTCAAACCCACTGACGCTGAAATTCTTGCTCACTCCATGAACGCTAAG
ATGTCAATTGTGGAATCCCGCCGGTCCAGCAACATGGTTTCCACCCGCGCTGACCT
CCTTGCACAACAACAGATACATGAGCAGCCTAAACCTCCAATGATCACATTCTGA
TGCATCCACACGACTTTAACTTGCTTTGTTGCCTACACTTTTCACAACCTCCTCTTC
CAAAAGACCTCAAAGAGTTCATCTTCTCACACTGTGTAGATTGTTGTAAATTAGTA
CGTAAAATTAATCAGAATAAACCTTTCCAAGGTATATCTAAGTGTGCTAAACGTC
GACGGGCAAAGCGCTACAATAGATGCTTTGACTGCGGAGCGTTCTTAGTAGATGG
GCATAGATGTAAGGTATTTGTATCAAAAGCTCACTCGGATGTGTTAGCTGTCATAC
ACGAGGGACCCGCTAAGCTATATGCTGAAAGGTCCTATAGGCCAAACTCTGATGC
AGCACAATTGATTGAGAATGACATACTATACATTAAAGCTCTTAAATTATAAGGC
TTGACCCAAGCCTCCCATCGGGTTTACAGGGTTCTGGACGTGAACAAAGACACTC
ACGACTGTTGATATTGCTAAACTTACCTCGCAACAACTTATGTCCACGCG
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M23. tablazat: 34B minta GarV-D ORF4 régio szekvenciaadatai a sajat fejlesztésii GarV-D primerkészlet felhasznadlasaval, 5°-3°

irdnyban

GarvD (o1
Gy (20

GCGGATGCCTCATGCGGAGCTCAAGACCTGGTCGAGAATTTTTGCACATTGAGAC
AATTCTGCGGGTTCTATGCCAAAGCTTGCTACGTCACGGGCAAACAGCAGAAGAA
ACCACCGGCTAGTTGGTCCAGAAAAGGATATCAAGATGATGCAAAATTCTGCGGG
TTCGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGCGACTTTTCCCCTGCCCCACCTGGAGGAAT
GAGGTTTAAACCCTCTGACGCCGAAATTCTTGCTCATTCCTGAATGCTAAGATGTC
AATTGTGGAGTCCCGTCGGGCCACCAACATGATTTCCACCCGCGCTGACCTCCTCG
CCCAACAACAGATACACGAACAACCCAAGCCTCCCATGATCACATTTTGATGCAT
CGCCACGACTTTGACTTGCTTTGTTGCCTGCTCTTCTCGCCGCCTCCTCTGCCCAAA
GACCTCTCAAACCTTCGCTTCTCAAACTGTGTAAATTGTTGTAAATTAATACGTAT
TATTAACCAGAATAAGCCTTTCCAAGGCGTTTCCCTTTGTGGTAAGTGCCGCCGGG
GATGCCGCTATAACCGATGCTTTGACTGCCGAACTTTCTTACTATATGAGAATATA
TGTAAAGTATTTGGATCGAAAGCTCATCCCAATGCGTGAGCTGTCATACTCCATCG
ACGCGCTTAACTATATGCCTAATGGTCTTACTGGTCAAATTCTGATGCCACACAAT
TGATTGACAGAGACATACTATACGATAAAGCTCTTAATTTATAAGGCTTGACCCA
AGTCTCCTTTTGGGTTTACAGGGTTCTGGATTTGAACAATCACACTCAGGACTGTT
ACTATTGCGATTGTTACCTTG

125



M24. tablazat: BAJA minta GarV-D ORF4 régio szekvenciaadatai a sajat fejlesztésii GarV-D primerkésziet felhasznadlasaval, 5 -

3’ iranyban

Ganv ()
Ganv D (e

AGCGTGTCAGGCTTTCGGCAGGTCAACTAGGCCTTCTGGCAGCCGTGACCCTCCA
AATGCTAACCCAGTTACCAAAGAACAGGAGGACCTRATGCCTGCCGTTACTGAAT
TCGAAAATCTGGCTAACGACGTCGARTCAAACTCAATAGCTTCAAGGGCGACTAT
ACGAGATATCCTGGACATGTTACAAGCAACCAAGCAAGGGAGCATACACCCGAA
GGACCTCTTTTTCTTTTAGCTTTGGACGTGCTACCCACAATGGGCTCCCTCACGCTT
TTGTTACACTAAGCACGAAAGCACCTTGCGGAATGCCTCACTCRGAACTCAAAGA
CTTGGTCGAGAATTTTTGCACGTTGAGACAATTCTGCGGGTTCTATGCCAAAGCTT
GTTACGTCACGGGCAAGCAGCAGAAGAAACCACCGGCTAGCTGGTCCAGGAAAG
GCTATCAAGAGGATGCAAAGTTTGCCGGATTTGACTTCTTTAATGCGGTGCTTAGC
GACTTYTCCCCTGCCCCACCTGGRGGAATGAGATTCAAACCCACTGACGCYGAAA
TTCTTGCTCATTCCATGAATGCTAAGATGTCAATTGTGGAGTCYCGCCGAGCCAGC
AACATGGTTTCCACTCGCGCTGACCTCCTTGCACAACAACAGATACATGAACAAC
CCAAACCTCCAATGATCACATTCTGATGCATCCACACGACTTCAACTTGCTTTGYT
GYCTGCACTTTTCACAACCTCCTCTYCCGAAAGACCTCAAAGAACTCCTCTTTTCA
CATTGGGTAGATTGTTGTAAATTAGTACGTAAAATTAATCAGAATAAACCTTTCCA
AGGYACATTCTAAGTGTGCTAAGCGTCGACGGGCAAAGCGCTACATCGATGCTTT
GACTGGTGAGCGTTTCTTAGTAGATGGCATAGATGTAAAGTATTTGTATCAAATGC
TCACTCGATGTGTTAGCTGTCATACACGAGGACCGCTAGCTATATGCTGAAGTCTA
TAGCAACTCTGACGCAGCCATGATGAAAAT
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M25. tdbldazat: BAJA minta GarV-C ORFA4-5 régio szekvenciaadatai a szakirodalmi eredetii GarV-C-brd primerkészlet

felhasznadlasaval, 5°-3° iranyban

CGCTGCGCACTATGGCACTTTAATTTATAATGGGTCAAGCTTGCACATGCCAATGG
ACATATTAGGTAAACCAGCCAGTACAGCCCTGCAGCTGCAAATTGACATTCAGCC
CTCGCCAGGAGGAACCAGTGTAACCTACAAATTGGCTGACAATGGCGCGCTGCTA
TTAAGTGACGAAATATTTACGCCACACAAGTTGAATAAGCCTTTAAGTGACGCTC
TCTCCCTGTTACATAACAATTGCTCAAGCTTCATCTACAACAACAAAGGCGATCGG
CTTTGTTAAGTTGTAGTGTAGTTCGAATATGAGCAGAGACGACCTATCAGACGAT
CTCGTGAACGCTGCCATGACCGATCCGCCAACTCAGGGACTAAATCAAGCCACAT
CTGCCCAGGGCTCTAGACCGGGACTTATATCTGGACCAGGTTCACAAACGCCTAG
CAAGAATCCCAGACCATCTTCTACACAAAGTGGACCGACTGTCACAAACGACTTG
TTGCCGAGTGAGTCCGAATTGGAGGCAGTTGCGAATGATGTCACATCTAACTCTG
TAGCTACGCAGAGCACAATTCGCGAAATACTAGACTTGCTCCGTGCACGTAAGCC
CAATGCCACACCAAAAGATCTCTTCTCTCTTGCATGGGCTTGCTACCACAATGGTT
CCTCTAGGTACACCAACCTCGCCACAGATGCGCCGTGTGGAATGTCTCACGCGGA
GCTCAAAGACCTTGTTGAGGACTTTTGCACTTTACGACAATTCTGCGGGTTTTATG
CGAAAACTTGCTACGTAACCGGACGACAGCAGAACAAACCACCAGCGAATTGGG
CAAGGAAAGGATTCCAGGATGAGTCAAAATTTGCAGCTTTCGATTTCTTTAATGC
GGTGTCAAGTGACTCGGCCCCAAA
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M5. Eredmények a sajat LYSV full genom primerekkel nyert szekvenciaadatok

M26. tabldazat: PotyAS3 minta LYSV HC-Pro — P3 fehérjét kodolo régio szekvenciaadatai sajat fejlesztésii LYSV primerkészlet
felhaszndldsdval, 50 °C-0s PCR protokollal, 5°-3" irdnyban

Py (22
veva o)

vova Rev)

GATCTATAATCCAACAGCGACTATGCGAATCACGTTGTTAGACACAACCCAAATG
GTTCGAGAAAGCTGGCTACTGGACGACTGATAGTATCAACAAACTTTGAGACATA
TAGGGAGAATCTGAAGGGTGAGAAAGTGCATGCACATAAGATCACAGAAGAGTG
CGTGAGCCGCGATGAAAAGAAATTTGTTTACAGTTGCTCATGTGTTACACATGAG
GATGGAAGTGCTATGGAATCACGTGTAATATTACCAACGAAGAATCATCTCGTAA
TTGGTAACTCAGGCGAGCCTAAATATATCGATTTACCAACTGAGTCTGAACTGAC
GTTGTACATAGCGAAAGAGGGATATTGTTACATCAACATTTTTCTTGCAATGTTAG
TCAATGTGCGTGAGTCACAGGCAAAAACATTTACAAAAATGGTTCGCGATGTATT
AGTAAATAAACTTGGCAAATGGCCAACTATGATGGATGTTGCAACAGCATGTAGC
TTGTTGACCGTGTTCTATCCGGATACGATAACAGCTGAATTGCCTCGAATTTTAGT
GGATCATAACTGCAAGAGTATGCATGTCATTGATTCGTATGGTTCGCTAGACACA
GGATTTCATATTTTGAAGGCCAACCCAGTTAATCAGATACTACATTTTGCKAGCAC
GGATCTAAAATCTGATTTTAAAACATTACCTGTTG
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M27. tablazat: PotyAS3 minta LYSV HC-Pro — P3 fehérjét kodolo régio szekvenciaadatai sajat fejlesztésii LYSV primerkészlet
felhaszndlasaval, 65 > 48 °C-0s td-PCR protokollal, 5*-3 " iranyban

Minta neve PotyAS3 (23A)
Virusfaj LYSV
Szenz primer LYSV2 (FOR)

Antiszenz primer LYSV2 (REV)
Protokoll 65>48 °C

TGTGCTTTGCCTTTTAATCTGGAGCGTTGAGTTTGATTGGTCCAACATTTCGCAAG
TACGACTTTGTAGTAGCAATGATTGAAGATAACCTTTGTGACAAAGGCTGCTCTCG
CCACTGCTCCTGTAAGTGCTCCTGATAATTTTTTTCGTACACTTCCCGTGACAAATC
GATTGTATTAATGAACCCCTCTTCTAGTAGTGACCTGTCGGTGAGGCTCTTGCTAT
ATACARACGATATGACATTACTGGCTAGAACCCTTGAATGCATAGTATGACTAGT
CTTTTCAAGCAATCTATGCAATGTTCCCACGTTGTTTTCTAAGAATTGCATTTGATC
TTGTAAACTATTAGAAACTGGAATTCTTTGCGCTAGGGTTTTCAATAGCGCCATGA
TTTGCGTGATGTCTCTATCTCGGTGAATCCAAAAAGATATGCTCTTTTCAAATGAC
TCATTGCTAAGCATAGCACGCATTATTGCTGGTGATAACACTGATAACACTAAGG
TGAAAGGCTCCTGCTCCACTATTTGGCGGAAGCGCTTTGGTTTATAAATACTCGTG
ATGAGCATATATAGCGTGCTAGTAGTCATATCAAGCTTTGGGGCCACATCAACGT
ATAGAATGTCATTCGTTCTGCCCCCAACATGGTAATGTTTTAAATCAGATTTTAAA
TCCGTGCTCGCAAAATGAATATCTGATTAACTGTGTTTGCCTTCAAAATATGAAAT
CCTGTGTCTAGCGAATCATACAATCATTGACATGCATACTCTTGCACTTATGATCC
ACTAAAAATTCAAGGCATTCRCTGTAATCGAACCGGATAAA
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M28. tabldazat: PotyAS3 minta LYSV CI fehérje kodolo régio szekvenciaadatai sajat fejlesztésti LYSV primerkészlet
felhasznalasaval, 48 °C-0s PCR protokollal, 5-3° iranyban

Py 22
Vv (o)

v (Rev)

AKSGGGAGATWAAMTTCTTATTTTACGTGGCAGTTATAATGAAGTCGACCAACTA
AGCAAACTGCTGATGGATCGGAAGTTCAAGGTCTCAAAAGTTGATGGGCGAACTA
TGAAAAGTGGAAAGATTGAAATAATAACAGAGGGTACACCTACCAACAAGCATT
TCATAGTGGCAACGAATATAATTGAAAATGGAGTAACGCTTGATGTGGATGTGGT
GGTGGACTTCGCGACGAAAGTTGTGCCAGAGCTTGATGAGGATGCGCATATGATC
CGGTACAATAAAAAGAGCATATCATATGGTGAGCGCATACAGCGAATGGGACGT
GTTGGACGTCATAAGCGCGGAACGGTTTTAAAGATTGGTGAGACGGAAAAGGCTA
GCTGGCGCGTCCCGCCGTGTATTGCAACAGAAGCTGCGTTCTATTGCTTTGCTTAT
GGATTACCTGTAATCTCTGATGGAGTATCCACAAGCATACTTGAAAACTGTACAG
TGCCGCAAGCGAGAACGATGATGCAATTTGAGTTGAGCATATATTTCATGTTCCAT
TTCGTGAAACATGATGGTAGTATGCACCCAGCCATTCACGATCGCTTAAAGCAAT
ACAAACTGCGTGACTCTGAAATTGTTTTGAATAAAACAGCTATTCCACWCAGGGG
ATTAACCACTTGGCCTACAGTCGAAGAGATGAARCGGCACGGTTGTTCTATAAAY
CAACCAGACKATGTGAGACTACCTTTTCTTYATAAAGGATGTTCCGGATAAATTAT
ATGGCGATCTCCATGAASTATTAAAAARACATACGGCGATGCTTGCTTTCGRAAG
ATCCKARGSATAAGTGC
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M29. tablazat: PotyAS3 minta LYSV CI fehérje kodolo régio szekvenciaadatai sajat fejlesztésii LYSV primerkészlet
felhasznalasaval, 60 > 45 °C-0s PCR protokollal, 5°-3 iranyban

Minta neve PotyAS3 (23A)
Virusfaj LYSV

Szenz primer LYSV4 (FOR)
Antiszenz primer LYSV4 (REV)

Protokoll 60 > 45 °C
AYGKKTMMMAAWWTGGGTTTGTAATTGAGCATCGTCACCATGTATTTCATAGGC

ATGTTTTGAATCGTGTGCTTCGCGGAATCGAAGTTTCTGTCTTTGCCTATAATTCTT

TCCTTGATAATCCATGGGTTCCTCCAATTTGCCTTTTACATATTCATATATCATTAG
GATTCCGCCGACAACTGTGACTCCTGCGAGTACTATGTCTTTAATGATTATACTTT
TATTCCAACGACCTTTCAATCCAAGGTGATTGCTCATCTCATTCTCAGACTGGTAC
ATCATACATTCTAAGGCCCCATAATCAATTAATGCGTCCTCCGTCATTCTCGGCGT
TCTAATGTTGTTGAATTCAAGCAACTGACTTTTGGCATTTTGAATTACACTCAAAT
TTTCAGTTGTATAGTCCTGCATGTGTCTAGCTCGAATGGCATTCGTTATTGTAGTG
AGAGCATAGTTGAAGGTTGAACAAGAGCTAGATGTCACATTCGCAAAATATGCTT
TCTTCTGTAGCTCACTCTCGTATAGTTTATCAAGTATCTTGATTGTTCGCTGGATGG
ATGCTGGATCAGTTTGTAACGTGTATGCGATTTTGCTAGCACTTATCCCTCGGATC
CTTCCGAAGCAAGCATCCCCGCTATGCTTCTTTAATACTTCATGGAGATCGCCATA
TAATTTATCCGGAACATCCTTTATGAAGAAAGGTAGTCTCACATCGTCTGGTTGGT
TTATAGAACAACCGTGCCGCTTCATCTCTTCGACTGTAGGCCAAGTGGTTAATCCC
CTGTGTGGAATAGCTGTTTTATTCAAAACAATTTTCAGAGTCACGCAGTTTGTATT
GCTTTTAAGCGATCGTTGAAWGGSTGGGTGCATACTACCCATCATGTTTCACGAA
AWGGAAMATGAAATATATGCTCAACTCAAATTGCATCWTCGTTCTCGCTTGCGGT
ACTGTACAGTTTTCAGTAATGCTTGTGAATACTCCMTCATASATAMCARGWAACC
CAWAGCAAAKCAYTAGACGSAGYTTCYGTGGWATAACACGGCGGSACGCGCCMR
CTTAKCCTTTCCCGTCTCACCAKTCTTTASAACCC
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M3O0. tabldazat: PotyAS3 minta LYSV képenyfehérjefehérje kodolo régio szekvenciaadatai sajat fejlesztésii LYSV primerkészlet
felhasznalasaval, 60 > 45 °C-0s PCR protokollal, 53" iranyban

Minta neve PotyAS3 (23A)
Virusfaj LYSV
Szenz primer LYSV8 (FOR)

Antiszenz primer LYSVS8 (REV)
Protokoll 50 °C

GAWTTTYCTTTTWMGCCCTGTTTGTTGACAYGCGCAACCAACTCTACGCCAAATA
ATGGCGCATTTTTCAGCACTTGCGGAGGCTTATATTGAGATGAGGAATTCAGAGC
AGGCTTACATGCCACGRTATGGATTACAAAGAAACCTAACAGACATGGGTCTCGC
ACGTTATGCATTTGACTTCTATGAAGTTACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGC
GAGGCTCACGCACAAATGAAAGCAGCGGCCTTACGTAATTCGAAGCCAAAGCTGT
TTGGATTAGACGGTAACGTCACAACCATGGATGAGGACACGGAGAGGCACACAG
CGCATGATGTGAATGCACGGATGCACCATCTTGATGGTGCACATATGCAGTGATG
CTTCGGTTAGCAACCGGTTATGGGCTTCCATCTAAAAAGTCCCGAGTGCCAAACTC
GTATTTTTGGCTAGKGTAKKGAAACTATAATTCACTCGTTCAAGGCAGTTTCTACT
TTAAGGATGACTKGGRAATTAKWASCTCCCAAKGCCGGTCACAGTGGTGATCACC
AARAGTCAACACTTGGTTTGGAGTTGATCGTCKGAAATCTATCCGGAGWACGGTT
TTGTAAAGAAGGTGGATTTAATTTTTAGGGATAGTAAGTCTGAAACCATAWTGGT
GTATAASCASCCCRAATTTTAAAAACCCCCMCCTTTACCCTACARKGGAGTGCTAC
TTTAAAGACTASCTAGGATTGAGACCRAAMTCTCRCGGGCTGGRTGGCCAGWAKT
GATCACTCARTGATCAGGKGACTACTTTAMRSTCAKTTGGAACCCCGRAATAYCC
TAYCCTTACCAAAACCRAAGTTTTAATTTACGGGSGWASCGGGGTWCAMCAYCTT
AA
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M3L1. tablazat: PotyAS3 minta LYSV kdpenyfehérjefehérje kodolo régio szekvenciaadatai sajat fejlesztésii LYSV primerkészlet
felhasznadlasaval, 65 > 48 °C-0s PCR protokollal, 5°-3 iranyban

Minta neve PotyAS3 (23A)
Virusfaj LYSV
Szenz primer LYSV8 (FOR)

Antiszenz primer LYSV8 (REV)
Protokoll 65 > 48 °C

AWKKAGTCTTTTACGCCTGTTGTTGAGCAYGCGCAGCCAACTCTACGMCAAATAA
TGRCGCACTTTYTCAGCACTYGCGGAGGCTTATATTGAGATGAGGAATTCRGAGC
AGGCTTACATGCCACGRTATGGATTACAAAGAAACCTAACAGACATGGGTCTCGC
ACGTTATGCATTTGACTTCTATGAAGTYACATCAAGAACACCAGTTAGAGCGCGC
GAGGCTCACGCACAAATGAAAGCAGCGGCCTTACGTAATTCRAAGCCAAAGCTGT
TTGGATTAGACGGTAACGTCACAACCATGGATGAGGACACGGAGAGGCACACAG
CGCATGAYGTGAATGCACGGATGCACCATCTTGATGGTGCACATATGCAGTGATG
CTTCGGTTAGCAACCGGTTATGGGCTTCCATCTAAAAAGTCCCGAGTGCCAAACTC
GTATTTTTGGCTAGKGWAGKGAAACTATAATTCACTCGTTCAAGGCAGTTTCTAC
TTTAAGGATGACTTGGRAATTAGWASCTCCCAAKGCCGGYCACAGTGGTGATCAC
CAARAGTCAACACTTGGTTTGRAGTTGATCGYCTGAARATCTATCCGRAGTACGGT
TTTGTAAARAAGGTGRATTTAATTTTTAGGGATAGTAAGYCTGAACCATAWTGGT
GTATAASCAGCCCGAATTTTAAAAMCCCCACCTTTACCCTACARTGGAGYGCTAC
TTTAAAGACTAYCTAGGATTGAAACCGAWMTCTCACGTGCTGACRTGCCCAGTAK
TTGATCACTCAGWGATCRGGTGACTAYTTTACASTCAAGTTGGAAMCCCGAATAY
CCTAYCCTTACCTAATATCRAAGTTTTATTASKGGKGAAGCGTGYTCAMCCMCCT
TATAAACYTTTGAATATWAGATCRAGCTGTTCGTCYTGAG
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M6. Vizsgalt mintak fertozottségét mutato tablazat

M32. tabldazat: A HaPoty, HaCarla, HaAllexi és M4 primerpdarokkal vizsgalt 45 minta virusfertézottsége

Minta Szarmazasi
. Potyvirus Carlavirus  Allexivirus
neve orszag
1A Franciaorszag = GCLV* GarV-X*
1B Franciaorszag SYSV GCLV +
2A Franciaorszag SYSV GCLV +
4A Csehorszag oYDV, SYSV SLV +
6A Franciaorszag SYSV GCLV +
TA Spanyolorszag oYDV - GarV-D*
B Spanyolorszag OoYDV - -
8A Spanyolorszag LYSV, OYDV - +
8B Spanyolorszag LYSV, OYDV - +
9A Kina LYSg/Y’g\T SV, SLV GarV-B*
9B Kina LYSV, OYDV SLV +
10A Kina LYSV, OYDV SLV +
10B Kina LYSV, OYDV SLV +
11A Magyarorszag SYSV - GarV-D*
11B Magyarorszag SYSV - +
16A Ausztria - - GarV-D*
17A Romania - SLV* -
17B Romania - SLV* -
19A Magyarorszag SYSV SLV* GarV-D*
22A Magyarorszag oYDV GCLV +
23A Magyarorszag LYSV* GCLV* GarV-B*
26A Magyarorszag - - +
28A Magyarorszag oYDV - +
29B Magyarorszag SYSV - +
32A Magyarorszag LYSV, OYDV - GarV-D*
34B Magyarorszag LYS;/’Y(S)J DV, - GarV-D*
35B Magyarorszag LYSV, OYDV - +
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37A Magyarorszag LYSV GCLV +
39A Magyarorszag LYSV, OYDV GCLV +
39B Magyarorszag LYSV, OYDV GCLV +
40A Magyarorszag - = +
41A Hollandia - ? ?
41B Hollandia LYSV, OYDV ? ?
42A Hollandia - ? ?
42B Hollandia > ? ?
43A Magyarorszag - GCLV* GarV-D*
43B Magyarorszag - GCLV* GarV-D*
81/2 Magyarorszag - - GarV-X*
81/3 Magyarorszag - = +
81/4 Magyarorszag - - +
BAJA Magyarorszag = = GarV-D*
48A Magyarorszag LYSV - +
49A Magyarorszag LYSV - GarV-X*
50A Magyarorszag LYSV - +
51A Magyarorszag LYSV - +

"o

Megjegyzés: a + jellel jelolt mintdk esetében a nemzetség jelenlétét meg tudtuk erdsiteni, azonban
a fajszintli meghatarozast nem tudtuk végezni az alkalmazott mddszerrel, a — jellel jelolt mintak
esetében a minta adott virusfajra vagy nemzetségre negativ volt, a ? jellel jelolt mintakat adott

nemzetségre nem vizsgaltuk, a * jellel jelolt mintak esetében szekvenciaanalizist is végeztiink.
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M7.

M33. tabldzat: A Gupta- és Yoshida-féle primerkésziet optimalizalasa a KP258216 referencia izolatum szekvenciaadatai alapjan

Primer neve

Inditészekvencia és a

végrehajtott valtoztatasok

Gupta- és Yoshida-féle primerek optimalizacioja

Forras

GTTTGATGAGTGTCATTGTTT

(GUPTA et al., 2017)

LYSV P3F
GTT TGATGAATG TCACTG TTT optimalizalt KP258216 alapjan
Ve CTT GCC AGT GCT ATT CTT TTG (GUPTAetal., 2017)
TTTGTC TGC GTT ATT CCT TTG optimalizalt KP258216 alapjén
< CTG TTC TGA ACC TTT CCATAG CC (GUPTA et al., 2017)
LYSV5F
CTATTC TGG ACC TTA CCG TAG CC optimalizalt KP258216 alapjan
CCT CAT CAC AAT CGT GCT CCT T (GUPTA et al., 2017)
LYSV 5°R
CCTCGTCGCAGTCGTGTTCCTT optimalizalt KP258216 alapjén
ATC TCA ACA CAA CTT ATG CAA (GUPTA et al., 2017)
LYSVP1F
ATC TCA AAA CCC ACT TAT GCA optimalizalt KP258216 alapjén
GCA CAC AAC GAC CGTCCAATCT (GUPTA et al., 2017)
LYSV P1R

GCACGC AACGACCGTCCAATCT

optimalizalt KP258216 alapjan

LYSV HC-Pro F

ACC AGATCC GTC TTT GGT CA

(GUPTA et al., 2017)

ACC AGATCCGTCTTT SGT CA

optimalizalt KP258216 alapjan

LYSV HC-ProR

CTT CGT ATAGCGRACRACTTC

(GUPTA etal., 2017)

CCTCGTCGCAGTCGTGTTCCTT

optimalizalt KP258216 alapjan

GCCTTT CGACAAGCT AAATGAC

(GUPTA et al., 2017)

LYSV CIF
GCC ATT TGACAA GTT GAACAAC optimalizalt KP258216 alapjan

LYRYENR GGT GTY GCT GAAACY TTR AG (GUPTA etal., 2017)
GGC GTC GCT GAG ACT TTA AG optimalizalt KP258216 alapjan
AAA TTG TAC GAA AGT GAG TTG (GUPTA etal., 2017)

LYSV NlaF
AAG TTA TAT GAG AGT GAG TTA optimalizalt KP258216 alapjan
CAT CCA ATC CTT GTT ACC TG (GUPTA etal., 2017)

LYSV NlaR — -
ATA CAT CCA GTC CTT GTG GCC TGA | optimalizilt KP258216 alapjan
TGT TGG GAT GGT ATC ACA CT (GUPTA etal., 2017)

LYSV NIb F
TGC TGG GAT GGA ATC ACA AT optimalizalt KP258216 alapjan
CCC ATG TAT GCT AGT CTG TG (GUPTA etal., 2017)

LYSV NIbR

CTCGTT TAAATTTGTTTG TG

optimalizalt KP258216 alapjan

LYSV CP FULL F

GCT GGT GAG GAG ATT GAT G

(GUPTA et al., 2017)

GCC GGC GAC GAACTAGATG

optimalizalt KP258216 alapjan

LYSV CP FULL R

CTG CAT ATG CGC ACC ATC

(GUPTA et al., 2017)

CTG CAT ATG TGC ACC ATC

optimalizalt KP258216 alapjan

LYSV3'F

GCA CAC AGC ACATGACGT G

(GUPTA et al., 2017)

GCA CAC AGC ACATGACGTG

valtozatlanul hagyva

LYSV 3 R

CTC ACG CAC AAATGA AAG CAG

(GUPTA et al., 2017)

CTC ACG CAC AAATGA AAG CAG

valtozatlanul hagyva

LYSV P1-yshd F

AAT CTC AAC ACA ACT TATRC

(YOSHIDA et al., 2012)

AAT CTC AAC ACA ACT TATRC

valtozatlanul hagyva

LYSV P1-yshd R

AGT ACG TTG CCT GCT CTG TAG

(YOSHIDA et al., 2012)

AGT ACG TTG CCT GCT CTG TAG

valtozatlanul hagyva
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M8. Vizsgalt szakirodalmi allexivirus primerek

M34. tablazat: A fajspecifikus Allexivirus primerek kivalasztasa soran vizsgalt primerek

Idézett :
. = . . Amplikon . .
Szekvencia (5’ - > 3’) referencia Hivatkozas
. hossza
izolatum(ok)
. For CTACCACAAYGGNTCVTC
1 | Allexivirus Ry CACNGCOTTRAAGAARTG - 230 bp (OLIVEIRA et al., 2014)
- For GACGACGGYGCACTACTC
2 | Allexivirus Rev YGTGAATCGTGATGATCE KF530328 - (OLIVEIRA et al., 2014)
iy For RCTGAGACAATTYYGTGG
3 | Allexivirus Rev CAAAGCATCGGCCRTAGCG - - (OLIVEIRA et al., 2014)
. For CYGCTAAGCTATATGCTGAARGG
4 | Allexivirus Rev TGTTRCAARGTAAGTTTAGY AATATCAACA - 183-192 bp (DOVAS et al., 2001a)
- For ATAGGATCCCATATGAACGCACCTGTTGAC
9 | Alegins Rev GTAACTTGAATTCTAGAGGAATCATC - - (RELEL R stelh, L2
- For TGGRCXTGCTACCACAAYGG
6 | Allexivirus Rev COYTTCAGCATATAGCTTAGC - 750 bp (CHEN et al., 2004)
» For CAYTCHATGAAYGCBAARATGTC
7 | Allexivirus Rev CCYTTCAGCATATAGCTTAGC - 456 bp (FIDAN et al., 2012)
. For CAYTCHATGAAYGCBAARATGTC
8 | Allexivirus Rev GGCTTATTYTGWCTAGYYTTACG - 281 bp (NAM et al., 2015)
For TGGAGACCCTTTCCAAGGCA
9 | GarV-A Rov CTOATCOGCGAATOOTORTT - 417 bp (GAWANDE et al., 2015)
For GACGGCTGTGCAAAAGCTTT KM588079,
10| Garv-A Rev TGCATGCGTTTAATGAACAC KP835205 936 bp (GAWANDE etal., 2015)
For CCATATGAACAATCCTGTTGATCC
A0 e Rev GGGATCCTT AGAACGTGATCATTGGAG - - (LY G 2l 2000
For CCCAAGCTTACTGGAAGGGTGAATTAGAT
12| Garv-A Rev CCCAAGCTTAGGATATTAAAGTCTTGAGG AB10300 800 bp (MELO etal., 2004)
AB010300.1,
For TGTCTCGCGCTCCTACATCAGAA AF478197.1,
19| CEvEA Rev TCTGGGGACAATAGTTGTTGCAAGGT AB010300.1, 1D 5 (BERERA el 200
KF632716.1
For ATGTCGAATCCAACTCAGTCG
14 | GarV-A v A OACOATCTTCOTEACGCE JX628786.1 - IX628790.1 444 bp (CHODORSKA et al., 2014)
For ACATCTTATGCCGCCCTTCT
15 | GarV-A Rov COTGOGOTACTOTOATCGTT - 482 bp (DA SILVA et al., 2019)

137



For

GCAGAATAARCCCCCYTC

16 | Garv-B For S ATAARCCECCY TS . (OLIVEIRA et al., 2014)
For CCATATGGGAGACAGGTCACAAGG
I | G Rev GGGATCCCTAAAATGTGAGCATGAGCGG : (LUl 2l 200
IX561094.1,
For TGACGGGCAAACAGCAGAATAA KC117180.1 -
18 | Garv-B Rev ATATAGCTTAGCGGGTCCTTC KC117182.1, 576 bp (CHODORSKA etal., 2014)
KC517076.1
For CCAAGCTTTTAATTTACACTGGCTTAGA
fe ) G Rev CCAAGCTTTATGCATTTCTGGGTCAAGA Cle = B g (MELD el 2L
KM379144.1
For TTGTGTTAAGTTTGGAYTTGGGTTGA '
20 | Garv-B JQ899448.1, JQ899447.1, 1216 bp (BEREDA et al., 2017)
Rev TGATATCAACAGCATGGGTGTCTT NO198141 ABOLDS0D T
For ACTTCGCCTACATGCCTGG
21| Garv-B For JostSocligsoUsriticet - 700 bp (DA SILVA et al., 2019)
For CCATGGGTGGAGACAGCCTATCTG
22 | Garv-C o o T e - 780 bp (FAYAD-ANDRE et al., 2011)
10899448 1
For AGTGATTTGSAMCCATAYCAAGC '
23 | Garv-C AF519572.1, 1557 bp (BEREDA et al., 2017)
Rev TAGTAATATCAACAAGCATGGGTGT ABOL030L ING10B15.1
For CCCAAGCTTCATCTACAACAACAAAGGCG
24 | GarvC Rev CCCAAGCTTATAAGGGTGCATGATTGTGG AB10302 800 bp (MELO etal., 2004)
For TTGCTACCACAATGGTTCCTC
25 | Garv-C For SHesavoputlics JX628791.1, KC491199.1 679 bp (CHODORSKA et al., 2014)
For CCATATGAGTGGAGACAGCCTATC
26 | GarvC Rev GGGATCCTCAAAACGTTAACATGAGAGG - ; (LU etal., 2008)
For CATTTGCGGCGAACAATGGT
BT SR Rev TTGAGTTTTTGTTCTCTTGAGTTTGTG - Bl 3 DRl ek, 2002
For CCATGGATGAACAAGGAAACACG
28 | Garv-D ror A A A AN COAARCACS, - 753 bp (FAYAD-ANDRE et al., 2011)
KF555653.1, U89243.1,
KF530328.1,
29 | Garv-D Eg{/ A’?TT%L%%?@EGAQ’T&%CCTCAFCG(%LTT IX429971.1, 1337 bp (BEREDA et al., 2017)
IX429969.1, Q807994.1,
AJ292229.1
For CCAAGCTTAAGCAAGTGAAGAGTGTAAG
30 | Garv-D Rev CCAAGCTTTTTGGAAGAGGAGGTTGAGA AB10303 - (MELO etal., 2004)
For CCATATGAATGAACAAGGAAACAC
| EERAD Rev GGGATCCTCAGAATGTGATCATTGGAGG - - (Rl 200
For AAGGAGCTACACCGAAGGAC
32 | Garv-D For R A KC491198.1 456 bp (CHODORSKA et al., 2014)
For TTCCCAGCCTCTTCCCGG
33 | Garv-D ror RS e - 1064 bp (DASILVA et al., 2019)
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For

TTGCTAGACCACCTCAGTATTGAGAA

34 | Garv-E For PSS AT TereA KC491196.1 458 bp (CHODORSKA et al., 2014)

s ave | B mecoceom - o

36 | Garv-X Eg\r/ g:ggggﬁggﬁfiﬁ*@g% NC_001800 661 bp (PARK et al., 2005)

36 | Garv-X ;2\'/ A(?GC%?ATGACATTTQLCCTT%?;%%CTGACGTAC:&T KC491197 386 bp (CHODORSKA et al., 2014)

b e | B Smeecoveeeneone - oas. o

38 | Garv-x o SV anoo NC_001800 661 bp (PARK et al., 2005)

39 | Garv-x o C%ggﬁf&ﬁgﬁgﬁggﬂg A - 900 bp (DA SILVA et al., 2019)

40 | shvx o NS aaIaEi M97264 912 bp (PEREZ-EGUSQUIZA et al., 2009)

W o [ | omscccruerees | sommime o, ——

42 | shvx ri(e)\r/ Agg?ﬁééggﬁgﬁggﬁﬁfgg%g?(; ; - (CHODORSKA et al., 2014)

43 | GarMbFV o Elopvsascelisilicocs X98991.1 721 bp (BEREDA et al., 2017)

44 | GarMbFV E‘e’\r/ T’éTA%mGGGT&TETC&C&%TA X98991, 138892 723bp (PARK et al., 2005)

45 | GarMbFV Fsg\'/ gg:;ggﬁgﬁﬁgggigiﬁgggﬁé - 762 bp (FAYAD-ANDRE et al., 2011)

46 | GarMbFV o Eallvessiiicsovaoci X98991, 138892 723bp (PARK et al., 2005)
Garv-X, For GCCTTCTGAAAATGACTTAG

47| GavE o regiesaailicaci b - 550 bp (OLIVEIRA et al., 2014)
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MO. A 23A (PotyAS3) LYSYV izolatum szekvenciaadataival elért eredmények

® MNOS9457

® 1IND59458

® [IMN059548
MM059521
IMNDSQS%

tMNDSEISﬂ
IN059519

II’»‘INDEE|532
MM059531

—————® MN059541

& [MN059464

& KP168261

® LYSV P

® KFP258216

MN059525
MNO59527
MNO59520
MMO059523

MM058524

IMNDEEMED
MM059458
MMNO59544
II'ﬂNDSEIS-iS

ll’ﬂNDSEISdE

® [IMN059534
# 1MM059550

0,100

® |IN059549

M]. dbra: PotyAS3 mintabol, a LYSV P1 - yshd F és R primerpdrral, 50 °C anellacios hémérsékletii PCR protokollal kimutatott LYSV izoldtum rokonsdgi viszonyai P1 fehérjét kodolo régio alapjan

(1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA mddszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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MMND59452
MMNO59453
JX429965

MMO59516
MM059442
MMNO59446
MMNO59445
MMND59447

——® MN059436
MM059462
MM059463

® [IN059441

@ LYSV CP

® KP258216

& KP168261
MMNO59457
MM059460
MM059458

MM059459
MM059461
® MND59542

E MMNO59456

® [IN059544
MNO58526
E MMO59520
MMO59517

MMD59519
MM059518

® MMN059464
MMNO59541
MMNO59531
MMND59515
#® [IN059529

0,040

—r® MT731492

M2. abra: PotyAS3 mintabol, a LYSV CP F és LYSV CP R primerpadrral, 55 °C anelldacios hémérsékletii td-PCR protokollal kimutatott LYSV izolatum rokonsagi viszonyai CP fehérjét kodolo régio

alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA médszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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. ® MMN059523

MN058524
 # 1IND59525
1mr~105952?

_IMNDEQEM

- ® MN059543

lJ‘u‘IN059542

__?MN059533

lMN059534

® KP168261

| ® | Y3V -NIb

® KP258216

& [IN059547

# 105399450

® X429967

® MN059543

® KF597285

_?MNDEQEEU

lMNDEQEd-Q

& [WEB54277

0,040 .

M3. abra: PotyAS3 mintabol, a LYSV NIb F és LYSV NIb R primerparral, 52 > 40 °C anelldcios hémeérsékletii td-PCR protokollal kimutatott LYSV izolatum rokonsdgi viszonyai NIb fehérjét kodolo régio
alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA médszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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® | ¥5V2 -50 *C PCR

® KP258216

TI‘-:'INEIEQHQ

ll’-.-H‘JEIEQ-i-iEI

& [IN059455

TI‘-.-WJEISQSS'I

lMNEISQEEE

® KP168261

® [IND59464

0,050 ,

M4. abra: PotyAS3 mintabol, a LYSV2 FOR és LYSV2 REV primerpadrral, 50 °C-os anellacios homérsékletii PCR protokollal kimutatott LYSV izolatum rokonsagi viszonyai CI fehérjét kodolo régio
alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA mddszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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® 429967

& MMN059548

® KF597285

® MMN059547

® 05399450

& M\WB54277

& LYSVZ - 65 =48 *Ctd-PCR

& KF258216

-TMNDEQEED

.lMNUEQEd-Q

0,070 .

M5. dbra: PotyAS3 mintabdl, a LYSV2 FOR és LYSV2 REV primerpdrral, 65 > 48 °C-os anellacios hdmérsékletii td-PCR protokollal kimutatott LYSV izoldtum rokonsdgi viszonyai CI fehérjét kodolo
régio alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA médszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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MND59544
MND59543
MND59542
# MND59523
_1!-:1[\1059524
:tMNDEQEES
MND59527
_# 1IND59533
® IIM059534
MND59458
MND59456
MN059459
® IIM059520

, ® LYSV4. - 48 °C PCR
L ® KP253216

MN059449
MNO59516
. ® JMND50443
# 1N059444
®N059445
~® 1IND50447
. # MND59442
MN050446
MNO59453
MN058462
MNO58463
8 JX429955
® IWB54277

0,040

M6. dbra: PotyAS3 mintabol, a LYSVA FOR és LYSVA REV primerparral, 48 °C-os anellacios hémérsékletii PCR protokollal kimutatott LYSV izolatum rokonsagi viszonyai CI fehérjét kodolo régio
alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA mdédszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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_# MND59532
IMN059531

—sd ———————® MMN059541

® [IN059515

® [T731492

® | Y54, - 60 = 45 *Ctd-PCR

® KFP258216

# MND53544
IMN059543

MM059542

MMNO59523

MMND59524

MMNO59527

MM059533

MMNO59534

MM059550

‘
iiiMNDEQEEE
'
.
'
.

MM059548
0,050 )

M7. abra: PotyAS3 mintdbdl, a LYSVA FOR és LYSV4 REV primerparral, 60 > 45 °C-os anellacios homérsékletii td-PCR protokollal kimutatott LYSV izolatum rokonsagi viszonyai CI fehérjét kodolo
régio alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA mdédszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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® [X429967

# [IM0595485

® [IM059549

® 015399450

® KF5097285

® [WWB54277

® [M059547

KP258216

LYSVS. - 50 "C PCR

MM059543

IMN059545

MM059546

TMNDEQESS

lMN059534

0,022 ;

MS. abra: PotyAS3 mintabol, a LYSVS FOR és LYSVS REV primerparral, 50 °C-os anelldcios homeérsékletii PCR protokollal kimutatott LYSV izolatum rokonsagi viszonyai CP fehérjét kodolo régio
alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA mdédszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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. ——® MN059453
S |:: MNO59463
.l—® 1ND59516

T e MND50445
fIMNDEQMT
L@ Jx420965
. ® MNO59443

o IMNDEQM

., MIND59442

o IMNDEQME
L e MNO59462
® T2325823

! — & LYSVE. - 65 = 48 "Ctd-PCR
& KP258216

& KP168261

_ ® JX429967
T _ o 1IND59548
&g " — ® KF507285
] o LIND59547
® 0299450
® WWB54277

————® MN053550
L & MNDADS4D

0,060

M9Y. abra: PotyAS3 mintabol, a LYSV8 FOR és LYSVS REV primerpdrral, 65 > 48 °C-os anellacios homérsékletii td-PCR protokollal kimutatott LYSV izolatum rokonsagi viszonyai CP fehérjét kodolo
régio alapjan (1000 ismétléses bootstrap analizis, UPGMA mdédszerrel, filogenetikai torzsfa részlet)
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