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1. KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A fokhagyma (Allium sativum L.) nemcsak gasztronomiai és gyogyaszati felhasznalasa
miatt kiemelkedé novény, hanem gazdasagi jelentOsége is meghatarozo, hiszen termesztett
z0ldségnovényként a fokhagyma iranti piaci kereslet allandonak tekinthetd, ugyanakkor a
termesztést szdmos kihivas neheziti. Az egyik legnagyobb problémat a virusos betegségek
jelentik, amelyek nemcsak a termésmennyiséget csokkentik, hanem a novény beltartalmi
értékeit is jelentésen rontjak. A fokhagyma vegetativ ton torténd szaporitdsa kiillondsen
fogékonnya teszi a novényt ezekre a fertézésekre, emiatt a fokhagyma virusos leromlasa egy
jol ismert jelenségnek tekintheto.

A fokhagyma 2020-ban a vilag 21. legnagyobb mennyiségben termelt ndvénye volt
28.054.318 tonna 0sszmennyiséggel. A vilag elsészamt fokhagymatermeszt6je 2020-ban is
Kina volt, amely 825.302 hektaron 20.712.087 tonna fokhagymat termelt - ez a vilagon
megtermelt 0sszes mennyiség 73,8%-a, a vilag teljes fokhagyma termdteriiletének 50,5%-an.
Europa és egyben az Eurdpai Unid legjelentésebb fokhagymatermesztdje Spanyolorszag a
2020-ban megtermelt, mintegy 269.090 tonna mennyiséggel. Magyarorszag 2020-ban a vilag
56. legnagyobb fokhagymatermeszté orszaga volt, a FAOSTAT adatai szerint 5.210 tonna
megtermelt fokhagyma mennyiséggel, mely eredményét 6,29 t/ha terméskihozatal mellett érte
el. Ugyanezen év eredményét a KSH 5.216 tonnaban hatdrozza meg (KSH, 2020). Ez az
eredmény messze elmarad a ~17,19 t/ha-os vilagatlagtol (FAOSTAT, 2020) és elmarad a
Magyarorszagon szakirodalmi adatok alapjan redlisan megvalosithatd 12-16 t/ha mennyiségtol
is (SZALAY, 2004).

A hagymafé¢léket jelen ismereteink szerint 10 viruscsalad 36 faja fert6zi. Ezek koziil 24
faj, valtozo jelentdséggel ugyan, de bizonyitottan fertzi a fokhagymat is, 13 fajt a szakirodalom
veszélyesnek mindsit, ugyanakkor ezen fajok nagy részének jelenlétét hazdnkban eddig még
nem dokumentaltak.

A magyarorszdgi hagymatermesztés eredményessége és a hagymat fert6z6 virusok
okozta veszély kapcsolatara elészor Szirmai Janos hivta fel a figyelmet 1958-ban (SZIRMALI,
1958). Az altala megnevezett hagyma sargacsikossagot, hagymamozaikot (Marmor cepae H.),
illetve torpiil6 sargasagot (Yellow dwarf) okozoé virus, az USA-beli lowa allamban, 1929-ben
leirt 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 péréhagyma sarga csikossag virus (Leek yellow stripe virus, LYSV)



elsé leirasaként tartunk szamon (BREMER, 1937). A makoi térséget stjto virusos leromlas
veszélyeire Szirmai mar ekkor figyelmeztet, ¢és a makoi hagyma szelekcios
rezisztencianemesitését silirgeti. Kordbbi, 1956-os szemléik soran fertdzott maghozo
voroshagyma tablakat vizsgaltak, ahol feltiinben egészséges példanyokra is akadtak. Ezeket a
példanyokat robusztusabb, felfelé toré habitus jellemezte, leveleiken vastagabb, ,kékes-
hamvas™ viaszréteggel. A fert6zott tablan tlinetmentesnek tetsz6 novényeket Szirmai a
rezisztencianemesités céljaihoz alkalmas kiinduléanyagnak tartotta, noha azt nem tisztazta,
hogy ezek a virusos megbetegedésre rezisztens példanyok voltak-e, toleransok vagy a betegség
a fertézést kovetden csupan latencidban maradt (SZIRMAI, 1958).

1987-ben a ,,Hagymafélék termesztése” cimii, gyakorlati tandcsokat is tartalmazo
szakkdnyvben Tobias Istvan, Szirmaihoz hasonloan, elsdsorban a vektorok elleni védekezésre
és az egészséges szaporitdbanyag fontossagara hivta fel a figyelmet (TOBIAS, 1987). Emlitést
tetta LYSV virusrol is, azonban ennek elsd bizonyitott leirdsa hazdnkban még nem tortént meg.
1991-ben Regds Antal szamolt be réviden a fokhagyma viruskutatas akkori allasarol a Magyar
Mezb6gazdasag cimi folyoiratban. Ebben kitért a komplex fert6zések jelentdségére, a virusok
okozta terménykiesésre, illetve a virusmentesités fontossagara is (REGOS, 1991). Kutatasi
eredményeit részletesen 1992-ben tette kozzé a Kertgazdasag folyodiratban. Az ELISA
modszerrel végzett vizsgalatok eredményeképpen hazankban eldszor mutatta ki szeroldgiai
modszerrel az OYDV-t, tovabba els6 hazai leirasat adta k6zzé a mogyoroéhagyma rejtett
virusanak (Shallot latent virus, SLV) és a fokhagyma rejtett virusanak (Garlic latent virus,
GLV) (REGOS, 1992).

Valamivel késdbb, a fokhagyma ndvényvédelmét részletezd, NoOvényvédelem
folyoiratban megjelent cikkiikben a szerzdk tovabbra is a fenti harom kérokozot emelik ki, mint
hazankban bizonyitottam fellelt és karosité virusfajt (BUDALI et al., 1999). Ugyanebben a
szamban  tudodsitanak a  Tavol-Keleten  azonositott 17, atkavektorral terjedd
fokhagymavirusokrol. A koreai kutatds eredményire hivatkozva ezeket a virusokat ekkor még
a Rymovirus nemzetségbe soroltak, koztiik 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 azonositunk (KOO, 1999; NCBI,
2019a).

A kétezres években a fokhagyma viruskutatdsa visszaszorult hazdnkban, noha a
termesztés gazdasdgossagi €s technoldgiai akadalyai tovabbra is a figyelem kozéppontjaban
maradtak. Elsésorban termesztéstechnologiai és fajtavalasztasi kérdésekkel foglalkoztak az

akkori szerzék (LACZKO, 2003a; LACZKO, 2003b; SOMOGYT, 2006).
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2010-ben a Debreceni Egyetemen indult el ujra a kutatds a fokhagyma virusos
megbetegedéseit vizsgalva. A témabol késziilt MSc. diplomamunka Maké kornyéki voros-, és
fokhagymamintakat vizsgalt. A kutatas célja az irisz sarga foltossag virus (Iris yellow spotted
virus, IYSV) a LYSV, az OYDV ¢és a fokhagyma kozonséges rejtett virus (Garlic common
latent virus, GCLV) felderitése volt, a mintdkat DAS-ELISA modszerrel vizsgaltak.
Eredményeikben csak a GCLV jelenlétét tudtadk megerdsiteni (SZARVAS, 2010).

2011-ben a Nyugat-Magyarorszagi Egyetemen sziiletett a fokhagymatermesztéssel
kapcsolatos doktori dolgozat, amely <érint6legesen a virusos megbetegedések okozta
termesztéstechnologiai kihivasokra is kitér, viroldgiai szempontbol 4 eredményeket nem k6zol
(GOMBKOTO, 2011).

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Novényvédelmi Intézet, Novénykortani
Tanszékén 2015-ben indultak meg a fokhagyma virusfert6zottségével kapcsolatos kutatasok,
ahol a nemzetkozi szakirodalom altal emlitett harom legfontosabb nemzetség (Potyvirus,
Carlavirus, Allexivirus) fokhagymara veszélyes virusfajait vizsgaltuk, hazankban elészor,

nukleinsav alapu, molekularis diagnosztikai moédszerekkel.



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 tervezésii és szakirodalmi eredetii 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 altalunk azonositott, magyarorszdgi LYSV izolatum szekvenciaadatinak
meghatarozasa sajat tervezésii és szakirodalmi eredetli, valamint szakirodalomi
eredetli, de altalunk moédositott primerkészlettel.

A komplex fertézések eléfordulasanak vizsgalata, azok sajatossagainak értékelése.
Az altalunk azonositott, magyarorszagi LYSV izolatum atviteli tulajdonsdgainak
tesztelése és értékelése.

A vizsgalt izolatumok nukleotid szekvenciaadatainak vizsgalata és a rokonsagi

viszonyok megallapitasa.



3. ANYAG ES MODSZER

Felhasznalt mintak szarmazasi helye

A gylijtott mintdk Kinabol, Roméaniabol, Magyarorszagrol, Ausztriabol, Csehorszagbol,
Franciaorszagbol, Portugaliabol, Hollandiab6ol ¢€s Spanyolorszagbdl szarmaztak. A
magyarorszagi mintdinkat Hajdindnas, Pusztaottlaka, Makd, Ferencszallas, Baja, Kalocsa,
Tata, Jaszjakohalma, Nagykoros, Szabadszallas, Nyarsapat és Csor telepiilésekrol szereztiik be.
Kutatasunkba a magyarorszagi szabalyozasok szerint certifikalt vetdgerezdeket, illetve

hazikerti és piaci mintakat is egyarant bevontunk.

HaPoty, HaCarla és HaAllexi primerkészlet és tervezésiik szempontjai

A Potyvirus és Carlavirus nemzetségek fajspecifikus meghatarozasahoz olyan szenz
primereket (HaPoty, HaCarla) terveztiink, amelyek a nemzetségen beliil konzervalt, de a fajok
kozott varidbilis genomi régiokra illeszkednek. Ezek a primerek, az M4 antiszenz primerrel
egyiitt, kiilonb6zé hosszisagut PCR-termékeket eredményeztek, lehetévé téve a kiilonbozo
fajok egyidejli kimutatasat egy PCR reakcioban. Az allexivirusok esetében a magas fajszam
miatt csak nemzetségspecifikus kimutatasra volt lehetdség a HaAllexi szenz és M4 antiszenz
primerpar segitségével. Az altalunk tervezett primerek mellett a kinai kutatok altal publikalt
M4-M4T primereket is hasznaltuk (CHEN et al., 2001b), amelyek az univerzalis Potyviridae
primerkészlet részeként szolgaltak a cDNS készités soran.

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

antiszenz primer.



Gupta- és Yoshida-féle primerek optimalizaciéja

A 23A mintabol kimutatott LYSV izolatum szekvenciaadatainak minél részletesebb
feltérképezése érdekében szakirodalmi primereket kerestiink, azonban azt talaltuk, hogy a
szakirodalomban szereplé primerkészlet csak nagyon kismértékben illesztheté ra az NCBI
adatbazisbol szarmaz6é LYSV teljes genomokra. Annak érdekében, hogy noveljik a
primerkotddés specifitasat, a primereket optimalizaltuk. A letoltdtt LYSV teljes genom
szekvencidk koziil a KP258216 referencia izolatum mutatta a legnagyobb genetikai
azonossagot a 23 A mintabol szdrmaz6 LYSV izolatummal a CP-t kodolo régidban. Az eredeti
Gupta- ¢és Yoshida-féle LYSV teljes genom kimutatasara tervezett primereket ugy
modositottuk, hogy azok jobban illeszkedjenek a KP258216 izolatumhoz, amelyhez egyes

bazisokat kicseréltiink, illetve degeneralt primereket terveztiink.

Fajspecifikus Allexivirus primerek

Az allexivirusok fajspecifikus meghatarozasanal sajat €s szakirodalmi eredetl
primereket is felhasznaltunk. A szakirodalmi primerek vizsgalata soran azonban arra jutottunk,
hogy mar a primerek BLAST analizissel valo vizsgélat 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 felhasznaladsaval publikaltak, tovabba
a teljes genommal publikalt egyéb, de ugyanazon fajba tartoz6 szekvenciakkal sem mutatnak
azonossagot. A szakirodalmi eredetli, fajspecifikus allexivirus primerek kivalasztasakor ezért
olyan primereket valasztottunk, amelyek a BLAST analizis sordn a primerek visszaadtdk a
célszervezetet, és az NCBI adatbazisaban talalhato referencia izolatumok koziil minél t6bbhoz
illeszkedtek. Idealis esetben a célfajt mar korabban leirtak valamely eurdpai orszagban, és
szekvenciaanalizissel mar kimutattuk, igy pozitiv kontrollként hasznalhatjuk a primer
miikodoképességének megerdsitéséhez.

A szakirodalmi primerek felhasznaldsa mellett sajat primereket is terveztiink, melyek
szerkesztésénél nagyban tamaszkodtunk az NCBI adatbazisban megtalalhaté referencia

izolatumokra.

RT-PCR protokoll

A HaPoty, HaCarla, HaAllexi és M4 primerkészletekkel, valamint a fajspecifikus
allexivirus primerek esetében hagyomanyos RT-PCR eljarast alkalmaztunk, mig a Gupta- és
Yoshida-féle, valamint a sajat fejlesztésti LYSV primerkészletekkel a hagyomanyos PCR
mellett touchdown-PCR (td-PCR) technikat is hasznaltunk. A td-PCR célja a PCR reakcio
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specifitisanak novelése, mivel a magasabb kezd6 anellaciés homérséklet nagyobb specifitast
biztosit. Az alkalmazott td-PCR protokollok révén igyekeztiink maximalizalni a 23A LYSV
izoldtum szekvenciaadatainak megszerzését, mikdzben harom kiilonb6z6 protokollal

dolgoztunk a specifitas javitasa érdekében.

Mesterséges fert6zés LYSV izolatummal

A LYSV-vel torténd mesterséges fertézéshez poréhagymat (Allium porrum 'Lincoln') és
fokhagymat (Allium sativum 'Maké6i Tavaszi') hasznaltunk. Az RT-PCR-rel elézetesen
ellendriztiik a ndvények virusmentességét, majd a fertdzést a 23 A mintabol szarmazd, LYSV-
vel fertézott levélszovettel végeztiik. A fertézéshez abrazivumként cellitet hasznaltunk, amelyet
a levél feliiletére kentlink a homogenizalt mintaval és inokulald pufferrel egyiitt. A sikeres
fertdzés igazolasa érdekében 14 nappal kés6bb ujra mintat vettliink, és a HaPoty és M4
primerparokkal ellendriztiik a virus jelenlétét. A sikeres fertdzést kovetden a szovetmintakat -

70 °C-on taroltuk tovabbi vizsgalatokhoz.

Kevert Carlavirus fertézés provokacios Kisérlete

A carlavirusokra iranyuld provokacios kisérlet soran célunk a kevert fert6zés
létrehozasa volt, mivel korabban nem talaltunk olyan mintakat, amelyek mindkét carlavirussal
(GCLYV ¢és SLV) fertézottek lettek volna. A kisérlethez 40 fokhagyma novényt hajtattunk, és
elézetesen virusmentes mintakat valasztottunk ki. A fert6zést négy, korabban GCLV és SLV
fertdzott mintabol késziilt inokulummal végeztiik. Ezeket a mintdkat egyazon dérzsmozsarban
homogenizaltuk, hogy a két virus egyidejii jelenlétét biztositsuk, és a kevert fertdzést elérjiik.
Az inokulaciot minden novény két kiilonbozd levelén végeztik, majd a fertdzés

eredményességét HaCarla és M4 primerparokkal ellendriztiik.



Szekvenciaanalizis, BLAST analizis, filogenetikai torzsfak

A szekvenciaanalizis eredményeinek pontossagat a Chromas Lite nevii program
felhaszndlasaval ellendriztiik, a BaseClear altal rendelkezésiinkre bocsatott kromatogram
alapjan. Amennyiben a kromatogram nem volt egyértelmii, gy a szekvenciaanalizis soran
degeneraltan hagyott helyeket mi is valtozatlanul hagytuk. Az igy kijavitott szekvencia adatokat
az NCBI BLAST analizis szolgaltatasanak segitségével hasonlitottuk Ossze a nemzetkozi
adatbazisban talalhato izolatumok nukleotid sorrendjével. Az igy kapott rokonsagi viszonyokat
alapul véve valasztottuk ki a filogenetikai torzsfa megrajzolasdhoz sziikséges referencia
izolatumokat, melyeket a CLC Sequence Viewer 7.0 bioinformatikai szoftver segitségével
rajzoltunk meg, UPGMA modszerrel, Jukes-Cantor technikaval, 1000 ismétléses bootstrap

analizist alkalmazva.
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4. EREDMENYEK

Munkam soran 45 darab, kiilonb6z6 helyekrdl szarmaz6 fokhagyma virusfertdzottségét
vizsgaltam meg RT-PCR eljarassal potyvirus, carlavirus ¢és allexivirus fert0zottség
szempontjabol. A virusfertézottnek itélt mintdk esetében 31 alkalommal szekvenciaanalizis is
késziilt, melyekbdl filogenetika torzsfat is készitettlink.

A magyarorszagi 23A LYSV izolatumot szdmos tovabbi szempontbdl is vizsgaltam, a
genom minél szélesebbkorti megismerése érdekében. Ehhez egy a szakirodalombdl kélcsonzott
¢s altalam optimalizalt szakirodalmi eredeti primerkészletet, tovabba egy altalam tervezett,
szintén a teljes genom megismerését célzo primerkészletet hasznaltam fel. Ehhez tobb
hagyomanyos PCR ¢és td-PCR protokollokat is alkalmaztam.

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

A dolgozatban sszesen 81 kiilonb6z6 ndvényminta virologiai vizsgélatara keriilt sor, mely
soran a LYSV, GCLV, SLV, GarV-B, GarV-C, GarV-D ¢és GarV-X virusfajok kimutatasara
tortént meg RT-PCR eljarassal, majd ezeket az eredményeket szekvenciaanalizis Utjan is
megerdsitettiik.

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

10 primerpar szakirodalmi eredetii, de altalunk optimalizalt.

Eredmények a HaPoty, HaCarla és HaAllexi primerkészlettel

A HaPoty és M4 primerpar felhasznalasaval kapott gélképek alapjan elmondhato, hogy
a fokhagymat fert6z6 valamennyi ismert potyvirus fajt sikeresen kimutattuk a vizsgalt
mintakbdl, a LYSV virusfaj jelenlétét szekvenciaadatokkal is megerdsitettiik. A sajat tervezésii
HaPoty szenz primer segitségével, az M4 antiszenz primer jelenlétében a fajok jol
elkiilonithet6k a PCR-termék hossza alapjan.

HacCarla 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 egyideji
kimutatdsara és elkiilonitésére az eltérd hosszusagu PCR-termékek elvén. Magyarorszdgon a

GCLYV faj a jellemzdbb, az SLV fajt mindossze egy esetben mutattuk ki
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A HaAllexi és M4 primerpar felhasznalasaval vizsgalt 41 minta 93%-abol mutattuk Ki
az Allexivirus nemzetség jelenlétét, 6sszesen harom negativ mintat azonositottunk. Az altalunk
fejlesztett HaAllexi szenz primer a szakirodalmi eredetii M4 antiszenz primer jelenlétében
fajszinti hatarozast nem tett lehetévé a nemzetségbe tartozo fajok magas szdma miatt, igy a

fajokat szekvenciaanalizissel hataroztuk.

Eredmények a Gupta- és Yoshida-féle modositott primerkészlettel

A Gupta-és Yoshida-féle primereket Osszesen 6t PCR protokollal alkalmaztuk. A
hagyomanyos PCR soran a primerek egyik része esetében 50 °C-o0s, mig a masik része esetében
55 °C-os anellacidés homérsékletet alkalmaztunk. A harom, kiilonb6z6 anellacios homérsékleti
intervallumot alkalmazé protokoll szerinti td-PCR vizsgalatot minden primerpar esetén
elvégeztiik, a megfeleld hossziisagl PCR-termékeket a 17.-20. abrakon piros karikéaval jeloltiik.
Megfeleld hosszusagu terméknek tekintettiik azt, amelyik a megfeleld mérettartomanyba esett,
+ / - 200 bp. Ennek oka, hogy a primereket a rendelkezésre allo LYSV teljes genomok
szekvenciaadatai alapjan terveztilk, azonban az altalunk vizsgalt 23A LYSV izolatum
szekvenciaadatair6l nem alltak rendelkezésiinkre atfogod, eldzetes szekvenciaadatok. Az
altalunk vizsgalt LYSV izolatum genomjanak esetében, a szakirodalmi adatokhoz képest az
esetleges deléciok, vagy inzercidok okozta kisérleti hibak kiszlirése érdekében, az elméletben

megallapitott megfeleld bp hosszisagh tartomanyt a gyakorlatban igy némi ratartassal kezeltiik.

Eredmények a sajat fejlesztésit LYSV primerekkel

A sajat fejlesztésti LYSV primerekkel végzett kisérletek soran a kiilonb6z6 anellacids
hémeérsékletli PCR és td-PCR protokollokkal nyert termékek kozott a HC-Pro-P3, a CI és a CP
fehérjéket kodold régiok szekvencidit sikeriilt kimutatni az LYSV2 FOR/REV, LYSV4
FOR/REV, ¢és LYSV8 FOR/REV primerparok segitségével. Ezen primerparokkal mind
hagyomanyos, mind td-PCR technikdval megfelelé méreti PCR-termékeket kaptunk, amelyek
a legnagyobb genetikai azonossagot mutattdk a KP258216 ¢s HQ918255 azonositéju LYSV
referencia izolatumokkal. Azonban néhany PCR-termék esetében, amelyeket a megfeleld
hosszlisagu tartomanyba soroltunk, nem kaptunk értelmezheté szekvenciaadatokat a BLAST
analizis soran, jelezve, hogy a td-PCR technikaval bar tobb megfeleld hosszusagh DNS szakaszt

nyertiink, az aspecifikus termékek szama is nagyobb volt, mint a hagyomanyos PCR esetében.
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Eredmények a fajspecifikus Allexivirus primerekkel

A kiilonbozé allexivirus fajok kimutatdsa sordn tobb mintat vizsgéaltunk kiilonbdzo
primerparokkal. A GarV-X fert6zottség kimutatasa esetében a sajat fejlesztésii és szakirodalmi
primerparokkal végzett PCR sem eredményezett megfeleld hossziisagu PCR-terméket, ami arra
utalhat, hogy a hasznalt primerek nem voltak optimalisak. A fajt a HaAllexi sé M4 primerpar
segitségével mutattuk ki, szekvenciaanalizis utjan. A GarV-C fert6zést a Bereda-féle primerpar
segitségével mutattuk ki, amelyet szekvenciaanalizissel is megerdsitettink. A GarV-B
fertdzottséget szintén kimutattuk az altalunk tervezett fajspecifikus primerpar hasznalataval, és
ezt szekvenciaanalizis is megerdsitette. A sajat fejlesztésti GarV-D primerparral szintén tobb
esetben kaptunk vissza megfeleld tartomanyba es6 PCR terméket. A fajok azonositasat
szekvenciaanalizissel tamasztottuk ald, a filogenetikai elemzés tovabb erdsitette az

eredményeket.

Mesterséges fertozés eredményei LYSV izolatummal

Az LYSV gazdapreferencidjat vizsgald mesterséges fertdzési kisérletek soran a 23A
LYSV izolatum jelentds fertézOképességet mutatott a ‘Makdi Tavaszi’ fokhagymaban, ahol a
novények 87,5%-at sikeresen fertézte meg, ezt a 1000-1200 bp hossziisagl PCR-termékek is
igazoltdk. Ezzel szemben a ‘Lincoln’ péréhagyma esetében az izolatum csak korlatozott
mértékben volt képes fertdzni, a névények mindossze 25%-anal mutatkozott fertdzés, és itt is
alacsonyabb viruskoncentraciot észleltiink. Az eredmények alapjan az LYSV izolatumnak
erdsebb gazdapreferencidja van a fokhagyma irant, mig a péréhagymaban kevésbé hatékonyan

szaporodik.

Provokacios fertozési kisérlet Carlavirus izolatummal

A kevert Carlavirus fertdzés létrehozasara iranyuld provokacios kisérlet soran a ‘Makai
Tavaszi’ fokhagymamintakban 6sszesen 11 esetben alakult ki fert6zés: 5 esetben GCLV, 6
esetben SLV fert6zés. A GCLV-vel fertdzott mintdk kb. 800 bp, mig az SLV-vel fertdzott
mintak kb. 700 bp hosszsagi PCR-termékeket adtak. Azonban a kisérlet soran a kevert
fert6zés 1étrehozasa nem sikeriilt, annak ellenére, hogy GCLV-t é¢s SLV-t tartalmazé névényi
szovetekkel inokulaltuk a mintakat. A kisérlet tehat azt mutatta, hogy a két Carlavirus faj kiilon-

kiilon sikeresen fert6zott, de kevert fertdzés nem alakult ki.
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5. KOVETKEZTETESEK

Az altalunk tervezett HaPoty szenz primer segitségével sikeresen kimutattunk
valamennyi fokhagymat fert6z6 potyvirus fajt. A kinai ¢és spanyol izolatumok
virusfertdzottsége aggasztd képet fest a virusfajok behurcolasardl, ugyanis ez a két orszag
nemcsak a legnagyobb fokhagyma eldallitok kozé tartozik vilagszinten, hanem Kina a
vilagelsé, Spanyolorszag pedig a masodik legnagyobb mennyiségii fokhagymat exportald
orszag volt 2020-ban (FAOSTAT, 2020).

A HaPoty szenz primer felhasznalasi lehet6ségei kozott azonban érdemes megemliteni,
a potencidlisan univerzalis potyvirus primerként vald felhasznalhatésagat. Ez az
inditészekvencia ugyanis a Novénykortani Tanszéken folyd masik kutatasban, a Bean yellow
mosaic virus kimutatasara is alkalmasnak bizonyult az M4 antiszenz primerrel egyiitt torténd
felhasznalas soran.

A Gupta- és Yoshida-féle primerkészlettel végzett optimalizacios eljarasunk megitélése
kettés. Egyfeldl a kilenc primerpar koziil harommal sikeriilt eredményeket elérniink, ezek koziil
a két Gupta-féle esett at tényleges optimalizacion. Ilyen értelemben az optimalizacio
sikerességének hatasfoka alacsonynak tekinthet6, hiszen csak két esetben kaptunk vele pozitiv
eredményt.

Masfeldl azonban a Gupta- ¢és Yoshida-féle, valamint a sajat primerparok
felhasznalasanak ttjan szerzett szekvenciaadatok is azt mutatjak, hogy az optimalizacios eljaras
alap gondolata, miszerint a kdpenyfehérje régié alapjan legkodzelebbi rokonsagi kapcsolatot
mutato teljes genom szerint optimalizaljuk a primereket, helyes elgondolas lehetett..

Az igy elkészitett kilenc filogenetikai torzsfa mindegyikén megfigyelhetjiik, hogy az
adott génszakasz minden esetben a KP258216 referencia izolatummal mutatja a legkozelebbi
rokonsagi kapcsolatot. Ez jelentheti azt is, hogy a kopenyfehérje régio alapjan a rokonsagi
viszonyokra adott progndzisunk az egyéb génszakaszok filogenetikai vizsgalata soran
igazolddott, am ennek vizsgalata tovabbi kutatast €s nagyobb mintaclemszamot igényelne.

Ismeretlen nukleotid sorrendli izolatum genomjanak feltérképezése esetén a primerek
optimalizacidja egy sziikséges 1épés lehet, ugyanis a szakirodalmi primerek mitkoddképessége
szamos esetben nem igazolhat6 vissza in silico modszerekkel, a rendelkezésre all6 referencia
izolatumok alapjan. Ugyanakkor az optimalizacios modszer még fejlesztésre szorul a hatasfok
novelése érdekében.

Az optimalizécio sziikségességét, amennyiben szakirodalmi primereket hasznalunk, az

is mutatja, hogy a teljes egészében az NCBI adatbazisban rendelkezésre all6 referencia
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izolatumok alapjan készitett sajat LY SV primerekkel 1ényegesen jobb eredményeket értiink el,
mint a referencia izolatumokkal kevesebb homoldgiat mutatod, szakirodalmi tarsaikkal.

A LYSV gazdandvény preferencidjanak vizsgdlata azt az érdekes eredményt hozta,
hogy az altalunk azonositott hazai izolatum latszolag nem, vagy csak kis mértékben volt képes
fertézni névadd gazdandvényfajat. A szakirodalom ugyan emlitést tesz a LYSV fokhagymat
fertdzo torzsérol, a LYSV-G-r6l (LOT et al., 1998), azonban az NCBI adatbazis ezen a
megkiilonboztetett néven nem tartalmaz referencia izolatumokat, igy a mi izolatumunk és a
LYSV kiilonbo6z6 torzsei kozotti rokonsagi viszonyok feltérképezése egyelore nem lehetséges.

A carlavirusokkal elért eredményeinkben azt talaltuk, hogy a hianyoznak azok a mintak,
amelyek a nemzetség mindkét fajaval fert6zottek. Ehhez a megallapitdshoz elézetesen
ellendriztiik a HaCarla primer megbizhatosagat, illetve a GCLV és SLV virusok elkiilonitésére
val6 alkalmassagét szekvenciaanalizissel €s filogenetikai torzsfa felallitdsaval is. Ezt kdvetden
hajtottuk végre a két virusfajt egyiitt tartalmazé inokulumokkal a provokécios fertdzéses tesztet,
amely sordn nem sikeriilt mesterséges koriilmények kozott kevert fertézést 1étrehoznunk egy
novényen beliil. A szakirodalomban taldlhatunk 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 ndvényi anyagbol kimutatni (PAUZI et al., 2018). A jelenség tovabbi
vizsgalata lehet sziikséges, ugyanis a szakirodalom szerint a nemzetség kiilonbozo fajai nem
okozhatnak egymassal szembeni keresztvédettséget egy gazdandvényen beliil (KING et al.,
2011).

A kevert fertdzések hidnyanak tényét tovabb arnyalja, hogy az egyes fajokkal fertézott
mintak bizonyos foldrajzi mintdzatot 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 lathatd; a makoi
mintdk a GCLV-vel voltak fertézottek, a hajdunandsi mintdk az SLV-vel, mig pl. a
pusztaottlakai mintdk egyik fajt sem tartalmaztdk. A f6ldrajzi elhelyezkedés ¢€s a fert6zo faj
kozotti Osszefliggés szignifikanciajanak megallapitasdhoz az altalunk hasznalt mintaclemszam
ugyan alacsony volt, maga a jelenség a tovabbi kutatdsok sordn figyelmet érdemelhet.

Az altalunk vizsgalt SLV izolatumok szekvenciaadatainak BLAST analizisét kdvetden
azt az eredményt kaptuk, hogy ezek az izolatumok a GLV fajjal mutatjdk a legnagyobb
genetikai azonossadgot. A nomenklatura és a virusfajok atnevezéseinek zavarossdga miatt
felmertilhet, hogy vajon GLV néven hivatkozott virus izolatumok vajon a GCLV vagy az SLV
mintakkal mutatjak-e a szorosabb rokonsagi kapcsolatokat? A taxondmiai atcsoportositadsok

soran a GLV-t az SLV fokhagymat fert6z0 torzseként is meghatdroztdk (SLV-G), igy az a
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kérdés is felmeriil, hogy a GLV néven hivatkozott izolatumok az SLV fajon beliil valéban
6nall6 vonalat képviselnek-e, vagyis az altalunk kimutatott izoldtumok valéban a SLV-G torzs
tagjai lehetnek-e.

A filogenetikai torzsfa vizsgalataval megallapithatd, hogy a GCLV és SLV izolatumok
egymastdl élesen elkiiloniilnek, azonban a GLV ¢és SLV izolatumok nem kiiloniilnek el
egymastol. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy bar az altalunk fejlesztett HaCarla szenz primer
segitségével bizonyitottan el tudjuk kiiloniteni a GCLV ¢és SLV fajokat egymastol, a
filogenetikai torzsfa vizsgalataval nem erdsitheté meg az a BLAST analizis altal sugallt tény,
miszerint az altalunk kimutatott izolatumok valoban egy SLV-G vonalhoz tartoznanak.

Az M4 antiszenz primer jelenlétéven a HaAllexi szenz primeriink mikddoképessége
tobbszorosen is megerdsitést nyert szekvenciaanalizisek utjan, azonban az Allexivirus
nemzetség magas fajszama miatt ezzel a primerparral a fajspecifikus hatarozas nem lehetséges.
A szakirodalmi eredetli és a sajat fajspecifikus primereink milkddoképességét szintén
megerositettiik, azonban a GarV-X fert6zottséget sem a sajat, sem a szakirodalmi eredetii
primerparral nem sikeriilt kimutatnunk annak ellenére, hogy a kisérlethez hasznalt 49A minta
GarV-X fertdzottségét kordbban mar bizonyitottuk. Ennek oka ismeretlen.

Az altalunk kimutatott Garlic virus B, C, D, és X izolatumok elnevezése a jovében
elképzelhetd, hogy taxondmiai atrendezések miatt modosulhat. Bizonyos kutatasok felvetik,
hogy a GarV-B és a GarV-X egy azon virusfaj két eltér6 vonala lehet, ahogy a GarV-A, a GarV-
E és a GarV-D fajok is egyesithetdk 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, 2019¢) izolatummal mutatja a legnagyobb genetikai azonossagot a
BLAST analizis alapjan. Amennyiben az ICTV hivatalosan elismeri a Garlic virus G faj
1étezését, ugy az altalunk a 23 A mintdbdl kimutatott GarV-B izolatum statusza a GarV G faj
elsd magyarorszagi leirasava modosulhat.

Tovébbi érdekesség az allexivirusok fajspecifikus kimutatdsanak vonatkozasaban, hogy
bar a 43A és 43B mintdk ugyanazon fokhagymafej két kiilonbozd gerezdjérdl szarmazo
virusizolatumokat jeldlnek, az azokat fertéz6 GarV-D izolatum szekvenciaadatai a BLAST
analizis szerint mas-mas referencia izolatumokkal mutatnak nagyfoka genetikai azonossagot,
illetve a filogenetikai torzsfan sem egymas mellett helyezkednek el ezek az izolatumok. Ez
felveti annak lehetdségét, hogy a fokhagyma novényt egy azon virusfaj eltérd torzsei
egyidejiileg fertézhetik. Ez a nemzetségek kozotti komplex fertdzés és a nemzetségen beliili,

fajok kozotti komplex fertézés mellett a fertdzési események eddig fokhagyman nem vizsgalt
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uj tengelyét, a fajon beliili, torzsek kozotti komplex fertdzés, vagy rekombinacio lehetdségét
veti fel. Ez 0j kutatasi vonalat nyithat meg a nemzetségek- és fajok kozotti szingergista- €s
antagonsita 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 leirtak. (CHODORSKA et al.,
2014;)

Vizsgalataink soran virusmentes fokhagyma ndvényt nem azonositottunk, vagyis az
Osszes altalunk vizsgalt minta a harom nemzetség legalabb egy fajaval fert6zott volt.
Magyarorszagon a certifikalt fokhagyma vetdgerezdeket jellemzéen az OYDV potyvirus fajra
szurik (FVM 50/2004. (IV. 22.)), azonban az altalunk vizsgalt, Magyarorszagon eldallitott,
certifikalt vetdgerezdek szinte minden esetben fertézottek voltak carlavirus és allexivirus
fajokkal. Ez a termesztési gyakorlatban azt jelentheti, hogy a szabadf6ldon jo eséllyel
bekovetkezo potyvirusos fert6zddés kialakulasa esetén (CONCI et al., 2003) a virus nem egyedi
fert6zésben, hanem rogton a legkomolyabb gazdasagi karral fenyegetd viruskomplex
formajaban fejti ki negativ hatasat (LOT et al., 1998). Amennyiben a termeszt6 a vetdgerezdet
nem vasarolja, hanem az el6z6 évi betakaritott terménybdl telepit vissza, ugy a viruskomplex
kialakulasanak 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 iizemi felszaporoddsdnak kedvez. Az egyre inkabb globalizalodo
piacokon fokhagyma behozatal tovabbi lehetséges fertdzési forrast jelenthet.

A makoéi mintdk fertézottsége feltiind. Ez nemcsak a fokhagymatermesztés, hanem a
teljes hagymatermesztési d4gazatot is veszélyezteti, hiszen ezeknek a virusfajoknak egy része az
Allium nemzetség tobb tagjat is képes fert6zni, emiatt az olyan hagymafajoknal, mint a
voroshagyma, vagy poréhagyma, amelyeknél a generativ szaporitds lehetdsége fennall, a
kizarolag vegetativan szaporitott fokhagyma rezervodr névényként viselkedhet. A jovOben
javasoljuk a fokhagymatermesztés és a szaporitdanyag el6allitas soran nemcsak az OYDV-re
kiterjedd tesztelését, hanem annak teljes korli virologiai vizsgalatokkal vald kiegészitését.
Szoba keriilhet még a kornyezd gyomflora rezervodr szerepének vizsgélata, illetve az allati

vektorok mellett a termesztéstechnoldgiai miiveletek vektorszerepe is.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Uj, hatékony primerek tervezése a Potyvirus, Carlavirus és Allexivirus nemzetségbe
tartoz6 fokhagymat is fert6zo virusnemzetségek- és fajok kimutatasara.
2. Leek yellow stripe virus, Garlic virus B, Garlic virus C, Garlic virus D, Garlic virus X

elsd hazai kimutatasa.

3. A szekvenciaadatok alapjan az izoldtumok, filogenetikai rokonsagi viszonyainak
feltaréasa.

4, A hazai LYSV izolatum gazdandvény specifikus, virusatviteli tulajdonsagainak
jellemzése.

5. A fokhagymat fert6z6 Carlavirus fajokok komplex fertézési tulajdonsagainak
jellemzése.
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