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1. BEVEZETES

A csonthéjasok termesztésével vildgszerte foglalkoznak, gazdasdgos termesztésiiket
azonban szdmos tényezd befolyasolja. A kedvezdtlen iddjarasi hatasok nem jelentenek akkora
veszElyt a novények szamara, mint a folyamatos, €s egyre er6s6d6 novényvédelmi problémak,
kiilonosen a stlyos karokat okozo virusfert6zések.

A csonthéjasokat fert6zé virusok koziil a szilva himldé virus (Plum pox virus, PPV,
sharka virus) jelentdsége a legnagyobb, mely a szaporitdoanyagok nemzetkozi kereskedelme
révén jelenleg mar szinte az egész vilagon elterjedt, és stlyosan veszélyezteti els6sorban a
szilva, a kajszi és az Oszibarack gazdasagos termesztését. A korokozo kisebb tavolsagra valo
terjedésében a levéltetvek jatsszdk a legfontosabb szerepet, melyekkel nem-perzisztens
modon terjed, de ismert a pollenatvitel is.

A csonthéjas gyiimolcsfajok termesztésében Magyarorszagon is a PPV okozza a
legjelentdsebb virologiai problémat. Hazank a PPV-vel fert6zott orszagok koziil az elsék
kozott szerepel. A beteg fak termésének mennyisége €s mindsége jelentdsen csokken. Az
elérehaladott PPV-fert6zés hatasara a termésen megjelend elvaltozasok miatt a gylimolcs
aruértéke romlik, valamint ipari felhasznalhatésaga is nagymértékben csokken a megvaltozott
cukor-sav arany kovetkeztében, igy nemzetgazdasagi szinten is jelentds kar kovetkezik be. A
termés nagy része még ¢érés elott lehullhat a fardl. A gylimélcshullds az érzékeny
szilvafajtaknal elérheti a 100%-ot is. Mas virusokkal torténd komplex fertézés gyakran a fa
pusztulasat is eredményezheti.

A virusos betegségek elleni védekezés leghatékonyabb mddja a megeldzés. A betegség
okozta kar mérséklését a virusmentes szaporitdanyag hasznalataval, az iiltetvények rendszeres
virologiai ellendrzésével, a beteg novények eltavolitasaval, a visszafertdzddés
megakadalyozasaval, illetve tolerans vagy rezisztens fajtdk alkalmazasaval lehet elérni. Ezért
gyors ¢s megbizhatd diagnosztikai eljarasokra van sziikség, amelyekkel a szabadfoldi szemlét
kovetden, mar kezdeti stddiumban kisziirhetok a fert6zott novények. A jelenlegi gyakorlatban
az egész vilagon az enzimhez kotott ellenanyag-vizsgélatot (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) alkalmazzak a szaporitdanyagok virusmentességének eldtesztelésére, ami
nagyszamu minta gyors vizsgalatat teszi lehetové. A moddszer a virus kopenyfehérje (CP)
kimutatasan alapszik. Elsdsorban a nem megfeleld érzékenység miatt a diagnosztizalas soran
polimeraz lancreakcion (polymerase chain reaction, PCR) alapul6 technikéat is alkalmaznak.

Napjainkban a virusok elleni védekezés tovabbi és egyben legperspektivikusabb médja

a virusrezisztens transzgenikus novények eldallitasa.



2. CELKITUZES

A PPV gazdasagi jelentdségére és a viroldgiai ellendrzés fontossagara vald tekintettel

(PhD) dolgozatomban kiilonboz6 foldrajzi teriiletekrdl és eltérd csonthéjas fajokrol szarmazo

PPV-izolatumok molekularis szintl jellemzését, valamint egy rovidebb CP génnel rendelkezd

természetes rekombindns PPV-izolatum kimutathatosdganak vizsgalatat, a delécionak a virus

epidemiajaban betoltott lehetséges szerepének feltarasat tekintettem f6 feladatomnak. Az

er6s0dd piaci verseny ¢€s a ndvekvd fogyasztdi igények olyan nyomast gyakorolnak a

termesztokre, amely kizdrolag a gyakorlatban is alkalmazhato kutatdsi eredményekre

alapozott ismeretek atadasaval enyhithetd. Ennek tiikrében munkdm kiemelt, megoldando

feladatai, illetve céljai a kdvetkezok:

1.

Szilvardl szdrmazd bulgariai, valamint kajszirdl, illetve szilvardl szdrmazd hazai
PPV-izolatumok molekularis jellemzése, a virusgenom valtozékonysaganak ¢és az
izolatumok csoportbeli hovatartozasanak megallapitasa, mert ezek ismerete a
hatékony védekezési modszerek kidolgozasanak és a diagnosztikdnak egyik fontos
eszkoze;

A vizsgalt bulgariai és hazai izolatumok egymassal ¢s mas PPV-izolatumokkal valo
rokonsagi viszonyainak feltarasa a virusevolucio pontosabb megismerése céljabol;
Természetes mutacidé kovetkeztében kialakult 0j, révidebb CP gént hordozo PPV-
izolatum (PPV-B1298) genomjan a delécid pontos helyének ¢és méretének
meghatarozasa;

A rovidebb CP gént hordozé virus patogenitasanak, virionjainak és levéltetiivel valo
terjedésének vizsgalata;

A PPV-B1298 izolatum szeroldgiai kimutathatosdganak megallapitasa, hiszen a
megeldzés szempontjabol a virus megbizhatd diagnosztizalasa alapvetd fontossagu;

A delécio elhelyezkedésének ¢és méretének a természetes mutans virus

crcr



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A PPV gazdasagi jelentdsége, és a fobb gazdanovényeken okozott tiinetek

A PPV Eurdpéban a csonthéjas gyiimolcsfajok egyik legveszedelmesebb virus eredetii
korokozdja, az eldidézett karok (csokkent gylimolcsmindség, id6 eldtti gylimoleshullas, mas
virusokkal valo egyiittes fertdz€s esetén a fa gyors pusztulasa), a levéltetvekkel torténd gyors
terjedése ¢és a nagymértékli foldrajzi elterjedtsége miatt. A PPV jelentOsége gazdasagi
szempontbol a szilva, a kajszi és az 6szibarack tiltetvényekben a legnagyobb.

A legjelentésebb karokat szilvan idézi eld. A fert6zott fakon stlyos levél- és
gyiimolcstiinetek fejlodhetnek ki. A fert6zés hatdsara a gyiimolcsok mérete €s sulya csokken.
Erzékeny szilvafajtaknal akar 34%-kos sulycsokkenés is bekovetkezhet (Jordovié és Janda,
1963). A beteg gylimolcs beltartalmi értékei is megvaltoznak. A gylimoélcs cukortartalma
csOkken, savtartalma viszont emelkedik. A gylimolcsok iztelenné valnak, létartalmukat
elvesztik, rostos allomanyuak lesznek, ezaltal kozvetlen fogyasztasra és technologiai
felhasznaldsra (aszalds, palinkafdzés, lekvarkészités) is alkalmatlannd vélnak. A beteg
szilvakbol készitett alkoholos italok vagy parlatok mindsége nem megfeleld, igy azok
értékesithetetlenek. A gyiimdlesok tarolhatdsaga is romlik. A fertézott gyiimolcs antocian
tartalma is alacsonyabb, ami ugyancsak hatranyos a gyiimoélcsfeldolgozasnal (Gyorgy, 1976).
A virusra érzékeny szilvafajtdk (pl. Besztercei) fair6l a gyiimolcsok akar 95—-100%-a még érés
elott lehullhat. Bulgariaban a ,,Kjiistendil” szilvafajta esetében a termésveszteség atlaga az évi
60 ezer tonnat is elérte, hazdnkban szilvanal a gyiimdlcshullas atlaga a 37%-ot meghaladja
(Németh, 1979). Csehszlovakiaban 1949 és 1963 kozott a sulyosan fertézott korzetekben a
fankénti atlagos termésmennyiség 83,4%-kal csokkent (Blattny és Heger, 1965).

A PPV gazdasagi jelentdsége hazankban kajszin is igen nagy. A beteg gyiimdlcsok
romlékonyak, és rosszul szallithatok, konnyen megbarnulnak, ¢és esetenként elvesztik a fajtara
jellemzé6 iziiket, zamatukat. A romlanddsag, €s a csonthéjon lathatd foltosodas, mely még a
kiilsOleg tiinetmentes gyiimolcsoknél is megfigyelhetd, rontjak export lehetdségeinket.

Az Oszibarack termésén a tiinetek nem olyan stlyosak, de az érés eldtt megjelend
mintdzat (gytrik, gyliriirészek, szalagok, pigmentfoltok) azonban csokkenti a gytimdlcs piaci
értékét, valamint romlik a gyiimdles eltarthatosaga és szallithatosaga is, mely szintén
exportunkat veszélyezteti.

A PPV nagy gazdasagi jelentdségét hangsulyozza, hogy Spanyolorszagban 1988 és
1993 kozott 560 ezer fat, Franciaorszdgban 1992-ben 27 ezer fat, 1993-ban 100 ha
gytimolcsost (foleg Oszibarackost) szamoltak fel, Kanadaban 2000 és 2006 kozott kozel 264

ezer fat semmisitettek meg a PPV-fert6zés orszaghatarokon beliili tovabbterjedésének



megfékezése, és a gazdasagi karok mérséklése céljabol (Roy €és Smith, 1994; Thompson,

2006).

3.1.1. Tiinetek szilvan

A virusfert6zés elsd tlinetei mar a fiatal leveleken megjelennek, melyek azonban nem
feltlindek. Késébb a leveleken jellegzetes, klorotikus foltok, gytriik, gytliriszerti rajzolatok,
szalagok alakulnak ki (1. 4bra), melyek atesd fényben lathatok a legjobban. A nyari melegben
a tlinetek kevésbé feltlindek, halvanyabbak, maszkirozodnak. Egyes fajtaknal (pl. Zold ringld)
azonban a tlinetek egészen Oszig megmaradnak, és a klorotikus gytiriket vagy foltokat

voOrdsesbarna szegély ovezi (Németh, 1979).

1. abra. PPV okozta tiinetek szilva levelén (foto: Szathmary E.)

Az ¢érzékeny szilvafajtak esetében (pl. Besztercei) a termés feliiletén besilippedo,
kemény, gylirlis vagy szabdlytalan alaku foltok, vonalak (,,himléfoltok™) lathatok (2. &bra),
melyek szine az érett gylimdlcséhez hasonld, igy éréskor alig észrevehetdk. A
gylimolcstiinetek mar a termés éretlen allapotdban megfigyelhetok, az éréssel parhuzamosan
fokozodnak, és gylimdlcstorzulast eredményeznek. A terméshéj és az alatta 1évd sejtek
nekrotizalodnak, a termés belsejében vordsbarna elszinezddés és mézgasodas alakul ki. A
gyimolcs izetlen, és létartalmat is elveszti. A mag csonthéjan az alapszintdl sotétebb
elszinezddés jelenik meg. A fajta érzékenységétol fiiggden a termés nagy része (akar 100%-a)

még érés elott lehullhat a fardl. A tolerans szilvafajtak (pl. Stanley) termésén a foltok csak az
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epidermiszen jelentkeznek, mint egyenlétlen pigmenteloszlasok, terméshullds nem

tapasztalhat6é (Németh, 1979).

2. abra. PPV okozta tiinetek szilva gylimolcsén (fotd: Dr. Palkovics L.)

A fajtak érzékenysége és tolerancidja igen valtozd lehet az egyes orszdgokban, ami a
jelen 1évd izolatum tipusok valtozékonysagdval, valamint az eltéré oOkoldgiai és talajtani
viszonyokkal magyarazhat6 (Németh, 1979).

Németh (1986) a fas részek karosodasardl, fiatal szilva hajtasok kérgének
felrepedésérdl, és nyilt rakos sebek kialakuldsardl, valamint a floém, és késébb a xylém
szovetek vorosesbarnava szinezddésérdl is emlitést tesz. Llacer és Cambra (2006) azonban
felhivja a figyelmet arra, hogy eddig még nem erdsitették meg, hogy ezek a fas részeken
tapasztalhat6 tiinetek PPV-fert6zés hatasara alakultak ki.

Egyes szilvafajtdk termésén bemélyedd foltok, vonalak, ugynevezett alhimld (plum
pseudo-pox), az alma klorotikus levélfoltossag virus (Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV)
fertézése hatasara is kialakulhat (Németh, 1979). igy amennyiben csak a termésen észlelhetSk
tiinetek, akkor a gylimolcstiinetek alapjan tortént elsddleges diagnézist a virusfaj pontos

azonositasara alkalmas modszer hasznalataval meg kell erdsiteni (Llacer és Cambra, 2006).

3.1.2. Tiinetek kajszin
Kajszin a levéltiinetek nem feltiinbek. Nem sokkal a kihajtast kovetéen halvanyzold

foltok, gytrtk alakulnak ki, melyek atesé fényben lathatok a legjobban. Az elsérendl erek
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koril gyakran klorotikus szalagok jelennek meg, a levél széle pedig csavarodhat (3. dbra). A

tiinetek a nyari melegben gyengiilnek, esetleg teljesen el is tiinnek (Németh, 1979).

3. abra. PPV okozta tiinetek kajszi levelén (fotd: Szathmary E.)

A kiilsé gylimdlcstiinetek valtozoak, csak egyes fajtaknal stlyosak. Rendszerint a
gytimolcshéjon gytirt, félkor vagy szalag alaku elszinezddés lathato (4B. abra), mely vilagos
héju fajtak esetén a gylimolcs alapszinénél vilagosabb, jol szinezddd fajtaknal vildgosabb
vagy sotétebb. A gyliriik érés utan megbarnulhatnak, a husba besiippedhetnek. A gylimoélcs a
bestippedt részeken izetlen, rostos allomanyd, konnyen megbarnul, esetenként mézgasodas
alakul ki benne. Sulyos fert6zés esetén nagy dudorok is keletkezhetnek, és a gylimdles torzul
(4C. abra). A fert6zés hatasara két héttel korabbi érés is eléfordulhat. Egyes fajtaknal a beteg

termések még érés eldtt lehullanak.

4. abra. PPV okozta tiinetek kajszi gytimolcsén (21/1 jelii hibrid): (A) egészséges, (B) és (C) PPV

fert6zott fa termése (fotd: Szathmary E.)

Gyakori, hogy a gyiimiilcson kiilsé tlinetek nincsenek, a magon azonban minden
esetben lathatok elvaltozdsok. A csonthéjon vildgosbarna gytirtik és foltok alakulnak ki

(,,leopard bor mintazatu foltosodas”) (5. abra) (Németh, 1979; Llacer €s Cambra, 2006).
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A beteg fa gyengébben fejlodik, novekedése lelassul, a hajtasok vékonyabbak (Németh,
1979).

A mediterran vidékeken a korai fajtak gytimolcsfejlodése idején mérhetd a legmagasabb
viruskoncentraci6 a ndvényben, mig a kései fajtak gyiimolcseinek fejlédésekor, nyar
folyaman, a PPV koncentracidja mar lecsokken. Ezért a korai fajtakon gyakrabban és sokkal
erdsebb gyiimolcstiinetek jelennek meg, mint a késeieken. Egyes PPV-re érzékeny
kajszifajtdk gyiimolcsén az agressziv  ACLVS-izolatumok fertézésének hatasara a PPV
tiineteire emlékeztetd, besilippedd, nekrotizalodd foltok keletkeznek, a maghéjon viszont

nincsenek elvaltozasok (Llacer és Cambra, 2006).

5. abra. PPV okozta tiinetek kajszi magon (fot6: Szathmary E.)

3.1.3. Tiinetek dszibarackon

Az &szibaracknal a leveleken jelentkezd tiinetek is jelentdsek lehetnek, melyek mar
kihajtaskor jelentkeznek. Az erek ¢és érmenti mezdk kivildgosodnak, fejlédésiikben
visszamaradnak, és a levelek deformalodhatnak. Késdbb a levéllemezen aprd klorotikus
foltok, gytirtik, erek koriili szalagok alakulnak ki. A levéltiinetek a vegetacié soran késobb
fejlodd leveleken ritkabban jelennek meg, és a nagy melegben el is tlinnek. A levéltiinetek a
magoncokon a legstlyosabbak, sok fajtdnal azonban ki sem alakulnak (Németh, 1979).

A gyiimdleson 1€vo tiinetek legtobbszor csak a kiilsé héjra korlatozodnak. A fehér husa
fajtdkon az érés el6tt vilagos, gytirtis rajzolatok (6. abra), elmosddo szalagok jelennek meg,
melyek éréskor elhalvanyulnak. A sarga hust fajtdkon sarga gytirlik alakulnak ki, vagy a
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pigment szabalytalan foltokban helyezkedik el (,,lazfoltok™). Sulyos fert6zéskor a gytrik
bemélyednek, a hiis megbarnul, és a gyiimolcsok deformalodhatnak. Esetenként a beteg
termések még érés eldtt lehullanak. Egyes Oszibarackfajtak sziromleveleinek szintdrése is
bekdvetkezhet PPV-M izolatumok fertdzésének hatasara (Németh, 1979; Llacer és Cambra,
20006).

A korai fajtdk sokkal érzékenyebbek, €és sulyosabb tlineteket mutatnak a gyiimolcson,
mint a kései érésiiek. A kialakul6 tiinetek azonban a fat fert6z6 izolatum tipusatol fiiggden is
valtoznak. A PPV-M izolatumok sokkal sulyosabb tiineteket okoznak &szibarackon, mint a

PPV-D izolatumok (Llacer és Cambra, 2000).

6. abra. PPV okozta tiinetek dszibarack gyiimdlcsén (fotd: Szathmary E.)

3.1.4. Tiinetek cseresznyén és meggyen

A fertézott meggy- €s cseresznyefak levelein klorotikus foltok, pottyok és gytirtik
jelennek meg. A tlinetek foleg tavasszal vehetdk észre, nyaron teljesen eltlinnek. A fertézott
gytimolcsokon klorotikus, nekrotikus gytriis foltok és nekrotikus mélyedések, repedések
lathatok. A beteg fa termésének nagy része lehullik. (Kalashyan ¢és mtsai, 1994; Crescenzi és

mtsai, 1995; Nemchinov és mtsai, 1995).

14



A PPV-SwC izolatum mesterséges fertdézését kovetden a cseresznye és a meggyfak
levelein a levél sz€létdl kiinduld érmenti sarga szalagok €s nekrozisok fejlodtek ki (Crescenzi
¢és mtsai, 1997).

Fanigliulo és mtsai (2004) a PPV-SwC izoldtummal 35 cseresznye- és meggyfajta egy
éves oltvanyait mechanikailag inokulaltak. A tiinetek fajtatol fliggden az inokulacidt kdvetéen
8-30 nap mulva alakultak ki. A legtobb fajta levelein kezdetben klorotikus foltok vagy
gylriik, késébb nekroézisok, diffuz pottyok jelentek meg, és a levelek deformalodtak.
Koriilbeliil két honappal az inokulaciot kovetden a tlinetek a ndvények tobbségérdl eltiintek,

majd nyugalmi idészakot kdvetden, riigyfakadaskor ujra megjelentek.

3.1.5. Tiinetek japan szilvan

A leveleken kialakulo tiinetek erdssége fajtafliggd. Egyes fajtak levelein jol lathatd
klorotikus gytiriik, szalagok és pettyek alkulnak ki, melyek késébb nekrotizalddnak (Llacer €s
Cambra, 2006).

Gyiimélcstiinetek csak a termés kis hanyadan (maximum 15%-an) lathatok. Eréskor
gyurik, pettyek, barna szinli bemélyedések jelennek meg, és a gylimdlcs deformalodik. A
tolerans fajtadk levelein és gylimolcsein tiinetek nem lathatok, vagy csak nagyon gyenge
tiinetek jelennek meg. A fertdzott fakrdl szarmazd gyenge vagy nagyon gyenge tiineteket

mutatd gylimolcsok nagy része értékesithetd (Llacer és Cambra, 20006).

3.2. A PPV vilagméretii elterjedése

A PPV Adltal okozott betegség tiineteire eldszor tobb mint 90 éve, 1917-18 tajan
figyeltek fel Bulgaridban szilvafakon (Prunus domestica cv. Kjustendil) a termesztok. Az elsd
tudomanyos munka azonban csak 1932-ben (Atanasoff, 1932) jelent meg, amikor mar a
koérokozd a bolgar szilvasokban hatalmas karokat okozott. Ezt kovetden a valamikori
Jugoszlavia teriiletén (Szerbia, Horvatorszadg), Romaniaban ¢s Magyarorszagon is észlelt¢k a
betegség tlineteit. A II. vildghdborut kovetd 10 évben a betegség folyamatosan észak felé
terjedt Europaban, és megjelent Csehorszagban, Szlovékidban és Németorszagban. Az 1960—
1980-as években szamos eurdpai orszagbol, kiillonb6zd csonthéjas gyiimolesfajokrol kozoltek
eléfordulasat (Ausztria, Albania, Belgium, Ciprus, Egyesiilt Kiradlysag (Anglia),
Franciaorszdg, Gorogorszag, Hollandia, Lengyelorszag, Olaszorszdg, Portugilia,
Spanyolorszag, Svédorszag, Svajc, Szlovénia, Torokorszag, volt Szovjetunid). Az 1980-as
években eljutott Azsidba (Sziria) és Afrikaba (Egyiptom) is. Az 1990-es évek elején
megjelent Dél-Amerikaban (Chile), majd késébb Eszak-Amerikdban (Amerikai Egyesiilt
Allamok) is. A PPV-vel fertézott teriilet folyamatosan novekszik. Az egyre nagyobb mértékii

15



nemzetkdzi szaporitdoanyag-kereskedelem révén a szigori novény-egészségiigyi intézkedések

ellenére i1s a PPV gyorsan elterjedt a vildgon. Most mar Eurdpa legtobb orszagaban

megtalalhato, és jelenleg Ausztralia és Oceénia kivételével méar valamennyi kontinensen jelen

van (1. tablazat).

1. tablazat. A PPV els6 észlelésének idOpontjai a vilag kiillonbozd orszagaiban, és az adott

orszagban azonositott izolatum tipusok

Foldrész Orszag

Megjelenés éve
(hivatkozas)

Az orszagban azonositott izolatum
tipusok (hivatkozas)

Eurépa Albania B

1965 (Kolber és mtsai, 2001)

PPV-D (Myrta és mtsai, 1998a)

PPV-M (Mytra és mtsai, 1998a'; Glasa és
mtsai, 2004)

PPV-Rec (Glasa és mtsai, 2004)

Ausztria B

1961 (Németh, 1994)

PPV-D (Candresse és mtsai, 1995)

PPV-M (Candresse és mtsai, 1998%; Laimer és
mtsai, 2003°)

Azerbajdzsan (K)

n. a.

n. a.

Belgium (D)

1974 (Roy és Smith, 1994)

PPV-D (Candresse és mtsai, 1998)

Bosznia-Hercegovina X

n. a.

PPV-D (Matic és mtsai, 2006)
PPV-M (Matic és mtsai, 2006)
PPV-Rec (Matic és mtsai, 2006)

Bulgaria A

1917-18 (Atanasoff, 1932)

PPV-D (Myrta és mtsai, 2001; Kamenova és
mtsai, 2003; Dallot és mtsai, 2008;
Kamenova, 2008)

PPV-M (Glasa és mtsai, 2004; Dallot és
mtsai, 2008; Kamenova, 2008)

PPV-Rec (Glasa és mtsai, 2004; Dallot és
mtsai, 2008; Kamenova, 2008)

Ciprus B

1982 (Roy és Smith, 1994)

PPV-D (Papayiannis ¢és mtsai, 2007)

PPV-M (Myrta és mtsai, 1998a'; Dallot és
mtsai, 2008)

Csehorszag A

1952 (Roy és Smith, 1994)

PPV-D (Navratil és mtsai, 1998; Candresse és
mtsai, 1998; Myrta és mtsai, 2001; Glasa
és mtsai, 2004; Dallot és mtsai, 2008;
Gadiou és mtsai, 2008)

PPV-M (Glasa és mtsai, 2004; Dallot és
mtsai, 2008)

PPV-Rec (Glasa és mtsai, 2004; Dallot és
mtsai, 2008; Gadiou és mtsai, 2008)

Daénia (E)

n. a.

n. a.

Egyesiilt Kiralysag (Anglia) B

1965 (Mumford, 2006)

PPV-D (Mumford, 2006)

Esztorszag (D)

n. a.

n. a.

Franciaorszag B

1970 (Quiot és mtsai, 1995)

16

PPV-D (Kerlan és Dunez, 1979; Candresse ¢s
mtsai, 1995, 1998; Quiot és mtsai, 1995;
Glasa és mtsai, 2002a; Dallot és mtsai,
2008)

PPV-M (Glasa és mtsai, 2002a; Dallot és
mtsai, 2008)



1. tablazat. folytatas

Megjelenés éve

Az orszagban azonositott izoldtum

Foldreész Orszig (hivatkozas) tipusok (hivatkozas)
Euroépa Gorogorszag A 1968 (Roy és Smith, 1994) PPV-D (Varveri, 2006; Dallot és mtsai, 2008)
PPV-M (Kerlan és Dunez, 1979'; Candresse
és mtsai, 1995, 1998°; Glasa és mtsai,
2004; Dallot és mtsai, 2008)
Gruzia (D) n. a. n. a.
Hollandia C 1965 (Verhoeven és mtsai, n. a.

2006)

Horvatorszag A

1949 (Kajic és mtsai, 2008)

PPV-D (Kajic és mtsai, 2008; Mikec ¢s mtsai,
2008)

PPV-M (Kajic és mtsai, 2008)
PPV-Rec (Kajic és mtsai, 2008)

Lengyelorszag A

1962 (Roy és Smith, 1994)

PPV-D (Candresse és mtsai, 1995;
Malinowski, 2003)

PPV-M (Malinowski, 2003°)
PPV-Rec (Acc. No.: EU117116%

Litvénia C

1996 (Staniulis és mtsai,
1998)

PPV-D (Staniulis és mtsai, 1998)

Luxemburg X

n. a.

n. a.

Magyarorszag A

1938 (Szirmai, 1948)

PPV-D (Pribék és Gaborjanyi, 1997; Myrta és
mtsai, 2001)

PPV-M (Palkovics és mtsai, 1993; Candresse
¢és mtsai, 1995)

PPV-C (Nemchinov és mtsai, 1998)

PPV-Rec (Salamon és Palkovics, 2002; Glasa
¢és mtsai, 2004)

Moldavia B

1962 (Kolber és mtsai, 2001)

PPV-D (Myrta és mtsai, 2001)

PPV-C (Nemchinov és Hadidi, 1996;
Nemchinov és mtsai, 1996; Fanigliulo és
mtsai, 2003)

Montenegrod

2002 (Virséek Marn és mtsai,

2007)

PPV-D (Virs¢ek Marn és mtsai, 2007)

PPV-Rec (Virs¢ek Marn és mtsai, 2007)

Németorszag A

1955 (Roy és Smith, 1994)

PPV-D (Maiss és mtsai, 1989; Candresse és
mtsai, 1995, 1998; Krczal és Avenarius,
1995; Myrta és mtsai, 2001; Glasa és
mtsai, 2004)

PPV-M (Krczal és Avenarius, 1995%)

PPV-Rec (Glasa és mtsai, 2004)

Norvégia B

1998 (Blystad és Munthe,
2006)

PPV-D (Blystad és Munthe, 2006)

Olaszorszag B

1973 (Roy és Smith, 1994)
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PPV-D (Candresse és mtsai, 1998; Myrta és
mtsai, 1998a, 2001)

PPV-M (Myrta és mtsai, 1998a'; Dallot és
mtsai, 2008)

PPV-C (Crescenzi és mtsai, 1995, 1997;
Myrta és mtsai, 2001; Fanigliulo és mtsai,
2003)

PPV-Rec (Myrta és mtsai, 2005)



1. tablazat. folytatas

Megjelenés éve

Az orszagban azonositott izoldtum

Foldreész Orszig (hivatkozas) tipusok (hivatkozas)
Euroépa Oroszorszag B 1969 (Kolber és mtsai, 2001) n. a.
Portugalia B 1984 (Roy és Smith, 1994) n. a.
Romania A 1920-as évek (Roy és Smith, PPV-D (Ravelonandro és Minoiu, 1998;
1994) Zagrai és mtsai, 2008)
PPV-M (Zagrai és mtsai, 2008)
PPV-C (Zagrai és mtsai, 2008*)
PPV-Rec (Zagrai és mtsai, 2008)
Spanyolorszag B 1984 (Llacer és mtsai, 1985) PPV-D (Candresse és mtsai, 1995, 1998;
Myrta és mtsai, 2001)
PPV-M® (Cambra és mtsai, 2004%)
Svéjc (E) 1967(Roy és Smith, 1994) n. a.
Svédorszag (F) 1970 (Németh, 1994) n. a.
Szerbia 1935 (Dulic-Markovic és PPV-D (Dulic-Markovic, 2003; Dallot és
Jevremovic, 2006) mtsai, 2008)
PPV-M (Cervera és mtsai, 1993; Glasa és
mtsai, 2005; Dallot és mtsai, 2008)
PPV-Rec (Cervera és mtsai, 1993; Glasa és
mtsai, 2005; Dallot és mtsai, 2008)
Szlovakia A 1950 koriil (Glasa, 2006) PPV-D (Myrta és mtsai, 2001; Glasa és mtsai,
2002a, 2004; Dallot és mtsai, 2008)
PPV-M (Glasa és mtsai, 2004; Dallot és
mtsai, 2008)
PPV-Rec (Glasa és mtsai, 2001, 2004; Dallot
¢és mtsai, 2008)
Szlovénia B 1987 (Roy és Smith, 1994) PPV-D (Dallot és mtsai, 2008)
PPV-M (Dallot és mtsai, 2008)
PPV-Rec (Dallot és mtsai, 2008)
Torokorszag B 1968 (Roy és Smith, 1994) PPV-D (Myrta és mtsai, 2001)
PPV-M (Candresse ¢és mtsai, 19952, Mpyrta és
mtsai, 1998a')
PPV-Rec (Candresse és mtsai, 2007)
Ukrajna B 1967 (Kondratenko és n. a.
Udovychenko, 2006)
Azsia India B 1994 (Thakur és mtsai, 1994) Varians (Bhardwaj és mtsai, 1995")
Irdn X n. a. n. a.
Jordania C 1999 (Al Rwahnih és mtsai, PPV-M (Al Rwahnih és mtsai, 2001")
2001)
Kazahsztan X 2004 (Spiegel és mtsai, 2004) PPV-D (Spiegel és mtsai, 2004)
Kina 2001 (Navratil és mtsai, D (Navratil és mtsai, 2005)
2005)
Libanon (H) n. a. n. a.
Pakisztan 2006 (Kollerova és mtsai, PPV-D (Kollerova és mtsai, 2006)
2006)
PPV-Rec (Kollerova és mtsai, 2006)
Sziria C 198485 (Dunez, 1986) PPV-M (Ismaeil és mtsai, 2002")
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1. tablazat. folytatas

Foldrész Orszé Megjelenés éve Az orszagban azonositott izoldtum
g (hivatkozas) tipusok (hivatkozas)
Afrika Egyiptom X 1987 (Németh, 1994) PPV-EA (Wetzel és mtsai, 1991a; Candresse
¢és mtsai, 1995; Myrta és mtsai, 2001;
Shalaby és mtsai, 2003)
Tunézia C 2000 (Boulila és mtsai, 2004) PPV-D (Boulila és mtsai, 2004)
Eszak- Amerikai Egyesiilt Allamok C
Amerika
Michigan 2006 (O'Dell és Beckman, PPV-D (O'Dell és Beckman, 2006%)
2006)
New York 2006 (Snover-Clift és mtsai, PPV-D (Snover-Clift és mtsai, 2007)
2007)
Pennsylvania C 1999 (Milius, 1999) PPV-D (Levy és mtsai, 2000)
Kanada B
Ontario B 2000 (Thompson és mtsai, PPV-D (Thompson és mtsai, 2001)
2001)
PPV-W 5(James és mtsai, 2003; James és
Varga, 2005)
Uj-Skécia (D) 2000° (Thompson, 2006) n. a.
Dél- Argentina C 2004 (Dal Zotto és mtsai, PPV-D (Dal Zotto és mtsai, 2006)
Amerika 2006)
Chile A 1992 (Roy ¢és Smith, 1994) PPV-D (Rosales és mtsai, 1998; Candresse és
mtsai, 1998)
Ausztralia Uj Zéland (H) n. a. n. a.
é’s
Ocednia

Jelmagyardzat: n.a.: nincs adat; 1: csak a CP szerologiai vizsgalata; 2: csak a CP gén 3' végének
molekularis vizsgalata; 3: csak a CP szerologiai és a CP gén 3' végének molekularis vizsgalata; 4:
modszerre nincs adat; 5: a fertézott fakat megsemmisitették; X: jelen van, nincs adat; A: jelen van,
széleskortien elterjedt; B: jelen van, korlatozottan elterjedt; C: jelen van, néhany el6fordulas; (D):
nincs jelen, a kérokozo tovabbiakban nincs jelen, (E): nincs jelen, a korokozoé megsemmisitve, (F):
nincs jelen, csak eseti feljegyzés; (H): nincs jelen, felméréssel megerdsitve; (J): nincs jelen , téves
adat; (K): nincs jelen, megbizhatatlan adat [PPV statusz jelolése EPPO elterjedési térkép szerint
(OEPP/EPPO, 2006)].

3.3. A PPV természetes gazdanovénykore

A PPV természetes gazdandvényei kozé szamos gylimdlcséért termesztett, disz és vad
Prunus-faj, valamint mas fas és lagy szard novény tartozik. A virus természetes
gazdandvényei a Prunus-fajok koziil: a mandulabarack [Prunus davidiana Franch. x P.
persica (L.) Batsch. (Persica * davidiopersica ’ Atropurpurea’)], a mandula (P. amygdalus
Batsch.), a kajszi (P. armeniaca L.), a cseresznye (P. avium L.), a Bessey-cseresznye (P.
besseyi L. H. Bailey), a vérszilva (P. x blireana André), a cseresznyeszilva (P. cerasifera
Ehrh.), a P. cerasifera x munsoniana *Marianna’ (P. cerasifera x P. munsoniana W. Wight &
Hedrick), a meggy (P. cerasus L.), a szilva (P. domestica L), a japan diszmeggy (P.
glandulosa Thunb.), a kdkényszilva (P. insititia L.), a japan meggy (P. japonica Thunb.), az
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Oszibarack (P. persica (L.) Batsch.), a kokény (P. spinosa L.), a japanszilva (P. salicina
Lindl.), a pelyhes meggy (P. tomentosa Thunb.) és a diszmandula (P. triloba Lindl.) (Németh,
1979; Llacer és Cambra, 1986; Kalashyan és mtsai, 1994; Crescenzi és mtsai, 1995;
OEPP/EPPO, 2004; Sebestyen és mtsai, 2008). A nem a Prunus nemzetségbe tartozd fas
szara fajok koziil a csikos kecskeragd (Euonymus europaeus L.) és a kozonséges fagyal
(Ligustrum vulgare L.) természetes PPV fert6zottségérdl is beszdmoltak (Polak, 2001). A
PPV jelenlétét dion (Juglans regia L.) is kimutattdk a természetben, kettdsellenanyag-
szendvics ELISA (double antibody sandwich ELISA, DAS-ELISA) tesztek eredményei és
lagy szari tesztndvényre torténd sikeres atvitel alapjan (Baumgartnerova, 1996). Glasa ¢és
Candresse (2006) azonban a diénak a PPV természetes gazdandvényei koziil valo torlését
javasolta, mivel a tiineteket mutatd szlovak diofar6l szarmazd mintdkban a késdbbi
szerologiai és molekuldris vizsgalatokkal a PPV jelenlétét nem tudtdk igazolni, mig a
cseresznye levélsodrodas virus (Cherry leaf roll virus, CLRV) fert6zését DAS-ELISA
modszerrel bizonyitottdk. A virust kimutattdk O6rdogcérnabol (Lycium barbarum L.), és
szamos, a gylmolcsosokben megtaldlhatd gyomndvénybdl is, melyek: kozonséges infll
(Ajuga genevensis L.), kanya harangvirdg (Campanula rapunculoides L.), pésztortaska
(Capsella bursa-pastoris (L.) Medik.), katang (Cichorium sp.), mezei aszat (Cirsium arvense
(L.) Scop.), iszalag (Clematis sp.), apro szuldk (Convolvulus arvensis L.), csattané maszlag
(Datura stramonium L.), keszegsalata (Lactuca serriola L.), fehér arvacsalan (Lamium album
L.), barsonyos arvacsalan (L. amplexicaule L.), piros arvacsalan (L. purpureum L.), mezei
gyongykoles (Lithospermum arvense L.), fehér csillagfiirt (Lupinus albus L.), komlos lucerna
(Medicago lupulina L.), orvosi somkord (Melilotus officinalis (L.) Lam.), réti boglarka
(Ranunculus acer L.), mezei boglarka (R. arvensis L.), erdei kanyafii (Rorippa sylvestris (L.)
Bess.), fodros 16rom (Rumex crispus L.), holyagos habszegfii (Silene vulgaris (Moench.)
Garcke.), ebszdl6 csucsor (Solanum dulcamara L.), fekete csucsor (Solanum nigrum L.),
csorboka (Sonchus sp.), pongyola pitypang (Taraxacum officinale Web.), bibor here
(Trifolium incarnatum L.), borostyanlevelt veronika (Veronica hederifolia L.) (Kroll, 1973;
Pribék és mtsai, 1998; Milusheva és Rankova, 2002; Vir§¢ek Marn és mtsai, 2004).

A PPV-t szilvar6l, majd kajszirdl irtdk le eldszor, Bulgaridban (Atanasoff, 1932;
Christoff, 1958), ezt kovetden hosszu ideig csak errdl a két fajrol kozolték a betegséget. A kor
magyarorszagi megjelenésérol kajszifakrol eloszor Szirmai (1948) szamolt be, az alsotekeresi
faiskolabol, és a kajszi ,,csillagfoltossag betegségének™ nevezte el. Szilvardl Husz és Klement
(1950) kozolte, dszibarackrdl a vildgon eldszor Németh (1963) irta le hazdnkban. A virus
meggyen ¢€s cseresznyén valo természetes eldfordulasarol, a moldaviai (Kalashyan és mtsai,

1994), bulgariai (Topchiiska, 1994) és olaszorszagi (Crescenzi ¢és mtsai, 1995) észleléseket
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kovetden, hazankbol is beszamoltak (Kolber €s mtsai, 1998a, 1998b; Nemchinov és mtsai,
1998). A korokoz6 manduldn (Pribék ¢és Gaborjanyi, 1997) és kokényen (Salamon és
Palkovics, 1997) valé természetes hazai eléfordulasat is megerdsitették. Hazdnkban a PPV
eseti eléfordulasat észlelték 6rdogeérnan €s csattand maszlagon (Pribék és Gaborjanyi, 1997;
Pribék ¢és mtsai, 1998). Legtjabban Sebestyen és mtsai (2008) szamos disz Prunus-faj (P. x
blireana, P. japonica ¢€s a P. persica f. atropurpurea) természetes PPV fertdzottségérol

szamoltak be Magyarorszagrol.

3.4. A PPV természetes terjedési modjai

A PPV terjedésének legfontosabb modjai a fertdzott ndovények vegetativ részeivel, a
levéltelvekkel és a fertdzott pollennel valo atvitel.

A vegetativ szaporitas (oltas, szemzés) soran torténd virusatvitel a virus terjedésének
egyik legjelentdsebb ¢€s legaltalanosabb modja. Akar az alany, akér az oltdvesszd fertézott, a
betegség az egész novényre atterjed, igy egészséges oltvany eldallitdisahoz mind az alanynak,
mind a nemesnek virusmentesnek kell lennie. A PPV vegetativ szaporitéanyaggal az emberi
tevékenység altal hatalmas tdvolsadgokra jutott el, és terjedt el az egész vilagon. A PPV-t
Magyarorszagra is vegetativ Uton szaporitott szilvaalanyokkal hulcoltdk be a Balkanrol
(Németh, 1979).

A PPV kisebb tavolsagra vald terjedésében, és a jarvanyok kialakulasaban a levéltetvek
jatsszék a legfontosabb szerepet. Szamos levéltetiifajrol megallapitottdk, hogy vektorai a
virusnak, az atviteli hatékonysag azonban fiigg a PPV-izoldtum tipusatol és a gazdandvény
fajatol (Suti¢ és mtsai, 1976). Ezenfeliil, ugyanazon levéltetiifaj kiilonbz6 populacioi eltéré
virusatviteli hatékonysaggal rendelkezhetnek (Labonne ¢€s mtsai, 1995). A virust
leghatékonyabban terjesztd vektoroknak az Aphis spiraecola Patch és a Myzus persicae Sulz.
levéltetveket tekintik, de mas fajok is képesek a virus atvitelére: 4. arbuti Ferr., A. craccivora
Koch, 4. fabae Scop., A. gossypii Glov., A. hederae Kalt., A. idaei v. d. Goot, A. nasturtii
Kalt., A. sambuci L., A. spiraephaga Miill., Brachycaudus cardui L., B. helichrysi Kalt., B.
persicae Pass., Dysaphis plantaginea Pass., D. pyri B. de F., Hyalopterus amygdali Blanch.,
H. pruni Geoffr., Macrosiphum rosae L., Megoura viciae Buckt., Metopolophium dirhodum
Walk., Myzus cerasi Fab., M. varians Davidson, Phorodon humuli Schrank, Rhopalosiphum
padi L., Sitobion avenae Fab., S. fragariae Walk., Toxoptera citricida Kirkaldy, Uroleucon
achilleae Koch, U. sonchi L. (Krczal ¢és Kunze, 1972; Leclant, 1973; Minoiu, 1973; Fos és
Massonié, 1993; Avinent és mtsai, 1994; Labonne és mtsai, 1994, 1995; Pribék és mtsai,
1997; Pribék, 2001; Gildow és mtsai, 2004). A PPV terjesztésében nem csak azoknak a

levéltetveknek van hatékony szerepiik, melyek f6 tapnovénye valamely Prunus spp., amin
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kolonidkat képeznek, hanem az egyéb ndvényeken ¢€l6, és a Prunus-fajokon csak
probaszivogatasokat végzd levéltetiifajoknak is (Labonne ¢és mtsai, 1995). A PPV a nem-
perzisztens (stylet-borne) virusok kozé tartozik. A vektor a virust a szipdkajan viszi at a
fertdzott novényrdl az egészségesre. A levéltetii a felvételi szivas utan azonnal fertézdképes,
nincs sziikség inkubacios idore. A vektor azonban hamar, 1-2 szivas utdn elveszti
fert6zoképességét (Horvath, 1972). A virus epidemiajaban nagy szerepilk van a virus
természetes gazdanodvényei kozé tartozo kiilonboz6 gyomnovényeknek, valamint a disz és vad
Prunus-fajoknak (Salamon ¢és Palkovics, 2003), melyek dallando fert6zési forrasul
szolgéalhatnak az akér csak probaszivogatast végzo levéltetli vektorok szamara. Kisérleti
koriilmények kozott bizonyitottdk, hogy a fert6zott dszibarack és kajszi termésekbdl az azt
szivogatd Myzus persicae levéltetvek képesek a virust dszibarack magoncokra atvinni
(Labonne és Quiot, 2001).

A PPV-vel fert6zott fa viragpora is fertdzési forrasul szolgalhat. A pollenatvitelre PPV
esetében eldszor Trifonov (1965) hivta fel a figyelmet. A PPV a fert6zott kajszifakrol
szarmazo virdgok portokjaibol is kimutathatdo (Levy és mtsai, 1995). Nemchinov és mtsai
(1995) PPV-vel fert6zott meggyfajtdk pollenjének és portokjainak PPV fert6zottségérol
szamoltak be. Késo6bb kimutattadk, hogy a PPV fertdzésére jellemz6 forgokerékszerii
(pinwheel) zarvanytestek a portok falanak sejtjeiben figyelhetdk meg, a pollenben nem
talalhatok meg (Nemchinov és Hadidi, 1996).

A virus fert6zott maggal torténd terjedésével kapcsolatban az 1960-as évek eleje ota
ellentmondasos eredmények sziilettek. A magatvitel lehetdségét kajszin Szirmai (1961) irta le
els6ként, majd Németh és Kolber (1983) szerologiai teszttel (ELISA poliklonalis
antitestekkel) bizonyitottak, hogy a korokozod jelen van a magban, és beldle beteg novény
fejlodik. Kisérletiikben a fert6zott fakrol szarmazd magvakbol fejlédott magoncok 3,4—
13,9%-a bizonyult virusfert6zottnek. Alban, gérdg, olasz, roman és szerb kutatok viszont a
PPV maggal torténd terjedésével kapcsolatban szerologiai, illetve molekularis vizsgalatok
soran negativ eredményt kaptak (Pasquini és Barba, 2006). Pasquini és mtsai (1998, 2000)
kisérleteikben PPV-D tipusu izoldtummal fert6zott kajszi- és PPV-M tipust izolatummal
fertdzott Oszibarackfakrdl szdrmazd magok esetében ELISA ¢és immunocapture-RT-PCR
(,,ellenanyagcsapdas”-RT-PCR, IC-RT-PCR) modszerrel kimutattak, hogy a virus ugyan jelen
van a maghéjban és a sziklevelekben, a riigyecskében ¢és a gyOokdcskében azonban nem
talalhatd meg. A fert6zott magokbol fejlédott magoncokon, a kisérlet sordn (kajszi esetében 3
¢v, Oszibarack esetében 6 honap) nem alakultak ki tiinetek, és a reverz transzkripcidos-PCR
(reverse transcription-PCR, forditott atirast kdvetd PCR, RT-PCR) vizsgalatok eredményei
alapjan nem bizonyultak PPV fertdzottnek. Milusheva és mtsai (2008) PPV-M tipusu
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izolatummal fertdzott szilvarol és PPV-Rec tipusu izolatummal fert6zott kajszirol szarmazo
magok ¢és azokbol fejlodott magoncok PPV fertdzottségének vizsgélata soran hasonloan
negativ eredményt kaptak.

Természetes vizekbdl szamtalan virus, igy a PPV is kimutathatd. Stabil virusok az

ontozévizzel a virus terjedésének egy 1) maodjat jelenthetik (Pocsai és Horvath, 1997).

3.5. A PPV rendszertani besorolasa és a Potyviridae csalad molekularis jellemzése

A PPV a Potyviridae csalad Potyvirus nemzetségébe tartozik. A Potyviridae csalad,
mely nevét a burgonya Y virusrol (Potato virus Y, PVY) kapta, a novényi virusok
gazdasagilag egyik legjelentOsebb és legnépesebb viruscsalddja. Az Osszes ismert ndvényi
virus 30%-a, kozel 200 bizonyitott €s lehetséges faj tartozik ide (Shukla és mtsai, 1994). A
csaladhoz hat nemzetséget sorolnak (Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, Potyvirus,
Rymovirus és Tritimovirus). A virionok hajlékony, fonal alaktak, burok nélkiiliek, 11-15 nm
atmérdjliek, hosszuk nemzetségenként valtozd. A Potyvirus, Ipomovirus, Macluravirus,
Rymovirus, Tritimovirus nemzetségek fajai osztatlan genommal rendelkezd, 650900 nm
hosszusagu névényi virusok. A Bymovirus nemzetség fajainak osztott genomja két, egyenként
250-300, és 500—-600 nm hosszusagh virionna csomagolodik. A Potyvirus és a Macluravirus
nemzetség fajai nem-perzisztens modon levéltetvekkel, a Rymovirus és Tritimovirus
nemzetség fajai levélatkakkal, a Bymovirus nemzetség fajai gombakkal, mig az Ipomovirus
nemzetség fajai a dohany molytetiivel (Bemisia tabaci Genn.) terjednek (van Regenmortel és
mtsai, 2000). A csaladba tartozo fajok jellegzetes forgokerékszerli zarvanytesteket képeznek a
fertdzott sejtek citoplazmajaban, mely diagnosztikai értékli (Edwardson és mtsai, 1984).

A Potyvirus nemzetség osztatlan genomja, megkozelitdleg 10000 bazis hosszisagi
pozitiv értelmii (szensz), egyszali RNS (+ssRNS), melyet koriilbeliill 2000 CP alegység
burkol (Urcuqui-Inchima és mtsai, 2001). A pozitiv értelmii virusgenom hirvivé RNS-ként
(messenger RNS, mRNS) viselkedik. A PPV genomja izolatumtol fiiggden valtozo, 9741 —
9795 nukleotid (nt) hosszusagu (2. tablazat). A virionok megkdzelitdleg 5% nukleinsavat €s
95% fehérjét tartalmaznak (van Regenmortel és mtsai, 2000). Az RNS genomon az 5’ nem-
kodolo régiot (5’UTR), egy hosszu nyitott leolvasasi keret (open reading frame, ORF), majd a
3’ nem-kodold régio (3°’UTR) koveti. A virusgenom 5’ végéhez az tgynevezett genomhoz
kotott protein (viral protein genome-linked, VPg) kapcsolodik kovalens kotéssel, 3 végén
pedig poliadenilalt régio (A,) taldlhato. Az ORF egyetlen nagy, tobb mint 3000 aminosav
hosszt (340-370 kilodalton (kD) témegii) poliprotein prekurzort kodol, amelyet a virus altal
kodolt protedzok (P1, HC-Pro és Nla) véagnak el specifikus heptapeptid szekvencidknal a

transzlacié soran és/vagy azt kovetden funkcionalis fehérjékre (7. abra) (Urcuqui-Inchima ¢és
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mtsai, 2001). Riechmann és mtsai (1991) meghataroztdk, hogy a PPV esetében a transzlacio a
genomon taldlhatd masodik start kodonnal (147-149. nt) inicialodik. A poliprotein vagasa
utan az N-termindlis végtél a C-terminalis vég felé haladva keletkezd géntermékek: elsd
fehérje (first protein/protease, P1); segitd fehérje és proteaz (helper component protease, HC-
Pro); harmadik fehérje (third protein, P3); elsd 6 kD-os fehérje (first 6K protein, 6K;); henger
alakt zarvanyfehérje (cylindrical inclusion protein, CI); masodik 6 kD-os fehérje (second 6K
protein, 6K5); kis sejtmagi zarvanyfehérje (nuclear inclusion ,,a” protein, Nla), melynek N-
terminalis doménje a VPg; nagy sejtmagi zarvanyfehérje (nuclear inclusion ,,b” protein, NIb);
kdpenyfehérje (capsid protein, coat protein, CP) (Riechmann és mtsai, 1992). Chung és mtsai
(2008) nemrég egy ujabb potyvirus fehérjérdél szamoltak be. Kiilonbozo, a Potyviridae
csaladhoz tartoz6 virusfajok izolatumainak teljes genomi szekvencidinak megfeleld
komplementer DNS (cDNS) szekvencidk bioinformatikai elemzése sordn, a virusgenom P3
rovid (60 nukleotid vagy hosszabb) ORF-et mutattak ki, mely a ,,pipo” (pretty interesting
Potyviridae ORF) nevet kapta. A ,pipo”-nak nevezett ORF megléte a nagy és diverz
Potyviridae csalad tagjai kozott konzervativnak bizonyult, a bioinformatikai vizsgéalatok
erésen valdszinlsitették a meglétét. Az ORF 5’ végén egy erdsen konzervativ Gj,A¢7
motivum taldlhatd (Potyvirus: Gi,Ae.7, Bymovirus: G(G/C)Ag, Tritimovirus: A;GrAe.7,
Rymovirus: GAcGA, Ipomovirus: GA7). A bioinformatikai eredményeket a tarlorépa mozaik
virus (Turnip mosaic virus, TuMV) esetében kisérleti Giton is bizonyittak. Mutacios kisérletek
soran vizsgaltak a PIPO fehérje virus ,,miikodésében” betdltott szepét. A poliprotein aminosav
sorrendjét valtozatlanul hagyd, a PIPO fehérje kifejezodését viszont megakadalyozo (knock
out) mutaciokat hordozé fert6zOképes TuMV klonnal nem tudtak Nicotiana benthamiana
Domin. ndvényeket mesterségesen fertézni. Immunoblot sordn, a TuMV PIPO fehérje ellen
késziilt antiszérumokkal egy megkdzelitéleg 25 kD molekulatomegli fehérjét mutattak ki
TuMV fert6zott dohanynovényekben, melybdl arra kovetkeztettek, hogy a PIPO fehérje P3-
PIPO fuzios termékként expresszalddik a riboszomakon bekdvetkezd kereteltolodassal, vagy
a replikdznak a pipo cisztron 5° végén taldlhatd Gj.2Ae; motivumnal bekdvetkezd

megcsuszasa altal keletkezd RNS masolat transzlacidja sordn.

PIPO

P1  HC-Pro P3 6K, Cl 6K, Nla NIb CP

vPg @ — A,

7. abra. Potyvirusok genomszervezddése és géntermékei [Urcuqui-Inchima és mtsai (2001)

nyoman]
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2. tablazat. PPV-izolatumok teljes genomjanak hossza, az eredeti gazdandvény, a szarmazasi

orszag, az izolatum

csoportbeli

hovatartozasa és

adatbazisbeli azonositd szam (Acc. No.) feltiintetésével

az EMBL/NCBI/DDBJ

Iz‘:ll:‘f:m Eredeti gazdanovény Szarmazasi orszag | Genomhossz | Csoport Azz:z:t;;z)am
Dideron Prunus armeniaca Franciaorszag 9787 PPV-D X16415
. . D13751,
NAT n. a. Németorszag 9741 PPV-D NC_ 001445
SC P. cerasus Moldavia 9786 PPV-D X81083
PENNI1 P. persica USA 9786 PPV-D AF401295
PENN2 P. domestica USA 9786 PPV-D AF401296
PENN3 P. persica USA 9786 PPV-D DQ465242
borsoéra (Pisum sativum L.)
PENN3 tortént 5 egymast kovetd USA 9786 PPV-D EF611243
mechanikai passzalas utan
borsora tortént 6 egymast
PENN3 kovetd mechanikai passzalas | USA 9785 PPV-D EF611244
utan
pENN3  |levéltetiivel borséra Brtént 5 ;g 9786 PPV-D | EF611241
egymast kovetd passzalas utan
pENN3 | levéletiivel borstra tirtént 6 ;g 9786 PPV-D | EF611242
egymast koveto passzalas utan
PENN4 P. persica USA 9786 PPV-D DQ465243
borsora tortént 5 egymast
PENN4 kovetd mechanikai passzalas | USA 9788 PPV-D EF611247
utan
borsora tortént 6 egymast
PENN4 kovetd mechanikai passzalas | USA 9786 PPV-D EF611248
utan
PENN4 | leveletitvel borséra tBrient 5 ;g4 9786 PPV-D  |EF611245
egymast kdvetd passzalas utan
PENN4 | leveltetitvel borsora tortént 6 ;g4 9786 PPV-D | EF611246
egymast kovetd passzalas utan
48-922 P. persica Kanada 9786 PPV-D AY912058
Cdn 123-1 | Prunus persica Kanada 9700* PPV-D AY953267
Cdn 12 Prunus domestica Kanada 9700* PPV-D AY953266
Cdn 7-2 Prunus glandulosa Kanada 9700* PPV-D AY953265
Cdn 5 Prunus persica Kanada 9700* PPV-D AY953264
Cdn 4 Prunus persica Kanada 9700* PPV-D AY953263
Cdn 3 Prunus persica Kanada 9700* PPV-D AY953262
Cdn 1 Prunus domestica Kanada 9700* PPV-D AY953261
Fantasia P. persica var. nectarina Kanada 9786 PPV-D AY912056
Vulcan P. persica Kanada 9786 PPV-D AY912057
PS Prunus spp. Szerbia & 9786 PPV-M | AJ243957
Montenegro
SK68 P. domestica Magyarorszag 9786 PPV-M M92280
El Amar P. armeniaca Egyiptom 9791 PPV-EA | DQ431465
El Amar P. armeniaca Egyiptom 9791 PPV-EA | AMI57175
SoC P. cerasus Moldavia 9795 PPV-C AY184478
SwC P. avium Olaszorszag 9795 PPV-C Y09851
BOR-3 P. armeniaca Szlovakia 9786 PPV-Rec | AY028309
Jac P. domestica Lengyelorszag 9786 PPV-Rec |EU117116
W3174 P. domestica Kanada 9788 PPV-W | AY912055
Ab-Tk | P. armeniaca Torokorszég 9786 (}?15{'/-?) EU734794

Jelmagyarazat: *: 5’UTR és 3’UTR nem teljes, n. a.: nincs adat, n. i. (PPV-?) : nem ismert.

25




3.5.1. A CP és funkciéi

A potyvirus CP a legrészletesebben jellemzett fehérje, amelyet a genetikai diverzitas és
a taxondmiai viszonyok feltardsa céljabol is leggyakrabban vizsgdlnak. Harom régidra
bonthatd: a variabilis N- és C-termindlis, valamint az erdsen konzervativ kdzponti (core)
régiokra. Az N- és C-terminalis végek mas palcika alaka virionnal rendelkezd virusokhoz
hasonléan, mint pl. a potexvirusok (Koenig ¢és mtsai, 1978; Sawyer és mtsai, 1987), a
tobamovirusok (Bloomer és mtsai, 1978) és a tobravirusok (Mayo és Cooper, 1973; Mayo és
mtsai, 1974) esetében, a virusrészecske kiilsé felszinén helyezkednek el, és enyhe
proteolizissel eltavolithatok (Allison és mtsai, 1985; Shukla és mtsai, 1988, 1989). A végek a
virusrészecske kialakuldsahoz nem sziikségesek, eltavolitasuk nem befolyasolja a virion
fertdzOképességét mechanikai inokulalas soran (Shukla és mtsai, 1988; Jagadish és mtsai,
1991). Az N-termindlis rész tartalmazza a f6 virusspecifikus aminosav motivumokat
(epitopokat), és mind hosszaban, mind szekvencidjaban nagy valtozatossagot mutat a
kiilonb6zd potyvirusfajok kozott, igy alkalmas a viruscsaladon beliil az egyes fajok, sot egy
adott faj kiilonboz6 tipust izolatumainak elkiilonitésére is. A CP aminosav sorrendjének
hasonlésaga kiilonbozd potyvirusfajok esetén 38—71%, egy adott faj izolatumai kozott 90 —
99% kozott valtozik. A C-terminalis régido az N-véghez képest kevésbé valtozékony, a
kozponti rész erdsen konzervativ szekvenciat mutat (Shukla €s mtsai, 1988, 1989).

A CP tobb funkcioval rendelkezé fehérje, mely {6 feladatan, a virusrészecske
fehérjeburkdnak kialakitdsan kiviil részt vesz a levéltetlivel torténd atvitelben, a virus
szabalyozasaban. A CP kiilonb6z6 régioi a virus ,,mikddése” soran kiilonféle feladatokat
latnak el. Az N-termindlis résznek kulcs szerepe van a levéltetvekkel torténd terjedésben
(Harrison €s Robinson, 1988; Pirone, 1991; Salomon és Bernardi, 1995). Ez a funkci6 az N-
terminalis vég legelején elhelyezkedd DAG aminosav szekvencidhoz kdthetd, de bizonyos
esetekben a motivumot hatdrolé aminosavaknak is meghataroz6 szerepiik lehet (Atreya és
mtsai, 1990, 1991, 1995; Gal-On és mtsai, 1992; Lopez-Moya ¢és mtsai, 1999). A NAG,
illetve DAL aminosav motivummal rendelkez6 PPV-SC ¢és PPV-NAT izolatumok
levéltetkekkel nem vihetdk at, de a DAG motivum helysepcifikus mutagenezissel vald
helyreallitasaval az izolatumok levéltetvekkel atvihetokké valtak (Deborré és mtsai, 1995;
Maiss ¢és mtsai, 1995). Az atvitel sordan a CP a DAG aminosav motivumon keresztiil
kapcsolatba 1ép a HC-Pro PTK motivumaval, mely fehérje a KITC aminosav motivumon
keresztiil a levéltetii szajszervéhez kapcsolddik (,,bridge hypothesis™) (Pirone és Blanc, 1996;
Blanc ¢s mtsai, 1997; Peng és mtsai, 1998). A potyvirusok mozgasanak mechanizmusa még

nem kelld mértékben tisztazott. A dohdny karcolatos virus (7Tobacco etch virus, TEV)
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crer

szisztemikus terjedését, melybdl arra kovetkeztettek, hogy az N-terminalis vég
nélkiilozhetetlen a hosszutdvi mozgashoz (Dolja és mtsai, 1994). Egy masik potyvirus, a
cukkini sarga mozaik virus (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) CP N-terminalis régidja
azonban részben vagy egészben eltavolithatd, vagy nem virus eredetli szekvencidval
helyettesithetd a szisztemikus fertdzés kialakulasanak gatlasa nélkiil (Arazi és mtsai, 2001).
Loépez-Moya és Pirone (1998) a dohany érfoltossag virus (Tobacco vein mottling virus,
TVMYV) és a TEV esetében megfigyelték, hogy a CP N-terminalis részén elhelyezked6 DAG
motivum elsd aminosavanak megvaltoztatasa a szisztemikus fertdzés hianyat eredményezi,
melyért feltételezésiik szerint a DAG motivum nettd toltésének megvaltozdsa a felelOs.
Késébb Kimalov és mtsai (2004) kimutattdk, hogy a ZYMV hatékony szisztemikus
terjedésében az N-termindlis vég nettd toltésének, és nem az eredeti aminosav szekvencidnak
van meghatarozé szerepe.

A konzervativ kdzponti régid valdsziniileg kdlcsonhatasba 1ép a virus RNS-sel (Shukla
¢s mtsai, 1988), nélkiilozhetetlen a virion Gsszeépiilésé¢hez (Jagadish és mtsai, 1991, 1993;
Dolja ¢és mtsai, 1995; Varrelmann és Maiss, 2000) €s a rovid tavi mozgéashoz (Dolja és mtsai,
1995; Rojas és mtsai, 1997). Képes a plazmodezmak méretbeli ateresztoképességét (size
exclusion limit) megndvelni, lehetévé téve a nukleoprotein komplex sejtrél-sejtre torténd
terjedését (Rojas ¢és mtsai, 1997). Ezenfeliil, szerepe van a genom felszaporitasanak
szabalyozasaban is (Mahajan és mtsai, 1996).

A TEV CP C-termindlis doménje szerepet jatszik a hosszitavii mozgasban (Dolja és
mtsai, 1995). Kang ¢és mtsai (2006) a szoja mozaik virus (Soybean mosaic virus, SMV)
esettben a CP-CP kolcsonhatdst vizsgalva ¢€leszté két-hibrid rendszerben, arra a
megallapitdsra jutottak, hogy a C-termindlis régidé felelés a CP alegységek kozti
kolcsonhatasért, kozvetve pedig feltehetden a virion Osszeépiiléséért. Nemrég kimutattak,
hogy a burgonya A virus (Potato virus A, PVA) CP ATP-az aktivitassal rendelkezik, melynek
megnyilvanulasaban a C-termindlis vég feltehetéen koézponti szerepet jatszik (Rakitina és

mtsai, 2005).

3.6. A PPV-izolatumok tipusai

A PPV igen nagyfoku valtozékonysagat jelzi, hogy az elmult harom évtized soran a
PPV-izolatumok szdmos tipusat, illetve csoportjat kiilonitették el bioldgiai, szerologiai,
molekularis, ill. jarvanytani tulajdonsadgok alapjan. A legljabb szerologiai és molekularis
kutatasok eredményei azt mutatjdk, hogy a PPV-izolditumoknak jelenleg legalabb ot

kiilonalld, monofiletikus természetii, és legalabb egy, rekombinans izoldtumokat magaban
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foglal6 csoportja, illetve tipusa kiillonboztethetd meg a vilagon, melyek koziil a PPV-M, PPV-
D és a PPV-Rec csoportok tagjai a legelterjedtebbek.

3.6.1. A PPV-izolatumok sokszintlisége

A PPV-izolatumok kiilonboz6 tipusainak 1étezésére az id6 folyaman fokozatosan dertilt
fény. Az izolatumok soksziniiségének vizsgalata kezdetben elsdsorban egyes biologiai
tulajdonsagok figyelembevételével, pl. a kiilonbozd lagy szdrt vagy fas szaru kisérleti
gazdandvényeken okozott tiinetek, vagy a kiillonb6zd levéltetiifajokkal valo atvitel
hatékonysaga alapjan tortént. Ezeken feliil egyéb jellemzoket, pl. az izolatumok fizikai
sajatossagait (hoinaktivaciéos pont) vagy a kiilonbozé gazdandvényekben mérhetd
viruskoncentraciot is vizsgaltdk (Candresse és Cambra, 2006). Tiinettani sajatossagokon
alapulva, a Chenopodium foetidum Schrad. tesztndvényen eldidézett lokalis 1éziok milyensége
alapjan, a PPV-izolatumok harom csoportjat kiilonboztették meg, melyeket ,,sarga” (yellow,
Y), ,.koztes” (intermediate, Y/N) és ,,nekrotikus” (necrotic, N) torzseknek neveztek el (Suti¢
¢s mtsai, 1971). Jollehet a mddszert az 1970-es években eldszeretettel alkalmaztik, néhany
esetben arrdl szamoltak be, hogy a harom fenotipus elkiilonitése nem mindig volt konnyti
feladat (Kerlan és Dunez, 1979). Késobb kimutattdk, hogy a megjelend fenotipust a
kornyezeti feltételek 1s befolyasoljak (Pocsai, 1976), ami a kapott eredmények
reprodukalhatosagaval kapcsolatos nehézségeket jelezte. A kezdeti eredmények bizonyitékul
szolgéltak ugyan a PPV-izoldtumok kozotti valtozékonysdg meglétére, de az alkalmazott
modszerek és a vizsgalt tulajdonsdgok nem voltak alkalmasak a PPV-izolatumok stabil
csoportjainak kialakitasara, illetve az izolatumok kozotti rokonsagi kapcsolatok feltarasara.

A PPV-izolatumok kozotti szerologiai  kiillonbségek kimutatasara tett kezdeti
probalkozasok sem sok sikerrel jartak. Az eldrelépést Kerlan és Dunez (1979) vizsgalatai
jelentették, akik szeroldgiai tulajdonsdgok alapjan, kettés agargél-diffuzios tesztek
segitségével, poliklonalis antitestek ¢s tisztitott, formaldehiddel kezelt virusszuszpenzid
felhasznalasaval a PPV-izolatumok két jellemzd szeroldgiai csoportjat, a Dideron (D) ¢és a
Marcus (M) fécsoportokat kiilonitették el, melyek gazdasagi szempontbol a legjelentdsebbek.
A technikai nehézségek (elsdsorban a megfeleld mindségli tisztitott virusszuszpenzid
eldallitasa) azonban korlatoztdk a moddszer széleskorli hasznalatit a PPV-izolatumok
tipusainak elkiilonitésére. Kerlan és Dunez (1979) szeroldgiai tulajdonsagok alapjan tett
megallapitasat, a két fo tipus meglétét, RNS-probat alkalmaz6 molekularis hibridizacidval is
megerdsitették (Varveri és mtsai, 1989). A CP feltételezett harmadlagos szerkezetén alapulo
csoportositas is megegyezett a D és M szeroldgiai csoportokkal (Palkovics €s mtsai, 1993;

Maiss és mtsai, 1995), mely alapjan a hazai PPV-SK68 izolatum az M csoportba tartozott. A
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PPV-izoldtumokat a CP alegységek SDS-poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS-PAGE) soran
valo vandorldsanak gyorsasadga alapjan két csoportba soroltdk, mely csoportositas ugyancsak
azonos volt a Kerlan és Dunez (1979) 4ltal felallitott két f6 szerologiai csoporttal. A D
tipushoz tartoz6 izolatumok CP alegységei gyorsabban (becsiilt molekulatomeg 36 kD), az M
tipusba sorolhato izolatumoké lassabban (becsiilt molekulatomeg 38 kD) vandoroltak, és igy a
modszer alkalmas volt a két f6 izolatum tipus elkiilonitésére (Bousalem ¢és mtsai, 1994a,
1994b).

Az 1980-as évek végétdl, illetve az 1990-es évek elejétdl az elébb felsorolt
modszerekkel parhuzamosan, a PPV-izoladtumok kozotti kiilonbségek kimutatdsara
alkalmasabb szerologiai és molekularis eljarasokat fejlesztettek ki, melyek alkalmazasaval
nyilvanvalova valt, hogy a PPV-izolatumok két {6 csoportba sorolhatok. Molekularis oldalrol
nézve a virusgenomrdl késziilt ¢cDNS klonozasa és bazissorrendjének meghatarozasa
(szekvenaléds) (Lain és mtsai, 1989; Maiss és mtsai, 1989; Teycheney és mtsai, 1989), RT-
PCR analizist kdvetd nukleinsav hasitasos eljaras (restriction fragment length polymorphism,
RFLP) (Wetzel ¢és mtsai, 1991b) vagy szekvendlas (Candresse és mtsai, 1994) a molekuldris
szinti valtozékonysdg egyszerlibb vizsgalatit tette lehetdvé. A PPV szeroldgiai
sokszintiségének jobb megismeréséhez az ELISA-technika (Clark és Adams, 1977)
kiilonboz6 valtozataindl megbizhatobb Western blot modszer hasznalata, valamint a virus- és
csoport-specifikus monoklonalis antitestek (monoclonal antibody, MAb) eldallitasa vezetett
(Navratil és mtsai, 1992; Cambra ¢és mtsai, 1994; Lopez-Moya és mtsai, 1994; Pasquini ¢és
Barba, 1994; Asensio és mtsai, 1995; Pasquini és mtsai, 1995; Boscia és mtsai, 1997; Myrta
és mtsai, 1998b, 2000, 2001; Cambra ¢és mtsai, 2006a).

A harom, kezdetben ismert CP génnek megfeleld ¢cDNS-szekvencia (PPV-NAT, Maiss
¢s mtsai, 1989; PPV-Rankovic, Lain és mtsai, 1989; PPV-D, Teycheney és mtsai, 1989)
alapjdn azonban csak csekély (atlagban 2% alatti eltérés) mértékii molekuléris szintl
valtozé¢konysagot tudtak kimutatni az izolatumok kozott. Ez az eredmény jelenlegi
ismereteink szerint nem meglepd, hiszen ezekrdl az izolatumokrol kideriilt, hogy mind PPV-
D tipusuak. Az egyiptomi PPV-El Amar izoldtum (Wetzel és mtsai, 1991a), valamint a
valamikori Jugoszlavia teriiletérdl szdrmazo izolatumok (PPV-PS, PPV-066, Cervera és mtsai,
1993), majd kés6bb egy moldaviai, meggyrdl gyijtott izolatum (PPV-SoC, Nemchinov és
mtsai, 1995, 1996) 3° genomi régidinak megfeleld6 cDNS-szakaszok bdazissorrendjének
elemzése sordn kidertiilt, hogy a PPV-izolatumok genetikai variabilitasa joval nagyobb, mint
ahogy azt az els¢ eredmények mutattak.

Ezzel parhuzamosan a PCR kifejlesztésével (Mullis és Faloona, 1987), majd az eredeti

modszer tovabbfejlesztésével [forditott atirast kovetdé PCR (reverz transzkripcidos-PCR, RT-
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PCR), »ellenanyagcsapdas”-RT-PCR (immunocapture RT-PCR, IC-RT-PCR),
,lenyomatcsapdas”-PCR (print-capture-PCR, PC-PCR), heminested-PCR (H-PCR), PCR-
ELISA, nested-PCR, co-operational PCR (Co-PCR), real-time RT-PCR (valés idejii RT-
PCR)], valamint a revez-transzkripciot kovetd hurok-irdnyitott izotermikus felszaporitdson
alapulo eljaras alkalmazasaval (reverse transcription loop-mediated isothermal amplificaton)
lehetoveé valt a PPV-fertézés kimutatdsa és az izolatumok nukleinsav szintli vizsgalata, gyors
¢s hatékony modon (Wetzel és mtsai, 1991b, 1992; Candresse és mtsai, 1994, 1995; Olmos ¢és
mtsai, 1996, 1997, 1999, 2002, 2004; Varga és James, 2006). A CP gén 3’ végének megfeleld
cDNS-szakasz RT-PCR analizist kdvetd Rsal restrikcids enzim hasitdsos vizsgalataval is
megerdsitették a Kerlan és Dunez (1979) altal meghatarozott D (,,occidental”) és M
(,,oriental”) f6 tipusok meglétét (Wetzel és mtsai, 1991b). Az RT-PCR sordn felszaporitott
cDNS-szakaszt D-tipust izolatumok esetében az Rsal enzim egy helyen hasitotta, mig az M
mtsai, 1994a, 1994b; Candresse és mtsai, 1995).

Bousalem ¢és mtsai (1994a, 1994b) a PPV-izolatumok tipusainak elkiilonitésére hasznalt
szerologiai (a CP alegységek gél-elektroforetikus mobilitdsa, a CP N- és C-terminalis
régidinak szeroldgiai tulajdonsaga) és molekularis eljarasokat (a CP gén 3’ végének megfeleld
cDNS-szakasz Rsal polimorfizmusa) parhuzamosan alkalmazva teljes azonossagot tartak fel a
kiilonbozé modszerekkel kialakitott csoportok kozott. Vizsgalataikkal igazoltak a két alapvetd
tipus meglétét. Ezt kovetden a CP gén 3 végének megfeleld PCR-termék Rsal
polimorfizmusanak vizsgalata, illetve a felszaporitott cDNS-szakasz szekvencia analizise a
két f6 PPV csoport megkiilonboztetésének alapvetden elfogadott nukleinsav-alapt
modszerévé valt, ami a jelenleg is elfogadott PPV-D és PPV-M tipusok, illetve csoportok
leirasdhoz vezetett.

Az elébb emlitett molekuldris modszereket alkalmazva a két f6 tipus mellett két kisebb
PPV csoportot, a PPV-El Amar (PPV-EA, Wetzel és mtsai, 1991a) és a PPV-Cherry (PPV-C,
Nemchinov és mtsai, 1996) csoportokat is elkiilonitették.

Az elmult 15 év soran a PPV-D, PPV-M, PPV-EA és PPV-C csoporthoz sorolhato
izolatumok CP-jét specifikusan felismerd monoklonalis antitesteket allitottak eld, mellyekkel
lehetévé valt a négy tipus szeroldgiai tulajdonsdgok alapjan torténd azonositasa (4DGS és
4DGI11 PPV-D specifikus MAb, AL PPV-M specifikus MAb, EA24 PPV-EA specifikus
MADb, AC és TUV PPV-C specifikus MAb, Cambra és mtsai, 1994; Boscia ¢s mtsai, 1997;
Myrta és mtsai, 1998b, 2000). Ezenfeliil az egyre boviild szekvencia adatok felhasznalasaval a
CP génnek megfeleld6 cDNS-szakasz valtozékony régidira olyan PCR-primereket terveztek,

melyek lehetévé tették a kiilonbozé csoportokba tartozé PPV-izolatumok specifikus
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felszaporitasat (Candresse és mtsai, 1994, 1995, 1998; Nemchinov és Hadidi, 1998; Szemes
¢s mtsai, 2001). Ezek a primerek képesek az ismert szekvencidju szakaszon a
legvaltozékonyabb régidohoz hozzakapcsolddni. A csoport-specifikus monoklonalis antitestek,
valamint a csoport-specifikus PCR-primerek megjelenésével kezdetben a két {6 csoport,
késébb mar az addig ismert négy PPV csoport (PPV-D, PPV-M, PPV-EA ¢és PPV-C)
specifikus azonositasa, és a PPV csoportok rokonsagi viszonyainak feltarasa is lehetové valt.

Kiilonb6z6 PPV-izoldtumokat csoport-specifikus monoklondlis antitestekkel, csoport-
specifikus primerekkel és RFLP-eljarassal parhuzamosan vizsgalva a szerologiai és
molekularis eredmények kivald Gsszhangban voltak. Az eltérd technikdk hasonldan tudtdk
azonositani a PPV-D, PPV-M {6, valamint a PPV-EA és PPV-C tipusokat, néhany izolatum
esetében azonban ellentmondast tapasztaltak a kiilonboz6 fehérje- és nukleinsav-alapu
modszerek eredményei kozott (Candresse és mtsai, 1998).

Késébb monoklondlis antitestekkel végzett szerologiai tesztek eredményeinek
szamitogépes elemzése soran, a PPV-M csoporton beliil két alcsoport, a PPV-M1 és a PPV-
M2 létezésére is fény deriilt (Myrta és mtsai, 2001), melyet a CP szadrmaztatott aminosav
szekvenciajan alapuld filogenetikai vizsgalattal is megerdsitettek (Salamon és Palkovics,
2002). A Myrta és mtsai (2001) altal elkiilonitett két alcsoport az izolatumok foldrajzi
szarmazasaval Osszefiiggést mutatott, mely szerint az M2 alcsoportba féleg a Kozép- és Kelet-
Europabol (Magyarorszag, Szlovakia, Németorszag), mig az M1 csoportba elsOsorban a
mediterraneumbol (Gordgorszag, Olaszorszag, Torokorszag, Albania, Ciprus, Franciaorszag,
volt Jugoszlavia) szarmaz6 izolatumok tartoztak.

A PPV-izolatumok tipusainak elkiilonitésére alkalmas szerologiai és molekularis
eszk6zok (modszerek és anyagok) folyamatos fejlodése kovetkeztében addig ismeretlen PPV
tipusok azonositasara, és egy uj kisebb csoport, a PPV-Winona (PPV-W; James és mtsai,
2003; James és Varga, 2005), valamint a rekombindnsok széleskortlien elterjedt csoportjanak
(PPV-Rec) az elkiilonitésére is sor keriilt (Glasa és mtsai, 2004).

A rekombindns PPV-izoldtumok Iétezését hosszii i1doén keresztiil figyelmen kiviil
hagytak, mivel az izolatumok kiilonb6zd tipusainak elkiilonitésére kiilonféle, kizardlagosan a
CP vagy a CP gén vizsgalatan alapuld moédszereket hasznéltak. A PPV-Rec izolatumok
azonositasat és széleskort elterjedésének felismerését a CP-alapt technikékat kiegészitd, az
NIb gén 3’ végén taldlhatd rekombinécids ponttdl 5° (upstream) iranyban elhelyezkedd
genomi régiokat célz6 modszerek alkalmazasa tette lehetdvé. Glasa és mtsai (2002b) a P3 gén
3’ végének, a teljes 6K; génnek és a CI gén 5’ végének (3°’P3—6K,—5CI) megfelelé6 cDNS-
szakaszok molekuldris vizsgalata soran kapott eredményeken alapulva egy egyszerii RT-

PCR/RFLP modszert dolgoztak ki. A 3’P3—6K,—5’CI genomi régi6 RT-PCR soran torténd
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felszaporitasat kovetden a PCR-termék Ddel, EcoRl, illetve Asnl enzimekkel végzett
hasitasaval lehetévé valt a PPV-D és PPV-M izolatumok CP-tdl, illetve CP géntdl fiiggetlen
elkiilonitése. Ezzel egyidejiileg egy, a CI gén egy szakaszanak megfelelé6 cDNS PPV-D, ill.
PPV-M csoport-specifikus primerekkel torténd felszaporitdsan alapulé modszert is
kidolgoztak, mely alkalmas volt a PPV-D ¢és a PPV-M izolatumok kevert fertézésének
kimutatasara is (Glasa és mtsai, 2002a). A rekombinans izolatumok CP-jiiket, illetve CP
tipusu szekvencidval rendelkeznek, igy a rekombinans jelleg kimutatasa a CP, illetve a CP
gén, valamint az NIb génben 1év0 rekombindcios ponttdl 5° irdnyban elhelyezkedd egyéb
régiok (3’P3-6K,—5°CI, CI) egyiittes vizsgalataval volt lehetséges. Nemrég Subr és mtsai
(2004) az NIb génben 1évd rekombinacids pont hatarolé régidira PPV-D és PPV-M csoport-
specifikus primereket terveztek, melyek hasznalatdval a PPV-Rec izolatumok azonositasa
egyetlen genomi régié RT-PCR vizsgalataval is lehet6vé valt. Ez a modszer egyben a PPV-D
¢s PPV-M izolatumok kevert fertézésének kimutatasara is alkalmas.

Jelenleg a PPV-D és PPV-M izolatumok azonositdsdra mar a PPV kimutatdsara
alkalmas legérzékenyebb technika, a valos idejii RT-PCR analizis is hasznalhaté (Olmos ¢és
mtsai, 2004; Varga és James, 2005; Capote és mtsai, 2006). A Varga és James (2005) altal
kidolgozott valds ideji multiplex RT-PCR technika segitségével a PPV-D és PPV-M
izolatumok a PCR-termékek eltérd olvadasi hdmérséklete alapjan azonosithatok.

Nemrég Dallot és mtsai (2008) kiilonb6z6 eurdpai orszdgokbol szarmaz6 tipikus PPV-
M izolatumok CP génnek és 3’P3—6K;,—5°CI régionak megfelelé cDNS-szekvencidinak
filogenetikai analizise soran a tipikus PPV-M izolatumok csoportjat két alcsoportra (,,A” és
,»B”") osztottdk, melyek az izolatumok foldrajzi eredetével Osszefliggést mutattak. A Dél-
Eurdpabol (Gorogorszag, Olaszorszag, Ciprus, Franciaorszadg) szarmazo izolatumok a PPV-
SK68 izoldtummal egyiitt az ,,A” alcsoportba, mig a Bulgaridbodl, Szerbiabol (koztiik a PPV-

PS), Csehorszagbol és Szlovakiabdl szarmazoé izolatumok a ,,B” alcsoportba tartoztak.

3.6.2. PPV-Dideron (PPV-D) csoport

A csoport névadd tagjat (PPV-Dideron izolatum) Franciaorszag délkeleti részén,
kajszifarol izolaltdk. Nyugat-Eurdpaban és a mediterraneum kiilonbozo teriiletein és egyes
kozép-eurdpai orszagokban (pl. Csehorszag) ez a leggyakoribb tipus (Myrta és mtsai, 1998a;
Gadiou és mtsai, 2008). Jelenleg mar Eurdpén kiviil Dél- és Eszak-Amerikéban, Afrikdban és
Azsiaban is megtalalhat6, ahol szinte egyeduralkod (1. tiblazat).

A PPV-D izolatumok elsOsorban a kajszi- és a szilvafakat fert6zik, és természetes

koriilmények kozott csak ritkan fordulnak eld dszibarackon (Myrta €s Boscia, 2001). Dallot és
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mtsai (1998) Franciaorszagban a PPV-D izolatumokat tulnyomorészt kajszi iiltetvényekben
izolaltdk, mig az Oszibarack iiltetvényekben a PPV-M izoldtumok voltak gyakoriak.
Vizsgalataik sordn azonban olyan PPV-D izoldtumokat is kimutattak, melyek hatékonyan
képesek 6szibarackot fertzni.

A PPV-D izolatumok altaldnossdgban mas tipusu izoldtumokhoz képest lassabban
terjednek az iiltetvényben. Ennek oka feltehetden az, hogy tobbségében levéltetvekkel
kevésbé hatékonyan vihetdk at. Igy a PPV-D izolatumoknak epidemioldgiailag altalaban
nincs akkora jelentdsége, jarvanyok kialakuldsara kevésbé kell szamitani (Myrta és Boscia,
2001). Spanyolorszagban azonban a PPV-D izolatumok levéltetvekkel vald igen hatékony
terjedését figyelték meg kiilonféle japanszilva-, hazi szilva és kajszifajtadk kozott, mig
Oszibarackra val6 atvitelt nem tapasztaltak, még akkor sem, ha az dszibarackfidk a fert6ézott
szilva- és kajszifak kozvetlen szomszédsagaban helyezkedtek el (Cambra és mtsai, 2006b).

A PPV-D izolatumok CP alegységei SDS-PAGE soran gyorsabban vandorolnak, mint a
PPV-M izolatumoké (Bousalem ¢és mtsai, 1994a, 1994b). A CP gén 3° végének megfeleld
cDNS-szakaszon a PPV-D izolatumok tobbségében egy-egy Rsal, Alul, Dral és Sful
restrikcids felismerd hely taldlhatd (Wetzel és mtsai, 1991b; Deborré és mtsai, 1995). A 3°P3—
6K;—5’CI régionak megfeleld6 PCR-termék Asnl helyet nem, mig egy Ddel és egy EcoRI
enzim hasit6 helyet tartalmaz (Glasa és mtsai, 2002b).

A csoportba tartozd izolatumok koéziil szamos teljes nukleinsav sorrendje ismert (2.

tablazat).

3.6.3. PPV-Marcus (PPV-M) csoport

A csoport névado tagja (PPV-Marcus izolatum) Eszak-Gorogorszagbol, észibarackrol
szarmazik. A PPV-M izolatumok Europa-szerte megtaldlhatok, de leggyakrabban Kozép-,
Kelet- és Délkelet-Eurépaban fordulnak eld. Afrikaban, valamint Eszak- és Dél-Amerikaban
eddig nem mutattak ki jelenlétiiket (1. tablazat).

A PPV-M izolatumok elsésorban az Oszibarack {iltetvényekben okoznak sulyos karokat
(Dallot és mtsai, 1998), de ritkan szilvan és kajszin is eléfordulnak (Myrta és Boscia, 2001;
Glasa és mtsai, 2004). Jarvanytani szempontbol a PPV-M izolatumok a legjelentdsebbek,
mivel levéltetvekkel altalaban gyorsan terjednek, igy rendkiviil nehéz elleniik védekezni
(Myrta és Boscia, 2001).

A PPV-M izolatumok CP alegységei SDS-PAGE sordn lassabban vandorolnak, mint a
PPV-D izolatumoké (Bousalem és mtsai, 1994a, 1994b). A CP gén 3’ végének megfeleld
cDNS-szakaszon egy Alul hasit6é hely talalhato, mig az Rsal, a Dral és az Sful enzimeknek
nincs felismerd helye (Wetzel és mtsai, 1991b; Deborré és mtsai, 1995). A 3°’P3—-6K;-5°CI
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régionak megfelel6 PCR-termék Ddel €s EcoRI enzim hasit6 helyeket altalaban nem, mig egy
Asnl helyet tartalmaz (Glasa ¢s mtsai, 2002b). A csoportba tartoz6 izolatumok koziil kettd

teljes nukleotid szekvenciaja ismert cDNS formaban (2. tablazat).

3.6.4. PPV-El Amar (PPV-EA) csoport

A csoport névadé tagja (PPV-El Amar izolatum) Egyiptombol, kajszirdl szarmazik. A
PPV-El Amar izoldtumot szekvencia hasonldsdg alapjan kiilonitették el. A PPV-El Amar
izolatum és mas PPV csoportok képviseldi kozott a legnagyobb kiilonbség a CP N-terminalis
részének megfeleld szdrmaztatott aminosav szekvencidban mutatkozott (Wetzel és mitsai,
1991a). Késébb Candresse €s mtsai (1994) is megerdsitették, hogy ez az izoldtum valdban egy
6nallo csoportot képvisel. A PPV-EA csoporthoz napjainkban is csak néhany Egyiptombol
szarmazo izolatum tartozik (Myrta és mtsai, 1998a, 2001, 2006; Shalaby és mtsai, 2003;
Glasa és mtsai, 2006), mas orszdgokban nem mutattak ki jelenlétiiket (1. tablazat). A csoport
tagjai kajszin kiviil a szilvat és az dszibarackot is fertézik a természetben (Shalaby és mtsai,
2003). A PPV-El Amar izolatum levéltetvekkel valo atvihetdségét kisérleti uton bizonyitottak
(Wetzel és mtsai, 1991a).

A PPV-El Amar izoldtum egyes CP, illetve CP gén jellemz6i hasonloak a PPV-M
izolatumokéhoz, de azoktol szeroldgiai vizsgalattal -elkiilonithetd, mivel specifikus
epitopokkal rendelkezik (Myrta és mtsai, 1998b).

A PPV-El Amar izolatum CP alegységei SDS-PAGE soran lassabban vandorolnak, mint
a PPV-D izolatumoké (Bousalem és mtsai, 1994a, 1994b). A CP gén 3’ végének megfeleld
cDNS-szakaszon az Alul és az Sful restrikcios endonukledzoknak van, mig az Rsal, és a Dral
enzimeknek nincs felismerd helye (Deborré €s mtsai, 1995).

Ujabban mar mind az eredeti (Glasa és mtsai, 2006), mind pedig egy, ugyancsak a PPV-
EA csoporthoz tartozo, és az eredetib6l szarmazo6 izolatum (Myrta és mtsai, 2006) teljes
nukleotid szekvencigja ismert (2. tablazat). A két izolatum teljes nukleotid sorrendje 3,8%-
ban tér el egymadstdl, ami azt jelzi, hogy a PPV-EA izolatumokra més PPV csoportok

izolatumaihoz képest nagyobb foku variabilitas a jellemzd (Glasa és mtsai, 2006).

3.6.5. PPV-Cherry (PPV-C) csoport

A PPV-C csoportba olyan PPV-izolatumok tartoznak, melyek természetes koriilmények
kozott szisztemikusan képesek fertdzni meggyet (PPV-SoC izolatum), illetve cseresznyét
(PPV-SwC izolatum). A csonthéjasok koziil ezeket a fajokat a PPV-vel szemben kezdetben
ellenallénak gondoltak (Németh, 1986), a csoport természetes csonthéjas gazdandvénykore

viszont épp a meggyre ¢€s a cseresznyére korlatozodik.
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A csoport els6 tagjat (PPV-SoC izolatum) Moldavidban, meggyrdl izolaltak, és a PPV
fert6zését bioldgiai és szeroldgiai vizsgalatokkal megerdsitették (Kalashyan és mtsai, 1994).
Késoébb az izolatumot molekuldris moddszerekkel is jellemezték. A CP gén 3’ végének
megfeleld DNS masolat Rsal enzimmel végzett RFLP analizise azt valdszinisitette, hogy ez
az izolatum a PPV-M csoport egy kivételes képviseloje (Nemchinov és mtsai, 1995). A
genom 3’ végének [az NIb gén 3’ végének, a teljes CP génnek és a 3°’UTR-nek (3’NIb—CP-—
3’UTR)] megfelel6 cDNS-szakasz szekvenalasat kovetd szekvencia hasonldsdgon alapuld
vizsgélatok azonban egyértelmiien azt mutattak, hogy ezt az izoldtumot egy kiilonallo, 0j
csoport elso tagjanak kell tekinteni (Nemchinov és Hadidi, 1996; Nemchinov és mtsai, 1996).

Késobb  dél-olaszorszagi, Ferrovia fajtaji  cseresznyefadk természetes PPV
fertdzottségérdl szamoltak be (Crescenzi és mtsai, 1995). A cseresznyérdl szarmazo izolatum
a PPV-SoC izolatummal mutatta a legk6zelebbi rokonsagot (Crescenzi €s mtsai, 1997).

Jelenleg mindkét izolatum teljes nukleotid szekvencidja ismert, mely alapjan egy
kiilonleges, 6nalldo PPV csoportot képviselnek (Fanigliulo és mtsai, 2003) (2. tablazat).

Meggy ¢és cseresznyefak természetes PPV fertdzottségérdl mar szamos eurdpai
orszagbdl beszamoltak (Kalashyan és mtsai, 1994; Topchiiska, 1994; Crescenzi és mtsai,
1995; Nemchinov és mtsai, 1998; Kolber és mtsai, 1998b; Navratil és mtsai, 2004; Tolay
Arikan ¢s mtsai, 2004; Mikec és mtsai, 2006; Zagrai ¢és mtsai, 2008). PPV-C izolatumok
eléfordulasat a moldaviai és az olaszorszagi észleléseken feliil hazankbol is kozoltek (PPV-
Van; Nemchinov és mtsai, 1998).

A PPV-SoC, illetve a PPV-SwC, valamint mas PPV-izolatumok kozott molekularis
szinten a legnagyobb kiilonbségek a CP N-terminalis részének megfeleld szarmaztatott
aminosav szekvencidban mutatkoztak (Nemchinov és mtsai, 1996, Fanigliulo és mtsai, 2003).
A nagyfoku szekvenciabeli eltérés, valamint a nem szokvanyos természetes gazdandvénykor
alapjan arra kovetkeztettek, hogy a PPV-SoC izolatum egy eddig ismeretlen, a PPV-vel
feltehetéen rokon virus és egy PPV-izolatum kozotti nem-homolog rekombinacios esemény
terméke (Nemchinov és mtsai, 1996).

A meggyet ¢és cseresznyét fertdz6 moldaviai és olasz izoldtumokat kisérleti
koriilmények kozott levéltetvekkel, mechanikai inokulalassal, és oltassal atvitték szamos lagy
szaru tesztnovényre, valamint kiilonb6z0 Prunus-fajokra (koztiik szilvara és Oszibarackra)
(Kalashyan és mtsai, 1994; Nemchinov ¢és Hadidi, 1996; Nemchinov ¢és mtsai, 1996;
Crescenzi és mtsai, 1997; Desvignes ¢és mtsai, 1998; Boeglin és mtsai, 2004), ami azt
valoszintisitette, hogy mas csonthéjas fajok szamara is potencidlis fertézési forrasul

szolgalhatnak.

35



A PPV-C izolatumok CP alegységeinek -elektroforetikus mobilitdisa a PPV-D
1zolatumokéhoz hasonld (Nemchinov €s mtsai, 1996; Crescenzi €s mtsai, 1997), és specifikus
epitopokkal rendelkeznek (Myrta és mtsai, 2000). A CP gén 3’ végének megfeleld cDNS-
szakaszon Alul és Rsal felismerd helyek nem taldlhatok (Nemchinov és mtsai, 1995;
Crescenzi ¢s mtsai, 1997).

A természetben meggyrdl és cseresznyérdl a PPV-C izolatumoktol eltérd tipust PPV-
izolatumokat is azonositottak. A PPV-SC, szisztemikus PPV tiineteket mutaté meggyfarol
szarmazo, levéltetiivel at nem vihetd, moldaviai izoldtum a CP génnek megfeleld cDNS-
szakasz szekvencia analizise alapjan a PPV-D tipust izolatumokhoz sorolhat6 (Maiss ¢és
mtsai, 1995). Csoport-specifikus RT-PCR vizsgélat ¢és az NIb gén 3’ végétol a CP gén 5’
végéig terjedd genomi régionak (3’NIb—5’CP) megfeleld cDNS szekvencia analizise alapjan
Csehorszagban cseresznyérdl nemrég egy PPV-Rec izolatumot mutattak ki (Navratil és mtsai,

2008).

3.6.6. PPV-Winona (PPV-W) csoport

A csoport eddig ismert egyetlen tagja egy kanadai izolatum (PPV-W3174), mely
gylimolcsén tiinetmentes, és levelein is csak enyhe tiineteket mutatd szilvafardl szdrmazik
(James ¢és mtsai, 2003). A CP gén 3’ végének RT-PCR analizisét kovetd Rsal és Alul
enzimekkel végzett RFLP vizsgalat alapjan arra lehetett kovetkeztetni, hogy ez az izolatum a
PPV-C csoport képviseldje, mivel egyik hasito hely sem volt jelen a PCR-terméken. A PPV-C
izolatumok azonositasara alkalmas csoport-specifikus primerekkel, valamint csoport-
specifikus monoklonalis antitestekkel végzett vizsgalatok azonban negativ eredményt adtak
(James ¢és mtsai, 2003). James és Varga (2005) az izolatum teljes nukleotid sorrendjét is
meghataroztak (2. tablazat). A teljes szekvencia, vagy csupan az NIb, a CP vagy 3’UTR
régionak megfeleld cDNS-szakaszok nukleotid, illetve abbdl szarmaz6é aminosav
sorrendjének bevonasaval végzett filogenetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy a PPV-W3174
a PPV-izolatumok egy 1j, sajatos csoportjat képviseli, mely a legkdzelebbi rokonsagot a PPV-
C izolatumokkal mutatja. Myrta és mtsai (2006) a genom P1 gén 3’ végétdl a HC-Pro gén 5’
Ennek a régionak megfeleld cDNS nukleotid szekvencidjat vizsgalva a PPV-W3174 izolatum
a PPV-M csoporthoz tartozik. Igy a szerzék feltételezik, hogy a PPV-W3174 izolatum
genomjanak kialakuldsdban egy PPV-M izolatum (vagy annak Ose) részvételével lezajld
rekombindcids esemény kozrejatszhatott.

A PPV-W3174 izolatum CP alegységeinek elektroforetikus mobilitasa a PPV-D

izolatumokéhoz hasonld. A CP gén 3’ végének megfeleld6 cDNS-szakaszon az Alul és Rsal
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enzimek felismerd helye nincs jelen. A 3’P3—-6K,—5°CI régionak megfelel6 PCR-termék Asnl
hasité helyet nem, mig egy EcoRI és tobb (legalabb harom) Ddel helyet tartalmaz (James és
mtsai, 2003).

3.6.7. PPV-Recombinant (PPV-Rec, PPV-R) csoport
3.6.7.1. RNS rekombinacio

A novényi RNS virusok nagyfoku genetikai variabilitassal rendelkeznek (Garcia-Arenal
¢s mtsai, 2001, 2003). A valtozékonysag fontos forrdsai a mutacid €s a rekombinacid. A
okozott hibak kijavitasaban, és valdsziniileg az adaptacioban is (Lai, 1992, 1995; Simon ¢és
Bujarski, 1994; Nagy és Simon, 1997; Worobey és Holmes, 1999). Az RNS rekombinécio
szintén szerepet jatszik a defektiv interferald (DI) RNS-ek keletkezésében, melyek képzddése
szamos allati és novényi virusnemzetségben jellemzé (Furuya és mtsai, 1993; White és
Morris, 1994).

Amig az interspecifikus rekombindcio a kiilonb6z6é funkciondlis egységek nem rokon
(Moonan és mtsai, 2000; Desbiez és Lecoq, 2004), addig az intraspecifikus rekombindcio
kozvetleniil hozzajarul a fajon beliili genetikai valtozékonysaghoz (Bousalem ¢s mtsai, 2000;
Tomimura és mtsai, 2003).

Az RNS rekombinacid soran két eltér6 RNS molekula asszocialodasa torténik, melynek
kovetkeztében 1) genetikai kombindciok johetnek 1étre (Mohay, 1986). Az RNS
rekombinaciénak harom tipusat kiilonboztetjiik meg. Homoldgnak azt a rekombinaciot
nevezziik, mely két, szekvenciajaban erdsen homolog, hasonld vagy kozeli rokon RNS
molekula kézott megy végbe igy, hogy a 1étrejott rekombindns molekula megdrzi a sziil6i
molekuldk szekvencidjat és szerkezeti felépitését. Az aberrans-homoldég rekombindcid
ugyancsak két szekvenciajaban hasonlé RNS molekula kdzott megy végbe, de a rekombinans
RNS szerkezetében eltér a sziildi molekulaktol, deléciot vagy duplikaciét hordoz. A nem-
homolog rekombinacié olyan RNS molekuldk kozott torténik meg, melyek szekvencidjukban
eltérnek egymastol (Lai, 1992).

Az RNS virusoknal a rekombindcio a replikaciohoz kapcsolddik, és leggyakrabban
templat cserével (,,template switching”) valdsul meg. A replikdcié soran a virus replikaza
abbahagyja az 0j szal (nascent) hosszabbitasat, és levalik a templat szalrdl (template), majd
vagy egy masik RNS széalhoz, vagy az eredeti templaton egy masik helyhez kapcsolodik — az
ujonnan ¢€piilld szal mar elkészitett részét primerként hasznalva — és ott folytatja a szal

hosszabbitasat (Simon és Bujarski, 1994; Nagy €s Simon, 1997; Aaziz és Tepfer, 1999).
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Homol6g és nem-homolog rekombindciot is feljegyeztek természetes koriilmények
kozott szdmos novényi virusnemzetségnél, koztilk a Bromovirus (Allison €s mtsai, 1989), a
Nepovirus (Le Gall és mtsai, 1995), a Tobravirus (MacFarlane, 1997; Swanson ¢és
MacFarlane, 1999), a Cucumovirus (Fraile és mtsai, 1997; Bonnet és mtsai, 2005; Kiss ¢és
mtsai, 2008), a Closterovirus (Rubio és mtsai, 2001) és a Potyvirus (Cervera és mtsai, 1993)
nemzetségeknél. A Potyvirus nemzetségen beliil eziddig néhany faj, koztiik a PPV esetében
sikeriilt természetes rekombinans izolatumot kimutatni (Cervera és mtsai, 1993; Revers és
mtsai, 1996; Bousalem és mtsai, 2000, 2003; Glais és mtsai, 2002; Glasa és mtsai, 2002a,
2004; Ohshima ¢s mtsai, 2002; Tomimura és mtsai, 2003; Desbiez és Lecoq, 2004; Krause-
Sakate ¢és mtsai, 2004; Moreno ¢és mtsai, 2004; Tan ¢€s mtsai, 2004). Revers és mtsai (1996)
eredményei szerint a rekombinansok el6fordulasanak gyakorisaga a kiilonb6z6 potyvirusfajok
kozott nagymértékben eltérd.

A virus RNS-ek kozott bekovetkezd rekombinaciot kisérleti koriilmények kozott is
bizonyitottdk (Cascone €s mtsai, 1990; Gal-On és mtsai, 1998). Rekombinacios folyamatokat
a fert6z6 virus RNS-ek, és azokhoz szekvencidjukban hasonlo, virus eredetii transzgénekrol
keletkez6 mRNS-ek kozott is megfigyeltek mar transzgenikus ndvényekben (Greene és
Allison, 1994; Varrelmann ¢és mtsai, 2000). A transzgenikus novényekben a virus
ellenallosagot legtobbszor patogéntdl szarmaztatott rezisztenciaval érik el, melynek soran
virus eredeti szekvencidkat épitenek be a novényi genomba (Baulcombe, 1996). A
transzgénrdl keletkezd6 mRNS ¢és a virus RNS kozotti rekombinacio kovetkeztében
megvaltozott bioldgiai tulajdonsdgokkal (virulenciaval, gazdandvénykorrel, illetve
vektoratviteli moddal) rendelkez6 teljesen Uj virusok vagy virustorzsek alakulhatnak ki, ami a
transzgenikus novények felhasznaldsanak okologiai kockazatat vetette fel (Schoelz és
Wintermantel, 1993; Robinson, 1996; Tepfer, 2002). A fent emlitett példdkon kiviil
rekombindaci6 virus RNS-ek és endogén ndvényi mRNS-ek kozott is 1étrejohet, ahogy azt egy
luteovirus és egy kloroplasztisz exon kozott, szekvenciavizsgalaton alapulva kimutattak
(Mayo ¢és Jolly, 1991), de ugyanakkor virusnukleinsav-szakaszok a ndvényi genomba is
integralodhatnak (Harper és mtsai, 1999).

Az RNS rekombinaci6 bekovetkeztéhez sziikséges, hogy a rekombinalodé RNS-ek egy
sejtben helyezkedjenek el. A PPV-izolatumok kiilonb6z6 tipusainak (PPV-D és PPV-M, PPV-
D ¢és PPV-Rec, PPV-M ¢és PPV-Rec) egyazon novényben vald eléfordulasat feljegyezték mar
a természetben, ami lehetdséget szolgaltathat a rekombinacio bekovetkezéséhez (Candresse és
mtsai, 1998; Myrta és mtsai, 1998a, 2001; Navratil és mtsai, 1998; Szemes és mtsai, 2001;
Kollerova és mtsai, 2006; Dallot és mtsai, 2008; Kajic ¢s mtsai, 2008; Kamenova, 2008).

Kiilonb6z6é virusokon végzett sejtlokalizacidos vizsgdlatok azonban azt mutatjdk, hogy az
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eltérd virusfajok, vagy virus tipusok elsésorban egymastol elkiiloniilten, kiilonb6zo sejtekben
fordulnak eld a fert6zott novényekben, ami potencidlisan korlatozhatja a rekombinacio
bekovetkeztét (Divéki és mtsai, 2002; Dietrich és Maiss, 2003). A PPV esetében Capote ¢€s
mtsai (2006) PPV-D és PPV-M tipusu izolatumok kozotti rekombindcid bekovetkezésének
lehetdségét vizsgaltak kiilonbozo japanszilva-fajtdkban. Kisérletiik soran 7 év elteltével sem

tudtak rekombinaciot kimutatni a kiilonb6z6 izolatum tipusok kozott.

3.6.7.2. A PPV-Rec izolatumok biologiai tulajdonsagai

A PPV-Rec izolatumok tobbségét eddig szilvafakrodl izolaltak, de mas csonthéjas fajokat
is fertdznek a természetben. Oszibarackon valé természetes eléfordulasukrol azonban ezidaig
még nem szamoltak be (3. tdblazat). Szemzéssel, és levéltetvekkel kiilonb6zd Prunus-fajokra
(szilva, kajszi, Oszibarack) kisérletileg atvihetok (Glasa és mtsai, 2002a, 2004, 2005). A
levéltetii-atvitel hatékonysaga azonban novényfaj fiiggd, Oszibarack esetében csak csekély
mértékii. Ugy tiinik, hogy a PPV-Rec izolatumok a PPV-M izolatumokhoz képest kevésbé
alkalmazkodtak az &szibarackhoz, ¢és megdrizték a legtobb PPV-D izoldtum azon
tulajdonsagat, hogy nem képesek az ¢szibarackot hatékonyan fertézni (Glasa €s mtsai, 2002a,
2004).

Egyes PPV-Rec izolatumok (PPV-Serbia-MI, PPV-Serbia-T, PPV-BOR-3, PPV-
BOS64PL, PPV-BOS153PL, PPV-BOS257PL) a Prunus persica cv. GF305 novényeket
tiinetmentesen fertézik, vagy csak gyenge, rovid ideig lathato tiineteket okoznak, ami
feltehetden a rekombinans izolatumok egy sajatos bioldgiai tulajdonsaganak tekinthetd (Glasa
¢s mtsai, 2002a, 2005; Matic és mtsai, 2006, Candresse és mtsai, 2007). Mivel a Prunus
persica cv. GF305 6szibarack a PPV egy széleskoriien hasznalt €s altalanosan elfogadott
hatékony fas szarG indikator névénye (OEPP/EPPO, 2004), igy a tlinetmentesen fert6zd

rekombinans PPV-izolatumok 1étezése megkérddjelezi azok kimutatasara valo alkalmassagat.

3.6.7.3. A PPV-Rec izolatumok szerologiai jellemzoi

A PPV-Rec izolatumokat, azok sajatos genetikai felépitésébdl fakaddéan a PPV-M
csoport-specifikus monoklonalis antitestek felismerik (Candresse és mtsai, 1998; Glasa ¢és
mtsai, 2005; Myrta €s mtsai, 2005; Matic és mtsai, 2006).

Tobb rekombindns PPV-izolatum esetében megfigyelték, hogy CP alegységeik SDS-
PAGE soran dupla savként jelennek meg (gubr ¢és Glasa, 1999; Glasa és mtsai, 2005), ami
feltehetéen a PPV-Rec izolatumok olyan konzervativ és megkiilonboztetd sajatossaga,

melynek vizsgalataval a PPV-D és PPV-M izolatumoktol elkiilonithetok. A rekombinans
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izolatumok kiilonds CP vandorldsi mintazata feltehetden néhany transzlaciot kdveté CP

modosuléas eredménye (Glasa és mtsai, 2005).

3.6.7.4. A PPV-Rec izolatumok molekularis jellemzdi

Glasa és mtsai (2004) kiilonb6zé europai orszagokbdl szarmazd, nagyszami PPV-
izolatum molekularis és filogenetikai vizsgélata soran kimutattak, hogy a rekombinans PPV-
izolatumokra nagyfoku genetikai hasonlosdg jellemzd, mely alapjan a PPV-izoldtumok egy
1j, 6nallo csoportjanak tekinthetok.

A PPV-Rec csoportba olyan kozeli rokon, természetes rekombinans PPV-izolatumok
tartoznak, melyek a PPV-M ¢és PPV-D csoportok kozotti 6si homolog rekombinacids esemény
eredményei (Glasa és mtsai, 2004, 2005). A rekombinans PPV-izolatumok genomjan ez idaig
két rekombinacidés pontot azonositottak. Koziiliik az egyik a genom 3’ végén, az NIb
2002a), mely valamennyi eddig jellemzett PPV-Rec izoldtumban megtalalhaté (Cervera és
mtsai, 1993; Glasa és mtsai, 2001, 2002a, 2004, 2005; Myrta és mtsai, 2005; Matic ¢és mtsai,
2006; Kollerova és mtsai, 2006; Zagrai és mtsai, 2008). A PPV-Rec izolatumok 3’ végi
rekombinaciés régidjukban (8433—-8449. nt pozicid) magas szintli szekvencia hasonlésagot
mutatnak (Cervera €és mtsai, 1993; Glasa és mtsai, 2002a, 2004).

Az eddig jellemzett rekombinans PPV-izolatumok — a PPV-Pd4 izolatum kivételével —
(K214, Iogag, Togsz, Inses, Tas7s). A PPV-Pd4 izolatum esetében a 2878. aminosav pozicidban
treonin (T) helyett alanin (A) talalhat6 (Glasa és mtsai, 2002a, 2004).

Az adatbazisokban hozzaférheté PPV-M, PPV-D, PPV-Rec és PPV-C izolatumok teljes
genomjanak megfeleldé cDNS-szekvencidk vizsgélata sordan Glasa és mtsai (2004) a PPV
evolucids torténetében egy joval Osibb, ugyancsak a PPV-M ¢és PPV-D csoportok kozott
lezajlott rekombinéacids eseményt is kimutattak, és meghataroztak egy masik rekombinacios
pontot a genom 5’ végén, a P3 gén 5’ részén, a 2813. nt pozicidé kornyékén. Megallapitottak,
hogy a rekombinans PPV-izoldtumok genomja az 5° és a 3° végi rekombindcios pontok kozott
D-tipusti, mig a 3’ végi rekombinacios pontot kovetd szakaszon (3’NIb—CP-3’UTR) M-
tipusu. Ezenfeliil kimutattdk, hogy a PPV-D, PPV-M ¢és PPV-Rec izolatumok 0Osi, kdzos
eredeti 5° régidval rendelkeznek, mely kortilbeliil az 1-2813. nt pozicidig terjed (5’UTR-P1-—
HC-Pro—5°P3 régid) (Glasa és mtsai, 2002a, 2004).

A kozelmultban egy kiilonds szerologiai és molekularis tulajdonsagokkal rendelkezd,
nem a PPV-Rec csoportba taroz6 torok izolatum (Abricotier Turquie, PPV-Ab-Tk) vizsgalata

soran a genom 5’ végén, a P3 génben eldzdleg azonositott rekombinacios ponton feliil, egy
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ujabb, a HC-Pro gén 3’ végén (1478—1568. nt poziciok kozott) bekdvetkezett rekombinécios
esemény létezésére is fény deriilt (Glasa és mtsai, 2005). Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy —
ahogy azt mar mas potyvirusok, pl a PVY esetében kimutattak (Glais és mtsai, 2002) — a PPV
genom 5’ régidja a legjelentdsebb rekombindcios aktivitas szintere (Glasa és mtsai, 2005). A
PPV-Ab-Tk izolatum CP-je PPV-M ¢és PPV-D specifikus epitdépokat is hordozott, a CP
génnek megfeleld6 c¢DNS nukleotid sorrendje alapjan azonban M-tipusii szekvencidval
rendelkezett, az NIb gén 3’ végén rekombinacids pontot nem sikeriilt kimutatni, 5° genomi
régidja pedig mozaikos felépitést mutatott, mely tulajdonsagok alapjan a PPV populacidk egy
kiilonds tagjanak tekinthetd. Glasa és Candresse (2005) a PPV-Ab-Tk izoldtum mozaikos
allitott fel. Mindkettében kozos, hogy a jelenlegi PPV-izoldtumok egy kozos, eddig
ismeretlen Ostdl szdrmaznak. Feltételezésiik szerint az dsi rekombinacids esemény a kozds Os,
¢és vagy egy PPV-M vagy egy PPV-D izolatum kozott zajlott le, melynek kdvetkeztében vagy
a PPV-M, vagy a PPV-D tipusu izolatumok 0Osi rekombinansoknak tekinthetok. Majd ezt
kovetden kovetkezett be a genom 3’ végét érintd rekombinacids esemény, melynek soran
alakultak ki a jelenleg rekombinansnak nevezett PPV-izolatumok.

Glasa ¢és mtsai (2002a) az adatbazisokban hozzaférhetd PPV-izolatumok cDNS-
szekvenciainak vizsgalatat kovetden felvetették, hogy a PPV-M és PPV-D izolatumok NIb
génje 3° végének eltérd josolhatdo masodlagos struktirdja magyarazatul szolgalhat arra, hogy
miért 5’D/3’M tipusti rekombindns PPV-izoldtumokat mutattak ki és miért nem 5°M/3’D
tipusuakat.

A 3’P3-6K;-5°CI régionak megfeleld6 PCR-termék Asnl helyet nem, mig tobbségében
egy Ddel és egy EcoRI enzim hasito helyet tartalmaz (Glasa és mtsai, 2002a, 2002b; Matic és
mtsai, 2006).

3.6.7.5. A PPV-Rec izolatumok elterjedése
folyamatnak. A rekombindns izoldtumok azonositdsa és jellemzése az 1980-as évek végén
kezd6dott meg. Az elsd rekombinans izolatumokat a PPV populaciok kiilonleges, nem
jellegzetes képviseldiként tartottdk szamon (Cervera €s mtsai, 1993; Glasa és mtsai, 2001).
Ezzel ellentétben nemrég a PPV-D és PPV-M tipusok kozotti RNS rekombinaciobdl eredd
PPV-izolatumok gyakori elforduldsardl szédmoltak be szamos kozép- és kelet-europai
orszagban (Glasa és mtsai, 2002a, 2004).

A legelso természetes rekombinans PPV-izolatumot (PPV-06), a valamikori Jugoszlavia

teriiletén (Szerbidban) izolaltak és a 1990-es évek elején jellemezték. A genom 3° végi
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crer

tipusu PPV-izolatum kozotti természetes homoldg rekombinacié eredménye (Cervera és
mtsai, 1993). Késobb Glasa és mtsai (2001) egy természetes rekombinans PPV-izolatumrol
(PPV-BOR-3) szdmoltak be Szlovakiabol, kajszir6l, majd szamos rekombinans PPV-izolatum
el6fordulasardl tudositottak kiilonféle szilvafajtakrol, Nyugat- és Kozép-Szlovakia kiilonb6zo
teriileteir6l (Glasa és mtsai, 2002a). Hazankban két szilvardl és egy kokényrdl szarmazéd
izolatum (Salamon és Palkovics, 2002) esetében kimutattdk azok rekombinans jellegét. Ezt
kovetden a rekombinans izolatumok kutatdsa felgyorsult, és Eurdpa szdmos orszagaban
(Albaniaban, Bulgaridban, Csehorszagban, Németorszagban, Magyarorszagon) igazoltak
gyakori jelenlétiiket (Glasa és mtsai, 2004) (3. tablazat). Napjainkra mar Olaszorszagban
(Myrta és mtsai, 2005) és Bosznia-Hercegovindban (Matic és mtsai, 2006) is kimutattak
jelenlétiiket, de természetes el6fordulasuk a tobbi eurdpai orszagban sem zéarhato ki.
Franciaorszagban is végeztek ez iranyu kutatasokat, de a rekombinansok jelenlétét nem
sikertilt igazolni (Glasa és mtsai, 2002a; Dallot és mtsai, 2008). Ennek ellenére természetesen
jelenlétiik a francia gylimolcsdosokben sem zarhaté ki. Mar Eurdpan kiviil, Pakisztanbol
(Kollerova ¢és mtsai, 2006) is beszamoltak rekombinans PPV-izolatumrol, nemrég pedig
Torokorszagban (Candresse és mtsai, 2007), valamint Horvatorszagban (Kajic és mtsai, 2008)

figyelt¢k meg eléfordulasukat.

3.6.7.6. A PPV-Rec izolatumok eredete

Feltételezhetd, hogy a PPV-Rec izoldtumok a valamikori Jugoszlavia teriiletérdl
kiindulva terjedtek el K6zép-, Kelet- és Dél-Eurdpaban (Glasa és mtsai, 2005). Lehetségesnek
tartjak, hogy a valamikori Jugoszlavia teriiletén nemesitett sharka-tolerans (a gyiimolcson
tiineteket nem mutatd) szilvafajtak (Stanley, Cacaki fajtakor: Ca¢anska rana, Cacanska
najbolja, Calanska lepotica, Valjevka) (Rankovi¢ és mtsai, 1994, 1995) nemzetkozi
kereskedelme révén jutottak el Eurdpa szamos orszagdba. Ezekben a tolerans fajtakban
hasonlé mértékli a viruskoncentracio, mint a fogékony szilvafajtadkban (Glasa nem publikalt
adat). Kisebb tavolsdgra vald terjedésiikben a levéltetvek jatszhattak fontos szerepet,
melyekkel hatékonyan atviheték (Glasa és mtsai, 2004; Matic és mtsai, 2006). A sharka-
tolerans fajtakat az 1980-as évek eleje ota eldszeretettel telepitették a hagyomanyos fogékony
fajtdkon feliill szamos europai orszagban. Szlovakidban ¢és Csehorszagban is olyan
szilvaiiltetvényekbdl izolaltak PPV-Rec izolatumokat, melyeket az 1980-as években, részben
vagy egészben ilyen szaporitdanyagbol (P. domestica cv. Catanska najbolja, P. domestica cv.

Cacanska lepotica) 1étesitettek (Glasa és mtsai, 2002a; Gadiou és mtsai, 2008).
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3.6.8. Magyarorszagi PPV-izolatum tipusok

A hazai tltetvényekben a Chenopodium foetidum-on okozott tiinetek alapjan kezdetben
a virus ,,sarga” torzse volt altalanosan elterjedt (Roy és Smith, 1994), de késébb a ,,koztes” és
a ,,nekrotikus” torzs eléforduldsat is kimutattdk (Pribék és Gaborjanyi, 1997; Salamon és
Palkovics, 2002).

Az 1990-es évek elején hazankban még csak a PPV-M tipus jelenlétét bizonyitottak, a
PPV-SK68 izolatum, melyet dr. Németh Maria gyiijtott Besztercei szilvafajtarol, is ebbe a
csoportba tartozott. Az izoldtum nukleotid sorrendjét is meghataroztak (Palkovics és mtsai,
1993), ez volt az elsé PPV-M csoportba tartozoé teljes szekvencia a vilagon, és jelenleg ez az
egyetlen olyan magyar PPV-izolatum, amelynek teljes nukleotid sorrendje ismert. Akkoriban
ugy vélték, hogy a PPV-M tipus eléforduldsa elsdsorban Kelet- és Dél-Eurdpéara, a PPV-D
pedig Nyugat-Eurdpara jellemz6 (Candresse és mtsai, 1995). Késébb azonban monoklonalis
antitestek hasznalataval, illetve RT-PCR vizsgalatot kovetd RFLP analizissel kimutattak a
hazai izolatumok szerologiai és molekularis sokszintiségét. Megallapitottak, hogy a PPV-D
tipus is eléfordul, sét gyakori hazdnkban, és a két {6 tipus kozotti atmeneti tulajdonsaggal
rendelkezd izolatumokat is taldltak (Lopez-Moya €s mtsai, 1997; Pribék és Gaborjanyi, 1997,
1998; Pribék és mtsai, 1998, 2001). Egy *Van’ fajtiju cseresznyérdl gyiijtott hazai PPV-
izolatumrol, annak molekularis biologiai tulajdonsagai alapjan megallapitottak, hogy az a
PPV-C csoportba tartozik (Nemchinov és mtsai, 1998). A PPV-M csoporton beliil Myrta és
mtsai (2001) altal monoklonalis antitestek hasznalataval elkiilonitett két alcsoport koziil az
addig jellemzett magyar izolatumok mindegyike a PPV-M2 alcsoportba tartozott, de késébb
egy kokényrdl szarmazd PPV-izolatum molekularis vizsgalata sordn kimutattdk, hogy az a
PPV-M1 alcsoport (melyet jelenleg mar PPV-Rec csoportnak neveznek) egy hazai
képviselgje (Salamon ¢és Palkovics, 2002). Nemrég tovabbi magyar PPV-izolatumok
rekombinans jellegét bizonyitottak (Glasa és mtsai, 2004).
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3. tablazat. Rekombinans PPV-izolatumok szarmazasi helye, az eredeti gazdandvény és az

EMBL/NCBI/DDBJ adatbazisbeli azonositd szam feltiintetésével

Szdrmazisi Izolatum neve (hivatkozas) Eredeti gazdanovény A2011’0s1t0
hely szam
ALB7 (Glasa és mtsai, 2004) Prunus domestica AY553368
Albania ALB?9 (Glasa ¢s mtsai, 2004) P. domestica AY553369
ALB3 (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica
BOS64PI (Matic és mtsai, 2006) P. domestica cv. Cadanska lepotica AJ749998
Bosznia- BOS148P1 (Matic és mtsai, 2006) P. domestica cv. Caéanska rodna AJ749996
Hercegovina BOS153P1 (Matic és mtsai, 2006) P. domestica cv. Cadanska lepotica
BOS257P1 (Matic és mtsai, 2006) P. domestica cv. Bjelica AJ749997
[Bulgarian (Glasa és mtsai, 2004)] [n.a.] [X57976]*
AY324846,
BULG (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica AY553376,
AY553374
Bulgaria Troyl (Szathmary és mtsai, 2006) P. domestica cv. Caéanska rodna AM260933
Troy4 (Szathmary és mtsai, 2006) P. domestica cv. Kjustendilska AM260935
Troy5 (Szathmary és mtsai, 2006) P. domestica cv. Gabrovska AM260936
Troy6 (Szathmary és mtsai, 2006) P. domestica cv. Hanita AM260937,
’ ) AM933761
13/2 CZ (Navratil és mtsai, 2008) Prunus avium
302 (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica AY324845
BOH1CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Catanska lepotica EF504280
BOH2CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Catanska lepotica EF504284
BOH3CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Catanska lepotica EF504279
BOH4CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Catanska lepotica EF504282
BOHS5CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Catanska lepotica EF504283
BOH6CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Catanska lepotica EF504281
AY324844,
Csehorszig Horomerice (Glasa és mtsai, 2004) | P. domestica AY553377,
AY553373
LIP7CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Domaci velkoploda | EF504286
LIP10CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Domaci velkoploda | EF504295
LIP14CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Domaci velkoploda | EF504289
LIP20CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Domaci velkoploda | EF504293
LIP23CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Domaci velkoploda | EF504287
LIP49CZ (Gadiou és mtsai, 2008) P. domestica cv. Domaci velkoploda | EF504288
Slivon (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica AY324843
Spy4 (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica
Horvatorszig 2Rec (Kajic és mtsai, 2008) P. domestica cv. Valjevka EU327553
6Rec (Kajic és mtsai, 2008) n. a. EU327554
Lengyelorszag | J4c P. domestica EU117116
C . . AM184114,
B1298 (Szathmary és mtsai, 2009a) | P. domestica FN179156
Bt-H (Salamon és Palkovics, 2002) | P. spinosa AJ306420
Bt-H2 (Glasa és mtsai, 2004) P. spinosa AJ566346
G6doll62 P. armeniaca FN179153
Magyarorszag | Pd4 (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica ﬁigggzg‘;’
. . . AJ566345,
Pd31 (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica AT620636
s . FN179152,
Soskutl P. armeniaca cv. Bergeron FN179155
Szigetesépl P. armeniaca FN179154
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3. tablazat. folytatas

Szdrmazisi Izolatum neve (hivatkozas) Eredeti gazdanovény A2011’0s1t0
hely szam
AY324848,
143A (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica AY553375,
AYS553372
Németorszig ASL-1 (Glasa és mtsai, 2004) P. domestica AY324847
[CG (Glasa és mtsai, 2004)] [n.a.] [X81082]*
[CGG-M2 (Glasa és mtsai, 2004)] [n.a.] [AY450594]*
[CGG-M3 (Glasa és mtsai, 2004)] [n.a] [AY450595]*
[CGG-M6 (Glasa és mtsai, 2004)] [n.a] [AY450596]*
Olaszorszag BR (Myrta és mtsai, 2005) P. armeniaca AJ812242
Bistrita 4, Bistrita 5, Bistrita 9,
Bistrita 10, Bistrita 11, Bistrita 13,
Bistrita 14, Bistrita 15, Bistrita 17,
Bistrita 18, Bistrita 19, Dumitra 2,
Romania Dumitra 3, Dumitra 5, Dumitra 6, P. domestica
Dumitra 8, Dumitra 10, Mihaiesti 3,
Mihaiesti 6, Mihaiesti 7, Mititei 1,
Mititei 2, Mititei 3 (Zagrai és mtsai,
2008)
06 (Cervera és mtsai, 1993) n. a. S57404
Serbia-B (Glasa és mtsai, 2005) P. domestica AY690603
Serbia-MI (Glasa és mtsai, 2005) P. domestica cv. Catanska rodna 252382??
Szerbia és ] Serbia-PO2 (Glasa és mtsai, 2005) | P. domestica cv. PoZegaca AY 690606
Montenegré Serbia-PO3 (Glasa és mtsai, 2005) | P. domestica cv. PoZegaca AY 690607
Serbia-ST (Glasa ¢s mtsai, 2005) P. domestica cv. Stanley AY690608
Serbia-T (Glasa és mtsai, 2005) P. tomentosa iigggg?g’
Serbia-V (Glasa és mtsai, 2005) P. domestica AY690610
BNE-6 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica cv. Catanska najbolja
BNE-10 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica cv. Stanley AF450311
BOR-3 (Glasa és mtsai, 2001) P. armeniaca AY028309
BRC-3 (Glasa és mtsai, 2002a) P. cerasifera AF421118
BRC-4 (Glasa és mtsai, 2002a) P. cerasifera AF421119
BRC-8 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica AF421120
DV-27, DV-36, DV-37, DV-39,
DV-40, DV-46, KRA-64, KRA-65, P domestica
KRA-66, PL-3, PL-4, PL-5 (Glasa '
és mtsai, 2004)
Szlovakia , . . v . AF421121,
KRN-1 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica cv. Cacanska lepotica AF4503 14
KRN._3’ KRN-8, POD-2 (Glasa és P. domestica cv. Ca¢anska lepotica
mtsai, 2002a)
KRN-4 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica cv. Catanska lepotica AF421122
KRN-6 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica cv. Caéanska najbolja
KRN-7 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica cv. Catanska lepotica AF421123
LOZ-3 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica AF450312
LOZ-4 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica
MY V-1 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica cv. Caéanska najbolja AF450315
MY V-3 (Glasa és mtsai, 2002a) P. domestica cv. Cadanska lepotica AF450313
Pakisztan gglggs;an-Rec (Kollerova és mtsai, P armeniaca DQ422148
Torokorszag Isparta (Candresse és mtsai, 2007) P. salicina EF051630

Jelmagyarazat: n. a.: nincs adat, *: csak a CP gént kodolo régionak megfeleld szekvencia ismert
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Vizsgalatok helye és ideje
A vizsgalatokat 2003 és 2008 kozott a godolléi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatokozpont Kornyezetbiotechnoldgiai Intézet virologiai laboratériumaban és a Budapesti

Corvinus Egyetem Kertészettudomanyi Kar Novénykortani Tanszékén végeztiik.

4.2. Vizsgalatok anyaga
4.2.1. Novények

A kisérletekben virus inokulalashoz tiveghazi koriilmények k6zott nevelt (25 °C, 16 6ra
megyvilagitas) 67 hetes Nicotiana benthamiana és N. clevelandii Gray, a levéltetli-atviteli

kisérlethez N. benthamiana ndvényeket hasznaltunk.

4.2.2. Baktérium torzsek
Kisérleteink soran a klonozashoz az Escherichia coli DH5a, torzsét, a fertdzoképes

klonok felszaporitasahoz az E. coli TG90 torzsét hasznaltuk.

4.2.3. Virus izolatumok

Munkank soran kiilonb6zo szilva- és kajszifajtakrol a PPV fertézésének jellegzetes
tiineteit mutatd leveleket gyljtottiink. Az izolatumok hazank négy teriiletérdl, Vilyvitanybol,
Soskutrol, Godollérdl és a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités
Tanszék szigetcsépi kajszi tiltetvényébdl, valamint Bulgaridbdl (Trojan) a RIMSA (Research
Institute of Mountain Stockbreeding and Agriculture) kisérleti szilvaiiltetvényébdl szarmaztak
(4. tablazat).

A rovidebb CP génnel rendelkezd PPV-izoldtummal (PPV-B1298) kapcsolatos
kisérletek sordn kontrollként Dr. V. Németh Mariatol kapott, érdi gyiimolces iltetvénybdl
szarmazo Besztercei NM 122 szilvardl izolalt és GF305 dszibarack vonalon fenntartott PPV-
M tipust, PPV-SK68 izoldtumot, illetve annak fert6zoképes klonjat [pPPV-SK68 (p609/13),
Palkovics és mtsai, 1993], valamint a PPV-Rec tipusit PPV-Pd4 hazai szilva izolatumot
hasznaltuk. A pPPV-SK68 fert6zdképes PPV klon a karfiol mozaik virusbol (Cauliflower
mosaic virus, CaMV) szarmaz6 35S promoter mogott a teljes PPV szekvenciat tartalmazta

DNS formaban.
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4. tablazat. A vizsgalt bulgériai és hazai PPV-izolatumok neve, szarmazasi helye €s ideje, az eredeti gazdandvény neve, csoportbeli hovatartozasuk a CP, a
3’P3—6K,-5’CI és a 3’HC-Pro—5’P3 régiok hasonlosag-vizsgalata, valamint a 3’P3—6K;—5°CI régio RT-PCR/RFLP analizise alapjan; és az
EMBL/NCBI/DDBJ adatbazisbeli azonositod szam feltiintetése

Tipus
Lzolitum neve | S*ArMAzasthely| - Bredetl - 3pcpros3]  3P3-6KI-5'CI CP__ | Csoport | AZomosits
és ido gazdanovény — — — szam
Hasonlosag- RT- Hasonlosag- | Hasonlosag-
vizsgalat PCR/RFLP | vizsgalat vizsgalat

PPV-B1298 Vilyvitany, 1998 | Prunus domestica |n.v. n. v. n.v. M (Rec) PPV-Rec |AMI184114"
Trojan P. domestica cv. a

PPV-Troyl (Bulgdria), 2004 | Caganska rodna n. v. D n. v. M (Rec) PPV-Rec |AM260933
Trojan P. domestica cv. a

PPV-Troy2 (Bulgaria), 2004 | Stanley n.v. D n.v. D PPV-D AM260934
Trojan P. domestica cv. a

PPV-Troy4 (Bulgdria), 2004 | Kjustendilska n.v. D n. v. M (Rec) PPV-Rec |AM260935
Trojan P. domestica cv. a

PPV-Troy5 (Bulgdria), 2004 | Gabrovska n. v. D n. v. M (Rec) PPV-Rec |AM260936
Trojan P. domestica cv. N AM260937°,

PPV-Troy6 (Bulgéria), 2004 | Hanita b b b M Rec) PPVRee AM933761°
e — P. armeniaca cv. * FN179152°,
PPV-Soéskutl Saskut, 2008 Bergeron n. v. D D D PPV-D FN179155"

PPV-Go6doll62 Godollo, 2008 P. armeniaca n. v. D n. v. M (Rec) PPV-Rec |FN179153*

. , . . P. armeniaca 10/7 a

PPV-Szigetcsépl | Szigetcsép, 2008 jelit hibrid n. v. D n. v. D PPV-D FN179154

Jelmagyardzat: n. v.: nem vizsgalt, *: atipikus restrikciés mintazat, a: 3’NIb—CP-3"UTR, b: 3°’P3-6K;-5’CI, c: 3’HC-Pro—-5’CI.
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4.2.4. Plazmidok és fertozéképes virusklonok

A kloénozasokhoz a pBluescript II SK(+) (Stratagene) és a pGEM-T Easy (Promega)
plazmidokat hasznaltuk.

A rovidebb PPV CP gént hordozé fertézdképes cDNS klon [pPPV-SK68CPB1298
(P634/11)] eléallitasdhoz, valamint a 3°P3—6K;—5’CI régionak megfelelé6 cDNS-en
elhelyezkedd jellemzO restrikcids hasité helyekben pontmutacioval rendelkezé PPV-

izolatumokkal végzett vizsgalatokhoz a pPPV-SK68 fert6z6képes klont alkalmaztuk.

4.2.5. Oligonukleotid inditészekvenciak (primerek)
A felhasznalt primerek (5. tdblazat) szintézisét a Csertex Kft. és a Mezdgazdasagi

Biotechnologiai Kutatokdzpontban Egedi Sandor végezte.

5. tablazat. A vizsgalt PPV-izolatumok molekuléris biologiai jellemzéséhez hasznalt primerek

neve, nukleotid szekvenciaja és orientacioja, a felhasznalasi cél megjeldlésével

Primer Szekvencia 5°-3’(forras) Orientacio Felhas%nalam
neve cél
. RT-PCR,
PPV-P3-RC | CAAGGATCCTGCGATTCCAAGATTGCA antiszensz e
szekvenalas
PPV-HC- | A TACCGCGGATCACTGTCAACTGGAATGC! szensz RT'PCR,’ .
RC szekvenalas
) . . RT-PCR,
PCI TTGAGTCAAATGG(AG)ACAGTTGG (Glasa és mtsai, 2002b) antiszensz (14
szekvenalas
, . RT-PCR,
PP3 TTATCTCCAGGA(AG)TTGGAGC (Glasa és mtsai, 2002b) SZensz 1
szekvenalas
. RT-PCR,
PolyT, CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT antiszensz 11z
szekvenalas
RT-PCR,
Poty7941 GGAATTCCCGCGG(AGCT)AA(CT)AA(CT)AG(CT)GG(AGCT)CA(AG)CC | szensz 1.
szekvenalas
Unipoty GGAATTCCCGCGGAAAAGCCCCGTACATTGC (Deborré és mtsai, 1995) | szensz szekvenalas
PPV-CP5 CACTACACTCCCCTCACACCGAGG antiszensz szekvenalas
PPV-CP4 CTACATCAGATACAAGGGCCTGTG antiszensz szekvenalas

4.2.6. Vegyszerek, enzimek, kitek

Munkank soran az oldatok és taptalajok elkészitésé¢hez kiillonbozo, kereskedelmi
forgalomban kaphatd vegyszereket hasznaltunk (elsdsorban Reanal, Sigma, Duchefa
termékeket). A restrikcios endonukledzokat, a DNS-polimerazt és a dezoxiribonukleotidokat
(ANTP) a Fermentas-t6l szereztiik be. A GelRed fluoreszcens festéket az Izinta szallitotta. A
PCR-termékek és mas DNS-szakaszok izolalasdhoz Roche (High Pure Purification Kit),
szekvenalasra torténd plazmid tisztitdshoz Bio-Rad (Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit)

kiteket hasznaltunk. A PPV-B1298 virus izolatum CP szeroldgiai modszerrel (Western blot)
torténo kimutatasahoz a kovetkezo kiteket alkalmaztuk: Bioreba PPV ELISA Kit, DSMZ PPV
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ELISA Kit, Real Durviz PPV ELISA Kit, Sanofi Planttest PPV ELISA Kit. Az alkalikus
foszfatazzal nem konjugalt ellenanyagokhoz a Sant Cruz Biotechnology anti-nyal IgG

alkalikus foszfatdz konjugatumat hasznaltuk.

4.3. Vizsgalatok modszere
4.3.1. Mechanikai virusatvitel

A fertézott novények présnedvével N. benthamiana és N. clevelandii dohanyndvényeket
fertdztiink. Az inokulumokat a PPV-fertdzés tiineteit mutato szilva és kajszi levelekbdl steril,
hiitott dorzscsészében végzett homogenalassal allitottuk el6. Az inhibitorok jelenléte miatt
homogenalas el6tt a levelekhez 1:5 (v/w) aranyban feltaro puffert (6,7 mM foszfat puffer pH:
7,0; 3% PEG 6000; 1 mg/ml aktiv szén) adtunk. Abrazivumként celitet (1040 pm)
hasznaltunk, melyet finom eloszlasban a tesztnovények leveleire szortunk, majd az

inokulumokkal 6vatosan bekentiik a kisérleti tesztnovények 3-3 levelének feliiletét.

4.3.2. Ossznukleinsav-kivonas levélszovetbél

Az Ossznukleinsav-kivonast N. benthamiana dohdnyndvények szisztemikus tlineteket
mutatd leveleibdl White és Kaper (1989) mddszere szerint végeztiik kisebb modositasokkal.
Az RNS virusok sériilékenysége miatt hiitott eszkdzoket hasznaltunk. Két kis levélkorongnyi
(kb. 5 mg) névényi mintat 600 pul TNA extrakcios puffer (50 mM Tris pH: 7,6; 100 mM
NaCl; 1 mM EDTA; 0,5% SDS; 0,3% 2-merkapto-etanol) €s 600 pl fenol jelenlétében hiitott
dorzscsészében homogenaltunk. Centrifugalast kovetden a feliiluszot 600 pl fenol-kloroform
1:1 (v/v) aranyu keverékével, majd ismételt centrifugdlds utan 600 pl kloroformmal
extrahaltuk. Ujabb centrifugalast kovetden 600 ul feliiluszot 1 ml abszolut alkohollal 20 pl 4
M-os natrium-acetat (pH: 5,4) jelenlétében kicsaptunk, majd azonnali centrifugalassal a
nukleinsavakat 0sszegytijtottiik. A csapadékot 1 ml 70%-os alkohollal mostuk, majd vakuum
koncentratorban 7—12 percig szaritottuk. Végiil a nukleinsavakat 40 ul steril desztillalt vizben
oldottuk fel. A kivonatokat fluoreszcens festéket (etidium-bromid vagy GelRed) tartalmazé
1%-0s TBE agarozgélen [1x TBE (12,11 g Tris; 5,135 g boérsav; 0,372 ¢ EDTA 1000 ml
desztillalt vizben), 1% agaroz] elektroforézissel ellendriztiik, és felhasznalasig —70 °C-on

taroltuk.

4.3.3. RT-PCR
A jellemezni kivant PPV-izoldtumok esetén a virus RNS-eket is tartalmazé
Ossznukleinsav-kivonatb6l a megfeleldé antiszensz primer felhasznalasaval reverz

transzkripcid (reverse transcription, forditott atirds, RT) soran allitottuk el6 a
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virusnukleinsavval komplementer DNS els6 szalat. A reakcidelegy a kovetkezd
komponensekbdl allt: 4 pl dssznukleinsav, 100 pmol antiszensz primer (PolyT, vagy PPV-P3-
RC vagy PCI), 2 ul 5x RT puffer (250 mM Tris-HCI pH: 8,3; 250 mM KCI; 20 mM MgCly;
50 mM DTT), 1 ul 5 mM-os dNTP keverék, 100 u M-MuLV reverz transzkriptdz, 20 u
RiboLock ribonukledz inhibitor, desztillalt vizzel 10 pl végtérfogatra kiegészitve. Az
Ossznukleinsavat az antiszensz primer jelenlétében 65 °C-on 5 percig inkubaltuk, majd az
elegyet 2 percig jégen hiitottiik. Ezt kdvetden adtuk hozza a reakcidelegy tobbi komponensét.
A reverz transzkripci6 42 °C-on 1 oraig tartott. A cDNS-t kozvetleniil felhasznaltuk, vagy —20
°C-on taroltuk.

A virusszekvencidrol késziilt DNS masolatokat PCR sordn sokszoroztuk meg a
megfeleld antiszensz (PolyT, vagy PPV-P3-RC vagy PCI) és szensz (Poty7941 vagy PPV-
HC-RC vagy PP3) primerek felhasznalasaval. A PCR Applied Biosystems GeneAmp PCR
System 9700 késziiléken tortént. A PCR-analizist 50 pl végtérfogatban végeztik. A
reakcioelegy 3 ul — az RT reakciobol szarmazd — cDNS-t, 5 ul 10x Taq puffert (750 mM Tris-
HCI pH: 8,8; 200 mM (NH4)SOy; 0,1% Tween 20), 3 ul 25 mM-os MgCl,-ot, 2 ul 5 mM-os
dNTP keveréket, 20-20 pmol antiszensz €s szensz primert, valamint 2,5 u Taq DNS polimeraz
enzimet tartalmazott.

A PCR soran a PolyT, és a Poty7941 primerekkel a virusgenom 3’NIb—CP-3’UTR
rekombinacids pontot is magaban foglalta. A reakci6é az alabbi PCR-programon ment végbe:
94 °C 3 min (elédenaturacid), 40 cikluson keresztiil 94 °C 15 s (denaturécio), 50 °C 30 s
(primerkdtés) €s 72 °C 3 min (lancépités), végiil 72 °C 10 min (végsd lancépités). A 3’ P3—
6K;—5’CI genomi régionak megfelel6 DNS masolat felszaporitdsdhoz a PCI és a PP3
primereket hasznaltuk. A PCR sordn Glasa ¢és mtsai (2002b) altal leirtakat kovetve, az alabbi
paramétereket allitottuk be: 94 °C 5 min, 35 cikluson keresztiil 94 °C 1 min, 50 °C 1 min ¢és
72 °C 1 min, a végsé lancépités 72 °C-on 10 min. A virusgenom 5° végén talalhatod
rekombinacids pont vizsgalatahoz a cDNS HC-Pro gén 3’ végétol a P3 gén 5° végéig terjedd
genomi régionak megfeleld szakaszanak (3’HC-Pro—5’P3) megsokszorozasat Glasa és mtsai
(2004) altal leirtaknak megfeleléen a PPV-P3-RC és PPV-HC-RC primerek felhasznalasaval
az alabbi PCR-programon végeztiik: 94 °C 5 min, 35 cikluson keresztiil 94 °C 45 s, 54 °C 45
s és 72 °C 1 min, majd végiil 72 °C 10 min.

A PCR-termékeket fluoreszcens festéket tartalmazé 1%-os TBE agarozgélen tettiik
lathatova. Az elektromos térbe helyezett gélben a negativ toltésii nukleinsavak a pozitiv polus
felé mozogtak. A vandorlds gyorsasdgit a molekula mérete hatdrozta meg. Az egyes

fragmentumok fluoreszcens festék jelenlétében ultraibolya fényben lathatova valtak.
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4.3.4. A PCR-termékek restrikcios analizise

Az RT-PCR soran a 3’P3-6K;—5’CI genomi régiorol késziilt ¢cDNS-szakaszt olyan
restrikcidés endonukleazokkal [Ddel (HpyF3l), EcoRI] hasitottuk, melyek csak a vizsgalt
régioban D-tipust genomu izolatumokrol késziilt DNS-szekvenciakat ismerik fel (Glasa és
mtsai, 2002b). A restrikcios analizis 37 °C-on 1 6raig tartott. A hasitas utan keletkezett DNS-
fragmentumok elvalasztasat, ¢s méretének meghatarozasat fluoreszcens festéket tartalmazo

1%-o0s TBE agardzgélen elektroforézissel végeztiik.

4.3.5. A PCR-termékek klonozasa

A vizsgalt genomi régiok nukleinsav szintli elemzéséhez a megfeleld méreti PCR-
fragmentumot 1%-0s agardzgélb6l High Pure Purification Kittel izolaltuk a gyartd
utasitasainak megfelelden. A tisztitott PCR-termékek klonozasa kétféle plazmiddal tortént.
Tisztitast kovetéen a cDNS-szakaszt (i) vagy olyan restrikciés endonukledzokkal [Sacll
(Cfrd2l) ¢és BamHI] hasitottuk, melyek felismeréd helyei a primerek szekvenciaiban is
megtalalhatok voltak, €és az igy kapott fragmentumot ugyanezen enzimekkel vagott ampicillin
rezisztencia gént hordozé pBluescript 11 SK(+) plazmidba ligaltuk, (ii) vagy — mivel a PCR-
termék 3’ végén extra adenin taldlhaté — tisztitds utan kozvetleniil ugyancsak ampicillin
rezisztencia gént tartalmazé6 pGEM-T Easy Vektorba kapcsoltuk, melynek 3 végén extra
timin taladlhato. A ligadlas (az inzert ¢és a plazmid Osszekapcsolasa) egy ¢éjszakan at
szobahOmérsékleten (20-24 °C) 10 ul végtérfogatban tortént. A reakcidelegy 50-70 ng
cDNS-t (inzert; tisztitott, illetve tisztitott €s emésztett PCR-termék), 25 ng plazmidot, 1 pl 10x
ligdz puffert (400 mM Tris-HCI; 100 mM MgCly; 100 mM DTT; 5 mM ATP; pH: 7,8) és 2,5
u T4 DNS ligazt tartalmazott, desztillalt vizzel kiegészitve.

A ligdlas utan a genetikailag megvaltoztatott (rekombinans) plazmidot E. coli DH5a
plazmidmentes kompetens sejtekbe jutattuk (transzformalds). A kompetens sejtek eldallitasat
¢s a hésokkos transzformalast Sambrook és mtsai (1989) szerint végeztiik. A 10 pl ligatumot
100 pl, 10 percig jégen lassan kiolvasztott kompetens baktérium-szuszpenzidval finoman
elegyitettilk, majd 15 percen at jégen tartottuk. Ezutan 1 percre 42 °C-os vizfiirdébe
helyeztiik, majd azonnal jégre tettiik, ahol 2 percig allt. Végiil 400 ul antibiotikum-mentes,
folyékony LB taptalaj (10 g/l tripton; 5 g/l €élesztékivonat; 10 g/l NaCl; pH: 7,2) hozzaadasa
utdn 37 °C-on 1 6réan keresztiil razattuk, 190 rpm fordulatszdmmal. Ezt kévetéen 100 pl-nyi
szuszpenziot ampicillin tartalma szilard LB/IPTG+X-Gal téptalajon szélesztettiink [10 g/l
tripton, 5 g/l élesztdkivonat, 10 g/l NaCl, 10 g/l agar; 50 pg/ml ampicillin; szélesztés elott a
lemez (plate) felszinén 10 pl (100 mM/ml) IPTG-t és 40 ul (20 mg/ml) X-Galt oszlattunk szét
egyenletes eloszlasban].
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A kész lemezeket, taptalajt tartalmazo6 oldalukkal felfelé, egy éjszakan keresztiil 37 °C-
on inkubdltuk. Az antibiotikummal kezelt taptalajon csak azok a baktérium sejtek voltak
képesek felszaporodni, amelyek ampicillin rezisztencia gént hordoztak. A ligalés sikerességét
az un. ,.kék-fehér” szelekcid segitségével értékeltiik. Azok a baktérium kolonidk, amelyekben
az inzert beépiilése kovetkeztében a plazmidban 1év0 enzim mikddésképtelenné valt fehér
szinliek lettek, mig azok, amelyekben az inzert nem épiilt be a plazmidba kék szintiek voltak.
Ennek ismeretében minden lemezrdl 4-6 kiilonallo, fehér szinii telepet oltottunk le steril
fogpiszkald felhasznaldsaval. A fogpiszkaloval leemeltiink egy koloniat, és eldszor egy
mesterlemezhez (masterplate) érintettiik, majd 2 ml 50 pg/ml ampicillin tartalmu, folyékony
LB taptalajt tartalmaz6 tivegesdbe tettiik. A csoveket lezartuk, és egy éjszakan at 37 °C-on
razattuk, 190 rpm fordulatszammal. Az eredeti telepek felszaporitotasara szolgald

mesterlemezt, egy éjszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.

4.3.6. A plazmid tisztitasa és az inzert ellendorzése

A baktérium sejtbdél a rekombindns plazmid DNS tisztitasat alkalikus lizisen alapuld
minipreparalassal végeztiik. A ligalas sikerességének ellendrzéséhez a plazmidot Sambrook ¢és
mtsai (1989) szerint a kovetkezOképpen izolaltuk. A tiptalaj eltavolitdsdhoz a folyékony
baktérium sejtkultardt 3  percig 13400 rpm fordulatszdmon, szobahdmérsékleten
centrifugéltuk (Eppendorf), majd az 0Osszegyljtott baktérium sejteket 200 pl “"A” (sejt
szuszpendald) oldatban (15 mM Tris-HCI pH: 8,0; 10 mM EDTA; 50 mM gliikoz)
szuszpendaltuk, és 5 percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. Ezutan 400 ul ,,B” (sejt lizis)
oldattal [0,2 M NaOH, 1% SDS], majd 300 ul ,,C” (semlegesitd) oldattal (3 M natrium-acetat;
11,5% ecetsav) tortént elegyitést kovetden 5 percig jégre tettiik az elegyet. A kicsapott
nemkivanatos sejtalkotok maradvanyait 5 perces, szobahdmérsékleten végzett centrifugaldssal
tavolitottuk el. A feliiluszobol az oldott allapotban 1évé nukleinsavakat kétszer csaptuk ki:
eldszor 600 pl izopropanollal, majd a centrifugélassal 6sszegytijtott nukleinsavak 200 ul ”D”
oldatban (0,1 M natrium-acetat pH: 7,0; 50 mM Tris-HCI pH: 8,0) tortént visszaoldasat
kovetéen 400 pl abszolut alkohollal. A csapadékot vakuum koncentratorban 7-10 percig
szaritottuk. Végiil a nukleinsavakat 50 pul 1x-es RN-d4z TE-ben [10 mM Tris pH: 7,6; 1 mM
EDTA; 10 pl (10 mg/ml) RN-4z] oldottuk fel. Az inzertek ellendrzését a pBluescript I SK(+)
plazmidba tortént ligalas esetén Sacll és BamHI endonukleazok, mig a pGEM-T Easy Vector
hasznalatakor EcoRI restrikcids enzim alkalmazéasaval végeztiik. A reakcioelegyet 1 oran at
37 °C-on tartottuk. A hasitas utan keletkezett DNS-fragmentumokat fluoreszcens festéket
tartalmazé 1%-os TBE agar6zgélen tettiik lathatova.
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Szekvencia meghatarozashoz a plazmidot Quantum Prep Plasmid Miniprep Kittel a

gyarto utasitasainak megfelelden izolaltuk.

4.3.7. A B1298 rovidebb CP gént hordozo fert6zéképes cDNS klon eldallitasa

A PPV-B1298 virus izolatumrdl késziilt, a rovidebb CP-t kodolé genomi régiot is
tartalmazo, RT-PCR soran a PolyT, és Poty7941 primerpar felhasznaldsaval felszaporitott
cDNS-t Sacll és BamHI hasitast kovetden ugyanezen enzimekkel vagott pBluescript I SK(+)
plazmidba ligaltuk. Az igy kapott B1298/3 plazmidbdl a rovidebb CP génnek megfeleld
DNS-szakaszt EcoRI ¢és Hindlll enzimekkel klonoztuk a p616/6 klon ugyanezen helyeire,
mely a p633/3 plazmidot eredményezte. A p616/6 klon a pPPV-SK68 fertézoképes cDNS
kloénbol szarmazott, és a PPV-SK68 izolatumrol szarmazd cDNS-bdl csak a 7633-9786. nt-ig
terjedd genomi régionak megfeleld szakaszt tartalmazta. A p633/3 plazmid Ncol-BamHI
szakaszat kivagva, és azt az ugyanezen enzimekkel hasitott pPPV-SK68 klonba beépitve
kaptuk a pPPV-SK68CPB1298 (P634/11) klont. A pPPV-SK68CPB1298 fert6zdképes klon
35S promoter mogott DNS formaban tartalmazta a PPV teljes genomjat, de a PPV-B1298
rovidebb CP gént hordozta.

4.3.8. Inokulalas a B1298 rovidebb CP gént hordozo fertézoképes PPV Kklonnal és a
fertozoképesség megallapitasa

A révidebb PPV CP gént hordoz6 fertézéképes pPPV-SK68CPB1298 ¢cDNS klonnal 4—
6 leveles N. benthamiana ndvényeket mechanikailag inokuldltunk. Novényenként 3-3 celittel
beszort, kifejlett levelet fertdztiink tivegspatulaval. Az inokulum 10 pg plazmidot és 2,5 mM
foszfat puffert (pH: 7,5) tartalmazott 60 ul végtérfogatban. Kontrollként az eredeti izolatumot
(PPV-B1298) ¢s a pPPV-SK68 fertézoképes klont hasznaltuk. A fertdzoképességet
szemrevételezéssel (szisztemikus tlinetek megjelenése), valamint a PolyT, és a Poty7941

primerekkel végzett RT-PCR analizissel igazoltuk.

4.3.9. A B1298 rovidebb CP gént hordoz6 virus virionjainak vizsgalata

A viruspartikulumok kialakuldsat és morfologiai vizsgalatait Zeiss EM910 tipusu
transzmisszios elektronmikroszkoppal negativ festéses modszerrel végeztilkk. Egy csepp
tisztitott virusszuszpenzidt egy elOzetesen milanyag hartydval bevont, aranyozott
mintahordoz6 fémracsra (gridre) cseppentettiink. A viruspreparatum hartydhoz kotédése utan
egy csepp 1%-o0s uranil-acetat oldatot pipettaztunk a gridre, majd desztillalt vizes mosas és a

felesleges folyadék eltavolitdsa wutdn hagytuk megszaradni. Végil a gridet az
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elektronmikroszkopba helyeztiik, és megmértiik a virionok atmérdjét. Kontrollként a pPPV-

SK68 fertdzoképes klonbdl szarmazo virus partikulumait vizsgaltuk.

4.3.10. A B1298 rovidebb CP gént hordozoé virus atvitele levéltetvekkel

A nem-perzisztens virusok atvitele levéltetvekkel viszonylag egyszeri, mert 2-3 perces
probaszivas elegendd ahhoz, hogy a parenchimaban 1évé virus a rovar szipdkdjaban
megtapadjon. A levéltetii-atviteli teszthez szarnyatlan — még szarnykezdeménnyel sem
rendelkezé6 — nem-virushordozd Myzus persicae egyedeket hasznaltunk. Forrasnovényként
(donor) a pPPV-SK68CPB1298 klonbol szarmazd virussal szisztemikusan fert6zott M.
benthamiana novényt alkalmaztunk. A levéltetvek 2 o6rds ¢Eheztetés utdn S5 percig
taplalkozhattak a virusfertézott N. benthamiana forrasndvény levelén. Ezutdn 10 egyedet
ecsettel a fogadd novényekre (akceptor) athelyeztiink. Akceptorként 5, virusmentes, fiatal N.
benthamiana ndvény szolgalt. 24 ora mulva a még életben 1évé egyedeket pirimikarb
hatoanyagi Pirimor 50 WG inszekticiddel kezeltiik. Az atvitel eredményességét 3 hetes
inkubécios id6 utdn szemrevételezéssel, valamint a PolyT, és a Poty7941 primerekkel végzett

RT-PCR analizissel vizsgaltuk.

4.3.11. A B1298 rovidebb CP szerkezetének vizsgalata

A szarmaztatott B1298 CP josolhatd harmadlagos szerkezetét szadmitogépes analizissel,
a Genetic Computer Group (GCG) Wisconsin programcsomag 10.0 verzi6 Madison, Wisc.
(Devereux ¢és mtsai, 1984) PLOTSTRUCTURE ¢s PEPTIDESTRUCTURE programjaival
vizsgaltuk. Kontrollként egy kokényrdl szarmazé hazai PPV-izolatum, a PPV-Bt-H (Salamon
¢és Palkovics, 2002) CP harmadlagos strukturajat alkalmaztuk.

4.3.12. A B1298 rovidebb CP gént hordozé virus szerolégiai (Western blot) modszerrel
torténé kimutathatésaganak tesztelése

A PPV-B1298 CP kimutathatosdganak hatékonysagat kiillonb6zo gyartoktol szarmazéd
poliklondlis és monoklonalis ellenanyagok felhasznalasaval, Western blot technikaval
vizsgaltuk. Az Osszfehérje-kivonast virusfertézott N. benthamiana ndvények szisztemikus
tineteket mutatd leveleibdl Laemmli (1970) modszere szerint végeztik. Két kis
levélkorongnyi (kb. 5 mg) névényi mintat 300 ul 1x Laemmli puffer (50 mM Tris-HCI pH:
6,8; 100 mM DTT; 2% SDS; 0,1% bromfenolkék; 10% glicerol) jelenlétében homogenaltunk.
Az 6sszfehérje-kivonatokat 3 perces forralast kovetd centrifugalas utan 12%-os poliakrilamid
gélen elektroforézissel valasztottuk el, majd a gélbdl a fehérjéket egy éjszakan keresztiil,

alacsony fesziiltségen (30 V) Hybond-C membranra (Amersham) kotottiik (elektroblottoltuk).
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Valamennyi minta esetében azonos mennyiségii 0sszfehérje-kivonatot vittiink fel a gélre. A
membranhoz kotddott fehérjéket PPV ellen nyulban termeltetett poliklonalis és monoklonalis
ellenanyagokkal hibridizaltattuk. Az alkalikus foszfatdzzal nem konjugalt ellenanyagokhoz

anti-nyul IgG alkalikus foszfataz konjugadtumot hasznaltuk.

4.3.13. Kompeticios kisérletek

Els6 1épésként a B1298 rovidebb CP gént hordozo, fertdzdképes pPPV-SK68CPB1298
kiméra klonnal, és a teljes hosszsagi CP gént hordozo, fertézéképes pPPV-SK68 vad tipusu
klonnal kiilon-kiilon N. benthamiana tesztnovényeket mechanikailag inokulaltunk. Két héttel
az inokulaciot kovetden Western blot technikdval a Real Durviz 5B (IVIA) jelt, PPV-
specifikus monoklonalis ellenanyag felhasznalasaval meghataroztuk a két virussal kiilon-
1épésben fertézott novények szisztemikus tliineteket mutatd leveleibdl készitett szovetnedvvel
egészséges N. benthamiana novényeket fertdztiink. Az inokulacio kétféle modszerrel tortént.
Az egyik esetben az egészséges N. benthamiana novények azonos leveleit mind a két virussal
egylittesen inokulaltuk, mig a masik esetben egyazon egészséges N. benthamiana ndvény
kiilonboz6 leveleit fertdztiik, kiilon-kiilon a vad tipusu, illetve a kiméra virussal. Ezt az els6
passzalast két hetes idokozokkel még tovabbi 5 kdvette, melyek alkalméval, mind a kétféle
inokulacidos modszer esetén, a szisztemikus tiineteket mutatd levelekben Western blot

modszerrel a Real Durviz 5B (IVIA) jelt, PPV-specifikus monoklonélis ellenanyag

crer

4.3.14. A virusgenomrol késziilt cDNS nukleotid szekvenciajanak meghatarozasa
(szekvenalas)

A nukleotid sorrend meghatarozdsa a  MezOgazdasdgi  Biotechnoldgiai
Kutatokozpontban BigDye Terminator Cycles Sequencing Kit 3.1 (Applied Biosystems)
segitségével ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer automata DNS-szekvendtorral (Applied
Biosystems) standard szekvenal6 modban tortént. Minden izolatum esetében mindegyik régiod
tekintetében 2-2 klon szekvenalasat végeztik el mindkét iranybol. A nukleotid sorrend

meghatarozasadhoz felhasznalt primereket az 5. tablazat tartalmazza.

4.3.15. A nukleotid és aminosav szekvenciak vizsgalata

A nukleotid és aminosav szekvencidkat a Genetic Computer Group (GCG) Wisconsin
programcsomag 10.0 verzi6 Madison, Wisc. (Devereux és mtsai, 1984) SEQED, GAP,
ASSEMBLE ¢és TRANSLATE programjai segitségével dolgoztuk fel, ¢és az
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EMBL/NCBI/DDBIJ nemzetkozi adatbazisok adatainak felhasznalasaval elemeztik. A DNS
és aminosav szekvenciak hasonlosag-vizsgalatahoz az EMBOSS-Align
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/; Rice és mtsai, 2000) programjat hasznaltuk. A
szekvenciak illesztését a CLUSTAL X programmal (Thompson és mtsai, 1997) és a MEGA
3.1 szoftverrel (Kumar és mtsai, 2004), a filogenetikai vizsgalatokat a CLUSTAL X
programmal végeztiik. A Neighbor-Joining eljarassal készitett filogenetikai torzsfakat a

TREEVIEW program 1.6.6 verzioja (Page, 1996) segitségével rajzoltuk meg.

4.3.16. Statisztikai analizis
A filogenetikai torzsfak megbizhatosaganak becslésére a nukleotid szekvencia-poziciok
véletlenszerli ismétléses mintavételét és az ezt kovetd fa szerkesztést 1000-es ismétlésben

alkalmazo bootstrap-analizist végeztiink a CLUSTAL X programmal.
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5. EREDMENYEK

5.1. Bulgariai és hazai PPV-izolatumok molekularis jellemzése

Munkank sordn gytijtott PPV-izolatumok koziil nukleotid és aminosav szinten o0t
bulgariai, szilvardl izolalt, valamint harom hazai, kajszirdl és egy hazai szilvar6l szarmazo
1zolatumot vizsgaltunk (4. tablazat).

RT-PCR soran a Potyvirus-specifikus PolyT, és Poty7941 primerekkel a virusgenomrol
késziilt cDNS 3’NIb—CP-3’UTR régionak megfeleld, megkozelitdleg 1800 bazispar (bp)
hosszll fragmentumat, a PCI és PP3 primerpar felhasznalasaval a 3’P3—6K,—5°CI régidonak
megfeleld, 836 bp hossza szakaszat, mig a PPV-P3-RC ¢és PPV-HC-RC primerek segitségével
a 3’HC-Pro—5’P3 régionak megfeleld, 654 bp hosszu fragmentuméat szaporitottuk fel DNS
formdban. A PCR-termékek nukleotid szekvencidjat meghatdroztuk. A kapott cDNS-
szekvenciakat benyujtottuk az European Molecular Biology Laboratory (EMBL) nemzetkozi
adatbazisba, ahol a kovetkezd azonositdé szamok alatt talalhatok meg: AM260933;
AM260934; AM260935; AM260936; AM260937, AM933761; AMI184114; FN179152,
FN179155; FN179153; FN179154 (2. melléklet).

5.1.1. A 3’NIb—CP régio molekularis jellemzése

A c¢DNS 3’NIb—CP-3"UTR genomi régionak (8. abra) megfeleld szakaszat mind az 6t
Bulgériabol (PPV-Troyl, PPV-Troy2, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6) és a négy
hazénkbol szarmazé (PPV-B1298, PPV-Soskutl, PPV-Godollé2, PPV-Szigetcsépl) PPV-
izolatum esetében megsokszoroztuk. A PPV-B1298 izolatum RT-PCR analizise soran a vart,
megkozelitdéleg 1800 bp hosszii PCR-fragmentumnal rovidebb termék keletkezett (9. abra). A
PCR-termékek nukleotid, valamint az abbol szarmaztatott aminosav szekvencidjat klonozast

kdvetden meghataroztuk.

P1 HC-Pro P3 6K, Cl 6K, NIa NIb Cp

8. abra. A 3’NIb—CP-3"UTR régi6 elhelyezkedése a PPV genomjan
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9. abra. Néhany PPV-izoldtummal mechanikailag inokulalt N. benthamiana RT-PCR analizise

Jelmagyarazat: M: DNS-marker (Invitrogen 1Kb DNA Ladder), 1: PPV-Pd4, 2: PPV-Pd7, 3:
PPV-B1298, 4: PPV-Pd31 PPV-izolatumok PolyT, ¢és Poty7941 primerekkel felszaporitott PCR-
termékei. A kb. 1800 bp potyvirus-specifikus PCR-fragmentum (nyil) a minta PPV fert6zottségét
mutatja.

5.1.1.1. A 3’NIb—CP régioé nukleotid és aminosav sorrendjének jellemzése

A PPV-Troy4, a PPV-Troy5, a PPV-Troy6, a PPV-B1298 ¢és a PPV-G6dollo2
izolatumok esetében az NIb C-terminalis végének megfeleld szarmaztatott aminosav sorrend
a NIVIHQ|A, a PPV-Troy2, a PPV-Soskutl és a PPV-Szigetcsépl izolatumok esetében a
NVVVHQ|A, mig a PPV-Troyl izoldtum esetében a NFVIHQ|A szekvenciaval zarult. A
levéltetii-atvitelben nélkiilozhetetlen szerepet jatszo DAG aminosav motivum a szarmaztatott
CP N-végének legelején mind a kilenc szekvencidban jelen volt. A jellemezni kivant PPV-
izolatumok ¢cDNS-bdl szarmaztatott, CP-nek megfeleld aminosav szekvencidjaban mutatkozo
eltérések tobbsége a fehérje N-termindlis részén helyezkedett el, a C-termindlisra és a
kozponti régidra a magas szintli konzervaltsag volt jellemzdé (10. abra). Mindegyik CP
alaninnal (A) kezdédott. Az ot bulgariai, és két hazai kajszi izolatum (PPV-Séskutl és PPV-
Szigetcsépl) CP-je azonos méretii, 330 aminosav hosszi volt. A szilvar6l szarmazé PPV-
B1298 és a kajszirol gylijtott PPV-Go6dollé2 magyar izolatumok CP-je azonban révidebbnek
bizonyult. A PPV-B1298 izolatum genomjardl késziilt cDNS CP génnek megfeleld szakaszan
135 nukleotid (8700—8834. nt pozicid) hosszu deléciét mutattunk ki, mely 45 aminosav
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kereteltolodast. A PPV-Godoll62 izoldtum nukleotid sorrendjében, a PPV-B1298
izolatuméhoz hasonld pozicidoban 33 bazis (8748—-8780. nt pozicid) hossziisagu kereteltolddast
nem okozo deléciot analizaltunk, mely 11 aminosav hianyt jelent ugyancsak a CP N-
terminalis részén (10. abra).

Ezt kovetden elvégeztik a jellemezni kivant izoldtumok, valamint tovabbi 18, a
nemzetk6zi adatbazisokban hozzaférheté PPV-izolatum CP génjének (8577-9566. nt poziciod)
megfeleld cDNS nukleotid ¢és abbol szdrmazd aminosav szekvencidjanak hasonldsag-
vizsgalatat (identity) (3. melléklet). A bulgariai izolatumok koziil a legmagasabb foku
hasonlosdg nukleotid szinten a PPV-Troy4 és a PPV-Troy5 izolatum (99,1%), aminosav
szinten pedig ugyanezen két izolatum, valamint a PPV-Troy4 és a PPV-Troy6 izolatumok
kozott (98,5%) mutatkozott. A legalacsonyabb szintli hasonldsagot a PPV-Troy2 és a tobbi 6t
bulgariai izolatum kozott figyeltiik meg, ami nukleotid szinten 85,7%—87,4%, aminosav
szinten 88,5%-91,2% kozott valtozott. A PPV-Troy2 izolatum a dolgozatban jellemezni
kivant izolatumok koziil, nukleotid és aminosav szinten is, leginkdbb a PPV-Soskutl és a
PPV-Szigetcsépl izolatumokhoz volt hasonld (nukleotid szinten: 97,9%, illetve 97,8%;
aminosav szinten: 97,9%, illetve 98,5%).

A hazai kajszi izolatumok kozott a legmagasabb foki hasonlosdg a PPV-Séskutl és a
PPV-Szigetcsépl izoldtum kozott mutatkozott (nukleotid szinten: 98,5%, aminosav szinten:
98,2%). A PPV-G6dollé2 izolatum a jellemezni kivant izoldtumok koziil, mind nukleotid,
mind aminosav szinten a PPV-Troy4 izoldtummal volt leginkdbb azonos (95,6%, illetve
95,8%).

A PPV-B1298 izolatum a dolgozatban jellemezni kivant izolatumok koziil, nukleotid és
aminosav szinten is, a PPV-Godollé2 izolaitummal mutatta a legnagyobb hasonldsagot
(88,8%, illetve 88,4%).

A nemzetkozi adatbazisokbol kivalasztott izolatumok koziil a PPV-B1298 és a PPV-
G06dolla2 izolatumok az M-tipusu CP-vel, illetve CP génnel rendelkez6 izolatumokhoz, azok
koziil is a PPV-Rec csoport tagjaihoz voltak leginkdbb hasonlok. Nukleotid szinten a
legmagasabb fokti azonossagot mindkét izoldtum a magyar PPV-Pd4 izolatummal mutatta
(PPV-B1298 esetében 86,1%, PPV-G6dollo2 esetében 96,2%). Aminosav szinten a PPV-
B1298 izolatum ugyanehhez a magyar izolatumhoz allt legkdzelebb (85,5%), mig a PPV-
G06dollé2 a PPV-Pd4 izolatumon kiviil a magyar PPV-Bt-H (PPV-Bt-H2) és a szlovak PPV-
BOR-3 izolatumokkal is ugyanolyan szintli hasonldsdgot mutatott (95,8%).
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10. abra. A bulgériai és hazai PPV-izolatumok 3’ NIb—CP régidjanak megfelelé cDNS szarmaztatott aminosav sorrendjének a MEGA 3.1 szoftver
alkalmazasaval készitett tobbszoros illesztése

Jelmagyardzat: A ¢ a CP elsé aminosavat, a ¢ a kdzponti (core) régiod, a ¢ a C-terminalis rész kezdetét jeloli. A DAG motivum aldhuzva. Csak a konszenzus
szekvenciatol eltérd aminosavakat jeloltiik. A pontok azonos aminosavakat, a “-” aminosav hianyt jelol. Az aminosavak szdmozasa a PPV-SK68 izolatum
genomjardl keletkezd poliprotein aminosav sorrendjének megfeleléen tortént.
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A bulgariai izolatumok koziil négy (PPV-Troyl, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6)
az adatbazisokbol szarmazo izolatumok koziil — mind nukleotid, mind pedig aminosav szinten
— ugyancsak az M-tipust CP-vel, illetve CP génnel rendelkezd izolatumokhoz, koziiliik is a
PPV-Rec izolatumokhoz hasonlitott legjobban. Nukleotid szinten a PPV-Troyl, a PPV-Troy4
¢s a PPV-Troy5 a PPV-Pd4 magyar izolatummal, a PPV-Troy6 pedig a PPV-Pd31 magyar és
a PPV-BOR-3 szlovak izolatumokkal mutatta a legmagasabb hasonlésagot. Aminosav szinten
mind a négy izolatum a PPV-Bt-H (PPV-Bt-H2) magyar és a PPV-BOR-3 szlovak
izolatumokkal volt leginkdbb azonos. A hasonlosdg nukleotid szinten 98,2%-99,0%,
aminosav szinten 97,0%-99,1% kozott valtozott.

A PPV-Troy2 bolgar, valamint a PPV-Séskutl ¢s a PPV-Szigetcsépl hazai kajszi
izolatumok az adatbazisokbol szarmazoé izolatumok koziil a D-tipusi CP-vel, illetve CP
génnel rendelkezd izoldtumokkal, a PPV-D csoport tagjaival mutattdk a legmagasabb foku
hasonlosagot. A hasonldsag nukleotid szinten 96,9%-99,6%, aminosav szinten 95,2%-99,1%
kozott valtozott. A bolgar PPV-Troy2 mind a nukleotid, mind az aminosav sorrendet tekintve
a PPV-PA magyar mandula izolatumhoz allt legkozelebb (a hasonlosag mértéke 99,6%,
illetve 99,1%). A PPV-Soskatl a francia PPV-Dideron és az amerikai PPV-PENN2
izolatumokkal (98,3%), a PPV-Szigetcsépl a PPV-Dideron izolatummal (98,2%) volt
nukleotid szinten leginkdbb azonos. Az aminosav sorrendet tekintve a PPV-Soskutl a PPV-
PENN2 (98,2%), a PPV-Szigetcsépl pedig a PPV-Dideron és a PPV-PENN2 izolatumokhoz
(98,5%) volt leginkabb hasonlo (3. melléklet).

A jellemezni kivant kilenc PPV-izolatum és néhany, a nemzetkdzi adatbazisokban
elérhetd PPV-izoldtum szarmaztatott CP-je N-termindlis végének tobbszorés aminosav
szekvencia illesztését az 11. dbra mutatja. A CP N-termindlis végén a PPV-Rec tipust
izolatumok szekvencidihoz képest a PPV-Troyl1 esetében hat (Gasas, Y2875, Rog76, Dasss, Tasos,
Sas98), @ PPV-Troy4 esetében egy (Rag76), @ PPV-Troy5 esetében kettd (Nasi7, Rogze), @ PPV-
Troy6 esetében harom (Ajsss, Vasas, Raopz), valamint a PPV-B1298 esetében a delécion feliil
egy (Pasx), a PPV-G06dollo2 esetében pedig kettd (Tages, Goggg) pozicidban mutatkozott
eltérés. Az eldbb emlitett pozicidk koziil négy (2875., 2876., 2895., 2898.) a vizsgalt PPV-D,
PPV-M, PPV-Rec szekvencidk mindegyikében konzervativ, kettd pedig (2848., 2868.) a
PPV-Rec izolatumokra nézve specifikus. A PPV-G06dollé2 izolatum szarmaztatott CP
szekvencidjaban az egyik pozicid (Tages) a delécid altal érintett. A PPV-Troy2 és a PPV-
Szigetcsépl izolatumok CP N-termindlis szekvencidjaban egy (Rag73), a PPV-Soskutl
esetében négy (Azsso, Tase9, Ras73, Ta900) pozicidban tapasztaltunk aminosav cserét a PPV-D
tipust izolatumokhoz képest, melyek kozil ketté (2850., 2900.) a harom f6 csoport tagjai
kozott konzervativ, egy pedig (2873.) a PPV-D csoport tagjaira nézve specifikus (11. abra).
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11. Abra. PPV-izolatumok szarmaztatott kopenyfehérjéje N-terminalis régidja aminosav szekvenciajanak tobbszoros illesztése

(1332}

Jelmagyarazat: A

PPV-M, PPV-Rec) elkiilonitésére alkalmas két aminosav poziciot mutatja. Csak a konszenzus szekvenciatol eltérd aminosavakat jeloltiik. A pontok azonos aminosavakat, a
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a rekombinans izolatumok szarmaztatott aminosav szekvencidjaban specifikusan konzervativ pozicidkat jeloli. A vastagitott “*” a harom f6 csoport (PPV-D,

(T3 L)

aminosav hianyt jel6l. A jellemezni kivant izolatumok szarmaztatott kopenyfehérjéjében 1évé aminosav cseréket kiemeltiik. Bal oldalt az izolatumok tipusat jeloltikk. A PPV-Ab-Tk

izolatum tipusa még nem ismert. Az aminosavak szdmozasa a PPV-SK68 izolatum genomjardl keletkezd poliprotein aminosav sorrendjének megfeleléen tortént.
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5.1.1.2. A 3°’NIb—CP régio filogenetikai analizise

A vizsgalt 6t bulgariai és négy hazai PPV-izolatum CP génjének (8577-9566. nt
pozici6) megfelel6 c¢cDNS nukleotid sorrendjének, valamint tovabbi 19, a nemzetkozi
szekvencia bevonasaval filogenetikai analizist végeztiink. A hasonldsag-vizsgalat soran kapott
eredményekkel 0sszhangban a Neighbor-Joining eljarassal késziilt térzsfan az 6t bulgariai
izolatum koziil négy (PPV-Troyl, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6), valamint a delécids
PPV-B1298 hazai szilva és a PPV-Godoll62 hazai kajszi izolatumok a PPV-M tipusu
izolatumokkal egy f6 agon, de a tipikus PPV-M izolatumoktdl elkiiloniilve, a rekombinans
izolatumokkal csoportosultak. A PPV-Troy2 bulgariai, és a fennmaraddé két hazai kajszi
izolatum (PPV-Soéskutl, PPV-Szigetcsépl) a PPV-D izolatumokkal alkotott egy csoportot
(12. abra).

Bar a rekombinéacié nyomot hagy a CP gén, illetve a CP szekvenciajaban — a 3’, illetve
az N-termindlis részen (Glasa és mtsai, 2004) —, a PPV-Rec izolatumok rekombinans jellege
csak az NIb gén 3’ végén elhelyezkedd rekombinacids pont vizsgalataval bizonyithatd. Ezért
a 3’ végen talalhaté rekombinacids pont koriili régionak megfeleld cDNS-szakasz nukleotid
sorrendjét is megvizsgaltuk. A PPV-izolatumok 3’NIb-5’CP (8050-8902. nt pozicid)
kivant izolatumok koziil a PPV-Troyl, a PPV-Troy4, a PPV-Troy5, a PPV-Troy6, a PPV-
B1298 és a PPV-Go6dollo2 izolatumok esetében a PPV-D és a PPV-M tipust izolatumok
kozotti rekombindcios eseményre engedett kovetkeztetni. A rekombinacids pont az NIb gén
37 végén, a 8450. nt pozicio kornyékén helyezkedett el. A rekombinacids esemény
8902. nt pozicid) megfeleld nukleotid szekvencia, és tovabbi 22, a nemzetkdzi adatbdzisokban
hozzaférhetd PPV-izolatum ugyanezen régidja bevonasaval filogenetikai analizist végeztiink.
Tovabba a rekombinacidos ponttdol 5° (upstream) (8050-8449. nt pozicid), illetve 3’
(downstream) (8450-8902. nt pozicid) iranyban elhelyezkedd régioknak megfelelé ¢cDNS-
szakaszokat is elemeztiik, és a rekombinacids pont eldtti 400 nt, illetve a rekombinacié utani
453 bazis hossziisagh nukleinsav szakaszokra kiilon-kiilon is elkészitettiik a filogenetikai
torzsfat. A teljes 3’NIb—5’CP régiot vizsgalva a jellemezni kivant izolatumok a CP génnek
megfeleld ¢cDNS-szekvencia alapjan késziilt dendrogramhoz hasonldéan helyezkedtek el (4.

melléklet).
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izolatumokat kiemeltiik (vastagitva).
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W (AY912055) } PPV-W

EA (DQ431465) } PPV-EA

12. abra. PPV-izolatumok CP génnek (8577-9566. nt) megfelel6 cDNS nukleotid szekvencian

alapul¢ filogenetikai analizise Neighbor-Joining eljaras alapjan

Jelmagyarazat: Az elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-analizis eredményét mutatjak;
csak a 60%-nal nagyobb tamogatottsdgu csoportokat jeldltiik. Az SoC, SwC, EA és W izolatumok
csoporton kiviili kontroll izolatumok. Az izoldtumok neve mogott zardjelben a felhasznalt
nukleotid szekvenciak EMBL/NCBI/DDBJ adatbazisbeli azonositd szdma szerepel. Jobb oldalt az
izolatumok tipusat jeldltiik. A PPV-Ab-Tk izoldtum tipusa még nem ismert. A jellemezni kivant



A rekombinacios pontot megeléz6 szekvencia alapjan a PPV-Troyl, a PPV-Troy4, a
PPV-Troy5, a PPV-Troy6, a PPV-B1298 és a PPV-G6doll62 izoldtumok, mas rekombinans
izolatumokhoz hasonloan, a PPV-D izolatumokkal egy f6 4gon csoportosultak, de a tipikus
PPV-D izolatumoktdl elkiilontild mellékdgon taldlhatok. A rekombinacids pontot kovetd
nukleotid sorrendet tekintve pedig a PPV-M csoport tagjaival egy f6 agon, de a tipikus PPV-
M izolatumoktol nagy megbizhatdsagi szinttel elkiiloniilve helyezkedtek el. Ezt a régiot
tekintve a PPV-B1298 és a PPV-Go6dollé2 a vizsgalt rekombinans izolatumoktol kiilonallo
csoportot alkottak. A PPV-Troy2 izoladtum a rekombinacids pont utdni és az az eldtti
nukleotid sorrendet tekintve is a PPV-D izolatumokkal csoportosult. A PPV-Séskutl és a
PPV-Szigetcsépl izolatumok a rekombinacidés pontot kovetd szekvencia alapjan a PPV-D
csoporthoz tatroztak, mig az azt megel6z0 szekvencia alapjan ugyancsak a PPV-D
izolatumokkal egy f6 agon, de a PPV-Rec izolatumok alkotta mellékagon, a rekombinans és a
tipikus PPV-D izolatumok kozott, egy atmeneti pozicidban helyezkedtek el (13A. és 13B.
abra).

Ezt kovetéen a rekombindnsnak bizonyult jellemezni kivant izolatumok 3’NIb-5’CP

crer

nemzetk6zi adatbazisokban hozzaférhetd valamennyi PPV-Rec izolatum ugyanezen
Rec izolatumok filogenetikai rendszerében (14. &bra). A Neighbor-Joining eljaras alapjan
késziilt dendrogramon a rekombindns izoldtumok harom alcsoportja kiilonithetd el, melyek
azonban fo6ldrajzilag nem egységesek. A dolgozatban jellemezni kivant izolatumok koziil
mindkét hazai (PPV-B1298 és PPV-G5doll62) és harom bulgariai rekombinans (PPV-Troyl,
PPV-Troy4, PPV-Troy5) az adatbazisokban elérhetd mas magyar, illetve bulgariai PPV-Rec
izolatomokkal egy alcsoportban talalhato. A PPV-Troy6 bolgar rekombinans izolatum — igaz
csak alacsony bootstrap érték mellett — a tobbi Bulgariabdl szarmazo izolatumtol elkiiloniilve
helyezkedett el a fan, és egyik alcsoportba sem volt besorolhatd. A legkdzelebbi rokonsagot

Szerbiabodl szarmazo izolatumokkal mutatta.
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13. abra. PPV-izolatumok Neighbor-Joining eljarassal késziilt filogenetikai torzsfaja
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Jelmagyardzat: (A) a 3’ végi rekombinacios ponttol 5 iranyban talalhaté 400 nukleotidnak (8050—8449. nt) és (B) az attol 3’ iranyban elhelyezkedd 453 bazisnak
(8450-8902. nt) megfelelé cDNS nukleotid szekvencia alapjan. Az elagazasoknal feltlintetett szamok a bootstrap-analizis eredményét mutatjak; csak a 60%-nal
nagyobb tamogatottsdgu csoportokat jeloltiik. Az SoC, SwC, EA és W izolatumok csoporton kiviili kontroll izolatumok. Az izolatumok neve mdgott zarojelben a
felhasznalt nukleotid szekvenciak EMBL/NCBI/DDBIJ adatbazisbeli azonosité szama szerepel. Jobb oldalt az izolatumok tipusat jeloltiik. A PPV-Ab-Tk izolatum

tipusa még nem ismert. A jellemezni kivant izolatumokat kiemeltiik (vastagitva).
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14. abra. PPV-Rec izolatumok Neighbor-Joining eljarassal késziilt filogenetikai torzsfaja a 3’ NIb—
5’CP genomi régionak (8466—8795. nt) megfelel6 cDNS-szekvencia alapjan

Jelmagyarazat: A elagazasoknal feltiintetett szdmok a bootstrap-analizis eredményét mutatjak; csak a
60%-nal nagyobb tamogatottsagi csoportokat jeloltik. A PPV-SK68 izolatum csoporton kiviili
kontroll. Az izolatumok neve mogott zardjelben a szarmazasi orszag, és a felhasznalt nukleotid
szekvencidk nemzetk6zi EMBL/NCBI/DDBIJ adatbazisbeli azonosité szama szerepel. A jellemezni
kivant izolatumokat kiemeltiik (vastagitva). Az azonos orszagokbol szarmazd izolatumokat azonos
szinekkel jeloltiik. Alb: Albania, Bo-He: Bosznia-Hercegovina, Bulg: Bulgaria, Cso: Csehorszag, Ho:
Horvatorszadg, Lo: Lengyelorszdg, Mo: Magyarorszag, No: Németorszag, Oo: Olaszorszag, Pak:
Pakisztan, Sze: Szerbia, Szl: Szlovakia, To: Torokorszag.
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5.1.2. A 3’P3-6K;—5°CI régié molekularis jellemzése
Az i1zolatumok tovabbi jellemzése céljabol a cDNS 3°P3-6K;—5’CI genomi régionak
(15. abra) megfeleld szakaszat mind az 6t Bulgariabol szilvardl gyijtott (PPV-Troyl, PPV-
Troy2, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6), valamint a harom hazai kajszirdl szdrmazo
(PPV-Séskutl, PPV-G6doll62, PPV-Szigetesépl) PPV-izolatum esetében megvizsgaltuk.
RT-PCR soran, a PCI antiszensz ¢és PP3 szensz primereket felhasznalva felszaporitott
PCR-fragmentumok nukleotid, valamint az abbodl szarmaztatott aminosav szekvenciajat

kozvetleniil a tisztitott PCR-termékbdl vagy klonozast kovetden meghataroztuk.

| | | Ll | | |
| | | - I | | |
P1 HC-Pro P3 6K, Cl 6K, NIla NIb CP

15. abra. A 3°’P3-6K,—5°ClI régi6 elhelyezkedése a PPV genomjan

5.1.2.1. A 3°P3-6K;—5°CI régio restrikcios analizise

A 3’P3-6K;-5’CI régidnak megfeleld PCR-termékeket olyan restrikcios
endonukledzokkal hasitottuk, melyek felismerd helyei csak a vizsgalt régidban D-tipusu
genomu izolatumokrél (PPV-D, PPV-Rec) késziilt cDNS-szekvencidkon talalhatok meg.
Kontrollként egy PPV-M csoportba tartozé izolatum, a PPV-SK68 fertézéképes cDNS klonjat
(pPPV-SK68; Palkovics ¢és mtsai, 1993) hasznaltuk. A primerpar mindegyik minta esetében
egy megkozelitdleg 836 bp méretli PCR-fragmentumot szaporitott fel, melyet tisztitds utan
EcoRl, illetve Ddel (Hpy3F]) restrikcios endonukledzokkal hasitottunk.

A 3’P3-6K;-5°CI régioban a PPV-D és PPV-Rec tipusu izolatumok a cDNS ezen
szakaszan egy EcoRl, és egy vagy két Ddel hasito helyet tartalmaznak (Glasa és mtsai, 2002a,
2002b; Matic ¢és mtsai, 2006). Ezek a restrikciés enzimek az ebben a régidban M-tipusu
szekvenciakrél (PPV-M csoport tagjai) késziilt cDNS-szakaszokat nem vagjak. Ahol a hasitas
bekovetkezik ott két, esetleg harom (két Ddel hely esetén) fragmentum keletkezik, és ezen
izolatumok genomja a vizsgalt régioban D-tipust. Azoknal az izolatumoknal, amelyek
torténik hasitas, és a PCR-termékek egészben maradnak. Ezek az izolatumok az adott
szakaszon M-tipust nukleinsavval rendelkeznek.

Az EcoRI hasitas az 6t bulgariai (PPV-Troyl, PPV-Troy2, PPV-Troy4, PPV-Troy5,
PPV-Troy6), és két hazai, kajszir6l szarmazo izolatum (PPV-G06doll62 és PPV-Szigetcsépl)
esetében két fragmentumot eredményezett (491 bp + 345 bp) jelezve, hogy ezek genomja
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ebben a régidban D-tipusu. A 3’NIb—CP régi6 alapjan PPV-D csoportba sorolt kajszirol
szarmaz6 PPV-Soskutl izolatum ezen régidjarol késziilt cDNS-t azonban, a PPV-M tipusu
szekvencidhoz hasonldan, az enzim nem vagta, és a PCR-termék egészben maradt (16A.
abra). A Ddel enzim felismerd helye mindharom hazai kajszi izolatum (PPV-Soskutl, PPV-
G06dollo2, PPV-Szigetcsépl) genomjardl késziilt cDNS-en jelen volt, és a hasitds két
fragmentumot (651 bp + 185 bp) eredményezett. A bulgariai izolatumok koziil azonban az
endonukledz csak a 3’NIb—CP régi6 vizsgalata alapjan PPV-D csoportba tartozé PPV-Troy2,
¢s a rekombinans PPV-Troyl, PPV-Troy4 és PPV-Troy5 izolatumokat vagta, az ugyancsak
rekombinans PPV-Troy6 izolatumot nem hasitotta (16B. abra). Az elvartaknak megfelelden
az M-tipusti genomu PPV-SK68 fertdzoképes klonrol szarmazo PCR-terméken egyik enzim
felismeré helye sem volt jelen. A PPV-Troy6 és a PPV-Soskutl izolatumok esetében az
EcoRl, illetve Ddel enzimekkel végzett RFLP analizis soran ellentmondast tapasztaltunk. A
PPV-Troy6 izolatum az EcoRI enzimmel tortént hasitaskor, Ggy viselkedett, mintha D-tipust,
a Ddel endonukleédzos restrikcids analizis soran pedig, mintha M-tipusu genomja lenne ebben
arégioban. A PPV-Soskutl izolatumot pedig éppen ellenkezdleg, az EcoRI hasito hely hianya
miatt, ebben a régioban M-tipusi, mig a Ddel felismerd hely jelenléte alapjan D-tipust

genomu izolatumnak is lehetne tekinteni.

5.1.2.2. A 3’P3-6K;—5°CI régio nukleotid és aminosav sorrendjének jellemzése és
filogenetikai analizise

A PPV-Troy6 és a PPV-Soskutl izolatumok RFLP vizsgalata soran megfigyelt
ellentmondas fakadhat egyrészt a restrikcios helyeket érinté pontmutdciokbol, masrészt
azonban, a PPV-D ¢és a PPV-M csoportok kozotti, rekombinacios eseményre is utalhat. Ennek
tisztazasa érdekében az RT-PCR soran felszaporitott cDNS-szakaszok nukleotid sorrendjét
meghatdroztuk és a D-tipust szekvencia-specifikus EcoRI, illetve Ddel enzimek hasito
szekvencia-specifikus restrikcios endonukleaz, az Asnl felismerd helyét is térképeztiik. Ebben
a régioban M-tipusu szekvenciaval rendelkezd izolatumok genomjaro6l késziilt cDNS-en egy
Asnl felismerd hely talalhatd, mely a D-tipust nukleinsavakon nincs jelen (Glasa és mtsai,

2002b).
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16. abra. PPV-izolatumok 3’P3—6K,—5’CI genomi régidjanak megfeleld6 PCR-termékek
restrikcios endonukledzokkal tortént hasitasa

Jelmagyarazat: (A) EcoRl és (B) Ddel. Ezek az enzimek az ebben a régioban D-tipusu
virusszekvencidkrol szarmazé DNS-szakaszokat képesek csak vagni (két fragmentum). M: DNS-
marker (Fermentas GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder), 1: PPV-Troyl, 2: PPV-Troy2, 3: PPV-
Troy4, 4: PPV-Troy5, 5: PPV-Troy6, 6: pPPV-SK68 kontroll plazmid, 7: PPV-Soéskutl, 8: PPV-
G06dolle2 és 9: PPV-Szigetcsépl enzimmel hasitott, 10: pPPV-SK68 plazmid hasitas nélkiili PCR-
termékei.
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A PPV-Troy6 izolatum 3’P3—-6K;—5’CI (2976-3696. nt pozicio) régidjanak megfeleld
c¢DNS nukleotid sorrendje egy EcoRI helyet tartalmazott, a Ddel hely azonban hianyzott
beldle, mig a PPV-Soskutl szekvencidjaban egy Ddel helyet talaltunk, de az EcoRI felismerd
hely nem volt jelen. Az Asnl restrikcidos hely egyik izolatumrdl késziilt cDNS vizsgalt
régidjaban sem volt megtalalhatd (17. abra). A vizsgalt két izolatum nukleotid sorrend;jét
ebben a régidoban D-tipusu genomu izoldtumok ugyanezen régidja nukleotid szekvenciajaval
Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a PPV-Troy6 izolatum szekvencidjdban a Ddel hely
negyedik nukleotidja (A3102C, CTNAG>CTNCG), mig a PPV-Soskutl izoldtum esetén az
EcoRI hely hatodik bazisa (Csg4;0T, GAATTC>GAATTT) megvaltozott (17. abra). A

pontmutaciok aminosav szinten egyik izolatum esetében sem okoztak valtozast.

3067 3126
D: D TTCGGTCATTACTTGGCAACCAGTACAAACGCSINONEA GACGTAGT CCGACGGARAAGAG
Séskutl TTCGGTCATTACTTGGCAACCAGTACAAACGCSINONEA GACATAGT CCGACGGARAAGAG

Rec BOR-3 TTCGGTCATTACTTGGCAACCAGTACAAACGCSINONEAGACGTAGT CCGCCGGARAAGAG
Troy6 TTCGGTCATTACTTGGCAACCAGTACARACGCCTGCGAGACGTAGTCCGCCGGARAAGAG

M: SK68 TTCGGTCATTACTTGGCAGCCAATACAAACGCCTGAAAGACGTAGTTCGGCGGAAAAGAG
2: Ab-Tk TTCGGTCATTACTTGGCAGTCAATACARACGCCTGAAAGACGTGATTCGGCGGARAAGAG
3247 3306

D: D TCTTGCTTTCAATAGGAGCCACATGCAACTCAATGATCAATGAGCATAAACATCTTAAGC
Séskutl TCTTGCTTTCAATAGGAGCCACATGCAACTCGATGATCAATGAGCATAAACATCTTAAGC

Rec BOR-3 TCTTGCTTTCAATAGGAGCCACATGTAACTCAATGATCAATGAGCATAAACATCTTAAGC
Troy6 TCTTGCTTTCAATAGGAGCCACATGTAACTCAATGATCAATGAGCATAAACAGCTTAAGC

M: SK68 TCCTGCTTTCAATAGGAGCCACATGCAATTCAAT INMVNNAGAGCACAAACATT TAAAGC
2: Ab-Tk TCTTGCTTTCAATAGGAGCCACATGCAATTCAATCHNGWNNIGAACACARACATT TAAAGC
3367 EcoRrI 3426

D D GGT TATCAGAGAAAGTTGGTTGCACACCAACAGCAGATCTGGAGTATGTGGGAG
Séskutl GGTTATTAGAGAAGGTCGGTTGTACACCAACAGCAGATGAATTT CTGGAGTATGTGGGAG

Rec:  BOR-3 GATTATCGGAGAAGGCTGGTTGCACACCAACAGCAGAT/INNMNGC TGGAGTATGTGGGAG
Troy6 GATTATCAGAGAAGGTTGGTTGCACACCAACAGCAGAT(CHVNNNEC TGGAGTATGTGGGAG

M: SK68 GACTATTAGAAAAGATTGGTTGCACACCAACAGCGGATGAATTTCTTGAATATGTGCAAG
2: Ab-Tk GACTATCAGAARAGGGTTGGTTGCACACCAACAGCGAAT[GNNINSC TAGAATATGTGCAAG

17. abra. PPV-izolatumok 3°P3—6K,—5°CI genomi régidjanak megfelelé cDNS nukleotid sorrend
a3067. ésa3126.,a3247. és a 3306., illetve a 3367. és a 3426. bazisok kozotti régidban

Jelmagyarazat: Az izolatumok csoportbeli hovatartozasat bal oldalon jeloltik (aldhuzva és
vastagitva). A PPV-Ab-Tk izolatum tipusa még nem ismert. A Ddel hasité hely (PPV-Troy6
izolatum) és az EcoRI felismerd hely (PPV-Soskutl izolatum) hidnyaért felelés nukleotidokat
kiemeltiik (vastagitva). Az aminosavak szdmozasa a PPV-SK68 izolatum genomjarol keletkezd
poliprotein aminosav sorrendjének megfelelden tortént.

Ezt kovetden a PPV-Troy6 és a PPV-Séskutl izolatumok 3°P3—6K;—5’CI régidjanak
(2976-3696. nt pozicid) megfelelé cDNS nukleotid és aminosav sorrendjét 6sszehasonlitottuk

egymassal, majd 25, a nemzetkozi adatbazisokban hozzaférhetd PPV-izolatum ezen régidja
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szekvencia adataival (5. melléklet). A PPV-Troy6 a PPV-Soskutl izolatumhoz nukleotid
szinten 96,5%-ban, aminosav szinten 97,5%-ban volt hasonldé. A hasonldsag-vizsgalat azt
mutatta, hogy az adott szakaszt tekintve a PPV-Troy6 és a PPV-Soskutl izolatumok mind
nukleotid, mind aminosav szinten a vizsgalt régioban D-tipusi genomdu, adatbazisokbol
szarmazo izolatumokhoz (PPV-D és PPV-Rec csoport tagjai) alltak legkozelebb. A PPV-
Troy6 nukleotid szinten a legmagasabb fokt hasonlosagot (98,1%) a rekombinans PPV-BOR-
3 izolatummal, mig a PPV-Soskutl egyes PPV-D izolatumokkal (PPV-PENN2, PPV-85.001,
PPV-BOJ-3, PPV-BOR-1) mutatta (97,8%). Aminosav szinten mindkét izoldtum a
rekombinans PPV-KRN-1, és egyes PPV-D izolatumokkal (PPV-PENN2, PPV-85.001, PPV-
BOJ-3, PPV-BOR-1) volt leginkabb azonos (PPV-Troy6 izolatum: 99,2%, PPV-Soskutl
izolatum: 98,3%).

PPV-izolatumok 3°P3—-6K;-5’CI régidjanak megfelel6 cDNS-bdl szarmaztatott
aminosav sorrend (mely a P3 utols6 173, a teljes 6K; (52 aminosav) és a CI elsé 15
aminosavat tartalmazza) t0bbszoros illesztését a 6. melléklet mutatja. Az adott régiot tekintve
a PPV-Soskutl izolatum négy (lo7a, logs, Lio7e, Ti164), @ PPV-Troy6 kettd (Qiosi, Nii2o)
aminosavban tért el a vizsgalt szakaszon D-tipusu genomu izolatumoktdl (PPV-D és PPV-Rec
csoport tagjai). Ezek koziil a PPV-Soskutl izolatum egy (974.), a PPV-Troy6 izolatum két
olyan aminosav pozicidban (1051. és 1120.) tartalmazott valtozast, melyek a vizsgalt PPV-D,
PPV-M ¢és PPV-Rec szekvencidk mindegyikében konzervativak.

A PPV-Troy6 ¢és a PPV-Soskutl izolatumok 3’P3—6K;—5’ClI régidjanak (2976-3696. nt
pozicid) megfelelé cDNS nukleotid szekvencidja, és tovabbi 25, a nemzetkozi adatbazisokban
hozzaférhetd6 PPV-izolatum ugyanezen régioja bevonasaval filogenetikai analizist végeztiink.
A PPV-Troy6 ¢és a PPV-Soskatl izolatumok az adott régidban D-tipusi genomu
izolatumokkal (PPV-D ¢és PPV-Rec csoport) csoportosultak (18. 4bra). A filogenetikai
torzsfan a tipikus PPV-D ¢és a PPV-Rec tipust izolatumok egy f6 4gon helyezkedtek el —
jelezve, hogy ebben a régidoban mindkét csoport tagjainak genomja D-tipust —, de egymastol
100%-0s bootstrap érték mellett elkiiloniild mellékdgakon foglaltak helyet. A PPV-Soskutl
izolatum a tipikus PPV-D izolatumokkal, a PPV-Troy6 pedig a mar jellemzett PPV-Rec

csoport tagjaival egylitt csoportosult.
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18. abra. PPV-izolatumok Neighbor-Joining eljarassal késziilt filogenetikai torzsfaja a 3’P3—6K,—
5°CI genomi régionak (2976-3696. nt) megfelelo cDNS-szekvencia alapjan

Jelmagyarazat: A elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-analizis eredményét mutatjak;
csak a 60%-nal nagyobb tamogatottsagli csoportokat jeldltiikk. Az SoC, SWC, EA és W izolatumok
csoporton kiviili kontroll izolatumok. Az izolatumok neve mogott zardjelben a szdrmazasi orszag,
¢s a felhasznalt nukleotid szekvenciak nemzetk6zi EMBL/NCBI/DDBJ adatbézisbeli azonositd
szama szerepel. Jobb oldalt az izolatumok tipusat jeloltiik. A PPV-Ab-Tk izolatum tipusa még
nem ismert. A jellemezni kivant izolatumokat kiemeltiik (vastagitva).
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5.1.3. A 3’HC-Pro—5’P3 régiéo molekularis jellemzése

A bulgariai PPV-Troy6 izolatum rekombinans jellegének megerdsitése céljabol a
érdekében a virusgenomrol késziilt cDNS 3’HC-Pro—5"P3 régidonak (19. abra) megfeleld
szakaszat, mely a genom 5° végén, a P3 génben elhelyezkedd rekombinécids pontot is
magaban foglalta (Glasa és mtsai, 2004), RT-PCR soran felszaporitottuk. A PCR-fragmentum
nukleotid, valamint abbol szarmaztatott aminosav szekvencidjat kozvetleniil a termékbdl

meghataroztuk.

P1 HC-Pro P3 6K, Cl 6K, NIa NIb CP

19. abra. 3’HC-Pro—5’P3 régio elhelyezkedése a PPV genomjan

5.1.3.1. A 3’HC-Pro-5’P3 régio nukleotid és aminosav sorrendjének jellemzése és
filogenetikai analizise

A PPV-Troy6 izolatum 3’HC-Pro—5’P3 régidjanak (2387-2907. nt pozicid) megfeleld
nukleotid és abbdl szarmaz6 aminosav szekvencidkat 19, a nemzetk6zi adatbazisokban
elérhetd PPV-izolatum ugyanezen régidja szekvencia adataival hasonlitottuk &ssze (7.
melléklet). Az adatbazisokbdl szarmazé izolatumok koziil nukleotid szinten a PPV-Troy6 a
genom ezen szakaszdn D-tipusu szekvenciaval rendelkezé izoldtumokhoz (PPV-D és PPV-
Rec csoport tagjai), koziiliikk is a PPV-Rec csoport tagjaihoz volt leginkabb hasonl6 (97,5%—
98,7%). Aminosav szinten a PPV-D (97,1%-98,8%), a PPV-M (97,7%-98,8%) és a PPV-Rec
(96,5%-99,4%) tipusu izolatumokkal kozel azonos szintli hasonlosagot mutatott. Nukleotid
szinten a szerb rekombindns PPV-Serbia-MI izolatummal (98,7%), aminosav szinten
ugyanezen szerb rekombindnssal, valamint egy német (PPV-143A) és egy cseh (PPV-
Horomerice) rekombinéns izolatummal volt leginkdbb azonos (99,4%).

A PPV-Troy6 izolatum 3 HC-Pro—5°P3 régidjarol (2387-2907. nt pozicid) késziilt
cDNS nukleotid szekvencidja és 19, a nemzetkozi adatbazisokban elérhetdé PPV-izolatum
ugyanezen régioja felhasznalasaval filogenetikai vizsgéalatot végeztiink. A Neighbor-Joining
eljarassal készitett torzsfan a PPV-Troy6 izolatum a fa, ebben a régidoban D-tipusi genomu
izolatumok altal képviselt f6 dgan, de a tipikus PPV-D izolatumoktol 100%-os bootstrap érték
mellett elkiiloniilé mellékagon, az adatbazisokbol szarmazdé PPV-Rec izoldtumokkal egyiitt
csoportosult (20. abra), mely megegyezik a régi6 nukleotid szintli hasonldsag-vizsgalata soran

kapott eredményekkel.
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20. abra. PPV-izolatumok Neighbor-Joining eljarassal késziilt filogenetikai térzstaja a 3’HC-Pro—
5’P3 genomi régionak (2387-2907. nt) megfeleld cDNS-szekvencia alapjan

Jelmagyarazat: A elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-analizis eredményét mutatjak;
csak a 60%-nal nagyobb tdmogatottsagu csoportokat jeldltiik. Az SoC, SWC, EA és W izolatumok
csoporton kiviili kontroll izolatumok. Az izoldtumok neve mogott zardjelben a felhasznalt
nukleotid szekvencidk nemzetk6zi EMBL/NCBI/DDBIJ adatbazisbeli azonositd szama szerepel.
Jobb oldalt az izolatumok tipusat jeloltik. A PPV-Ab-Tk izolatum tipusa még nem ismert. A
PPV-Troy®6 izolatumot kiemeltiik (vastagitva).
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tobbszoros illesztésének analizise a PPV-D ¢és a PPV-M tipusu izolatumok kozotti
rekombindcidra utalt a PPV-Troy6 izolatum esetében a P3 gén 5° végén, a 2813. nt pozicid
kornyékén. A rekombinacids esemény bizonyitékaként az 5° végi rekombindcids pontot
kovetd (downstream) 95 bazis hosszusagu (2813-2907. nt pozicid) és az azt megel6zd
(upstream) 426 bazis hosszu (2387-2812. nt pozicid) nukleinsav szakaszokra kiilon-kiilon is
elkészitettiik a torzsfat. A 2813-2907. nukleotidoknak megfeleld szekvencia alapjan a PPV-
Troy6 izolatum az adatbazisokbol szdrmazo6 rekombindns izolatumokhoz hasonldan, a PPV-D
izolatumokkal csoportosult. A 2387-2812. nukleotidoknak megfeleld nukleinsav szakasz
alapjan a tobbi PPV-Rec izolatummal egylitt csoportosult, de ezt a régidt tekintve a PPV-D,
PPV-M ¢s PPV-Rec tipust izolatumok a fa egy 6 4gén helyezkedtek el (8. melléklet).

5.2. A B1298 rovidebb CP gént hordozé virus vizsgalata
5.2.1. A B1298 rovidebb CP gént hordoz6 virus patogenitasa és virionjainak jellemzése

Annak tisztdzasa érdekében, hogy a PPV-B1298 izolatum CP génje valoban rovidebb,
¢s nem csak PCR-miitermékrdl van szo, a virusgenomrol késziilt cDNS CP génnek megfeleld
szakaszat beépitettilk a CaMV-bol szarmazé 35S promoter mogott a PPV teljes szekvenciajat
c¢DNS formaban hordoz6 pPPV-SK68 fertézoképes klonba (Palkovics és mtsai, 1993), és
megvizsgaltuk az eredeti PPV-B1298 izolatum és a PPV-B1298 CP gént hordozo PPV
klonbol (pPPV-SK68CPB1298) szarmaz6 virus fertézOképességét.

Az eredeti izolatum izolalasakor szilvan hasonld tiineteket mutatott, mint mas PPV-
izolatumok. A pPPV-SK68CPB1298 plazmiddal tértént mechanikai inokulalast kvetéen a N.
benthamiana ndvények 100%-ban fertézédtek. A N. benthamiana tesztndvényeken a pPPV-
SK68CPB1298 klonbol szarmazd virus és az eredeti izoldtum is hasonld erds tlineteket
mutatott, mint a kontroll, nem deléciés CP gént hordozé fertézéképes pPPV-SK68 klonbol
szarmazo0 virus.

A pPPV-SK68CPBI1298 klonbol szarmazd virus virionjainak  kialakulasat
elektronmikroszkdppal vizsgéltuk. A rovidebb CP gént hordozé kiméra virus partikulumai,
mas PPV-izolatumokhoz hasonlé morfologiai tulajdonsdgokkal rendelkeztek. A
virusrészecskék atlagos atmérdje azonban a pPPV-SK68 klonbol szarmazo virionok esetében
mértnél kisebbnek bizonyult. A delécid kovetkeztében a rovidebb CP gént hordoz6 virus

virionjainak atmérdje 9,3%-kal csokkent (21. abra).
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21. abra. (A) a pPPV-SK68 klonbol és (B) a pPPV-SK68CPB1298 klonbol szarmazd virionok
elektronmikroszkopos képe (fotd: Szabo L.), (C) a partikulumok mért d&tmérdje nagysag szerint
ndvekvd sorrendbe rendezve (a vizszintes tengelyen a mintaszam lathatd), valamint (D) a
statisztikai értékek

5.2.2. A B1298 rovidebb CP gént hordozo virus atvihetésége levéltetvekkel

Eddigi kisérleti eredmények szerint a levéltetii atvitelért a CP-ben a DAG aminosav
motivum a felelds (Atreya és mtsai, 1990, 1991, 1995). Jollehet ez a motivum a PPV-B1298
szarmaztatott CP-ben jelen volt, mégis az atvitel kisérletes bizonyitékaként elvégeztiik a
levéltetii-atviteli tesztet. A fogadd ndvényként hasznalt N. benthamiana ndovényeken 3 hét
elteltével a PPV fertézésére jellemzd szisztemikus mozaik tiinetek jelentek meg. A
tesztnovények RT-PCR analizis sordn is fert6zottnek bizonyultak a rovidebb CP gént hordozo

virussal (22. abra).
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22. abra. A PPV-B1298 izolatum levéltetii-atviteli vizsgalata RT-PCR analizissel

Jelmagyarazat: Az RT-PCR analizis soran a PolyT, és Poty7941 primereket hasznaltuk. M: DNS-
marker (Invitrogen 1Kb DNA Ladder), 1: pPPV-SK68CPB1298 fert6zoképes klonbol szarmazo
virussal inokuldlt N. benthamiana, 2: pPPV-SK68 fertézoképes klonbol szarmazo virussal
inokuldlt N. benthamiana, —: egészséges N. benthamiana, +: pPPV-SK68 kontroll plazmid PCR-
termékei. A kb. 1800 bp potyvirus-specifikus PCR-fragmentum (nyil) a minta PPV fertézottségét
mutatja.

5.2.3. A B1298 rovidebb CP szerkezete

Az irodalombol ismert, hogy a virusrészecske fehérjeburkdnak kialakitdsdban a CP
kozponti régidja vesz részt (Jagadish és mtsai, 1991, 1993; Dolja és mtsai, 1995; Varrelmann
¢s Maiss, 2000), az N-terminalis régidonak nincs ebben szerepe (Dolja és mtsai, 1994). A PPV-
B1298 izolatum kdpenyfehérjéjében a delécid ugyan az N-terminalis részen tortént, de igen
kozel a kdzponti régidhoz (10. abra), ezért szamitogépes programok segitségével elkészitettiik
a szarmaztatott PPV-B1298 CP josolhaté harmadlagos struktarajat, és 6sszehasonlitottuk azt a
PPV-Bt-H izolatum szarmaztatott CP szerkezetével. A PPV-Bt-H CP-hez viszonyitva, a

deléci6 semmilyen strukturdlis valtozast nem eredményezett a rdvidebb CP kozponti

crer
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23. abra. A PPV-B1298 és a PPV-Bt-H izolatumok kdpenyfehérje térszerkezete

Jelmagyarazat: A nyilak a kdzponti (core) régiok kezddpontjait jelolik. A piros ovalis a PPV-
B1298 CP N-terminalis részébol kiesett részt mutatja a nem delécios PPV-Bt-H izolatum
térszerkezetén.

5.2.4. A B1298 rovidebb CP gént hordozo6 virus kimutathatosaga szerolégiai (Western
blot) médszerrel

A PPV-B1298 deléciés mutans rekombinans izolatum szeroldgiai kimutathatdosaganak
megbizhatosagat egy hazai PPV-M (PPV-SK68) és egy ugyancsak hazai PPV-Rec csoportba
tartozd6 (PPV-Pd4) izoldtumhoz viszonyitva, kiilonbozd gyartoktol szarmazé PPV CP-
specifikus poliklondlis és monoklonalis ellenanyagok felhasznéaldsaval végzett Western blot

modszerrel vizsgaltuk (24. ébra).
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24. abra. PPV-izolatumok kimutathatosaga szerologiai (Western blot) modszerrel kiillonb6zo
ellenanyagok felhasznalasaval

Jelmagyarazat: (1) PPV-SK68 izolatummal (PPV-M) fertézott N. benthamiana, (2) PPV-Pd4
izolatummal (PPV-Rec) fert6zott N. benthamiana, (3) PPV-B1298 izolatummal (delécios PPV-
Rec) fert6zott N. benthamiana szisztemikus tlineteket mutatd leveleibdl készitett szovetnedv-
kivonatok, (4) egészséges N. benthamiana (kontroll) levelébdl készitett szovetnedv-kivonat. A—C
poliklonadlis ellenanyagok: (A) Real Durviz PPV ELISA Kit PPV-specifikus poliklonalis
ellenanyag, (B) DSMZ PPV ELISA Kit PPV-specifikus poliklonalis ellenanyag (AS-0019), (C)
Bioreba PPV ELISA Kit AP-konjugalt PPV-specifikus poliklonalis ellenanyag; D-F
monoklondlis ellenanyagok: (D) Real Durviz PPV ELISA Kit PPV-M csoport-specifikus AL jelt
monoklonalis ellenanyag, (E) Real Durviz PPV ELISA Kit PPV-specifikus 5B jelli monoklonalis
ellenanyag, (F) Sanofi PPV ELISA Kit A ¢és B jelii, PPV-M ¢és PPV-D csoport-specifikus AP-
konjugalt monoklonalis ellenanyag.
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A poliklonalis ellenanyagok koziil a Real Durviz PPV ELISA Kit PPV-specifikus
poliklondlis ellenanyaganak ¢érzékenysége messze elmaradt a masik két poliklonalis
ellenanyagétol (DSMZ, Bioreba), melyek a vizsgalt izolatumokat kozel azonos
hatékonysaggal ismerték fel. A monoklondlis ellenanyagok koziil a Real Durviz PPV ELISA
Kit AL jeld, PPV-M csoport-specifikus monoklonalis ellenanyaga nem ismerte fel a PPV-
B1298 izolatum CP-jét, jollehet a vizsgalt antitestek koziil ez volt a leghatékonyabb a
rekombinans PPV-Pd4 izolatum detektalasaban. Emellett ez az antitest a vizsgalt izolatum
tipusok koziil a rekombinans tipust ismerte fel a legnagyobb érzékenységgel. Ezzel
ellentétben, a Real Durviz PPV ELISA Kit altalanos, 5B jeli (IVIA) PPV-specifikus
monoklondlis ellenanyag a nem delécids virusokhoz hasonloan igen hatékonyan felismerte a
delécios rekombinans PPV-B1298 izolatumot is. A Sanofi PPV ELISA Kit A ¢és B jelti, PPV-
M ¢és PPV-D csoport-specifikus, AP-konjugalt monoklondlis ellenanyag nem volt tul

hatékony a PPV-B1298 ¢s a nem delécios rekombindns izolatum detektalasaban sem.

5.2.5. A delécio hatasa a virus-akkumulaciora

A PPV-B1298 izolatum CP génjében tortént természetes delécid lehetséges szelekciods
elényének vagy hatranyanak vizsgalatdhoz kompeticios kisérleteket végeztiink, melyek soran
a virus-akkumuléciot vizsgaltuk. A kisérletek elsé 1épéseként, a B1298 rovidebb CP gént
hordozd, fertézoéképes pPPV-SK68CPB1298 kiméra klonnal, illetve a teljes hosszasagu CP
gént hordozo, fertézoképes pPPV-SK68 vad tipusi klonnal kiilon-kiilon inokulalt M.
benthamiana ndvények szisztemikus tiineteket mutato leveleiben a virusok koncentracigja két
héttel a fertdzést kovetden azonos mértékii volt, ahogy azt az 5B (IVIA) PPV-specifikus
monoklondlis ellenanyag felhasznalasaval végzett Western blot analizis eredményei mutattak
(nincs bemutatva).

A pPPV-SK68CPB1298 klonbol és a pPPV-SK68 klonbdl szarmazd virusokkal a M.
benthamiana ndvény ugyanazon levelét egyiittesen inokulalva, vagy a két virussal a
tesztnovény kiilonbozo leveleit kiilon-kiilon fertézve is ugyanazt az eredményt kaptuk. A
sorozatos mechanikai atvitel soran a rovidebb CP gént hordozé kiméra virus akkumulacidja
nem valtozott, a virus végig azonos mértékben expresszalta a CP-t. A vad tipusu virus
koncentracioja azonban mar az els passzalast kdvetden jelentds mértékben csokkent, és a
harmadik utan a kimutathat6sagi hatar ala kertilt. A kiméra és a vad tipust virussal egyiittesen
fertdzott novényi kivonatokndl a masodik passzalasig négy CP-specifikus jel volt
megfigyelheté a membranon, melyek koziil a nagyobb molekulatomegii CP-nek megfeleld
kett6 a pPPV-SK68 klonbol szarmazo virus jelenlétét mutatta. A kisebb molekulatomegii

masik kettd pedig a pPPV-SK68CPB1298 klonbol szarmaz6 virusnak felelt meg (25. ébra).
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25. abra. A pPPV-SK68 és a pPPV-SK68CPB1298 klonokbol szarmazoé virusokkal egyiittesen
fertézott N. benthamiana ndvények szisztemikus tiineteket mutatd leveleibdl készitett szovetnedv-
kivonatok kiilonb6z6 idékben végzett Western blot analizise

Jelmagyarazat: (1) az elsd, (2) a masodik, (3) a harmadik, (4) a negyedik, (5) az 6todik, (6) a hatodik
passzalas utan; (7) a pPPV-SK68 klonbol szarmazd virussal és (8) a pPPV-SK68CPB1298 klonbol
szarmazo virussal végzett kontroll fertdézés. A nyilak a teljes hosszusagu CP-specifikus kettds jelet
(SK68CP), illetve a kisebb méretii, deléciés CP-specifikus kettds jelet (B1298CP) mutatjak.

5.3. Uj tudomanyos eredmények

1. Elvégeztiik kilenc, 6t bulgariai szilvarol szdrmazo, valamint hdrom hazai kajszirol, és egy
hazai szilvarél szérmaz6 PPV-izoldtum részleges molekuldris szintli jellemzését,
megallapitottuk csoportbeli hovatartozasukat, és elhelyeztilk azokat a PPV-izolatumok
filogenetikai rendszerében. Vizsgalataink soran kapott szekvencidkat benyujtottuk a
nemzetkozi adatbdzisban.

2. Elséként azonositottunk a PPV-Rec és a PPV-D tipust izolatumok 3’P3-6K;-5°CI
régiojanak megfeleld0 c¢DNS-szakaszon konzervativ Ddel restrikcios helyben
pontmutéacioval rendelkez6 PPV-Rec, illetve az EcoRI hasitdé helyben pontmutaciot
hordozé PPV-D izoldtumot. Eredményiink a 3°’P3—6K;—5’CI régionak megfelel6 cDNS
Ddel és EcoRlI restrikcidos endonukledzokkal végzett RFLP analizisének, mint a PPV-
izolatumok csoportbeli hovatartozasanak meghatarozasara széleskdriien hasznalt
molekuléris diagnosztikai modszernek a megbizhatosagat megkérddjelezi.

3. Azonositottunk két, a CP génben deléciot hordozd természetes mutans PPV-izoldtumot,
¢s meghataroztuk a deléciok pontos hosszat és helyét. A szilvarol szarmazé PPV-B1298
izolatum genomjardl késziilt cDNS CP génnek megfeleld szakasza 135 nukleotiddal, a
kajszirdl gytijtott PPV-Godollé2 izolatumé 33 bazissal rovidebbnek bizonyult, mely 45,
illetve 11 aminosav hidnynak felel meg a szarmaztatott CP N-terminalis részén. A CP
génben deléciot hordozo eddig ismert természetes mutans PPV-izoldtumok koziil a PPV-

B1298 a leghosszabb delécidval rendelkezé izoldtum.
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Elkészitettiink egy, a B1298 rovidebb CP gént hordozo fertézéképes PPV ¢cDNS klont.
Meghataroztuk a rovidebb CP gént hordozo virus patogenitasat, levéltetiivel vald
atvihetdségét, virionjainak atmérdjét és a mutans CP harmadlagos szerkezetét. A delécio a
virus patogenitasat és levéltetiivel vald atvihetdségét N. benthamiana ndvényeken nem
befolyasolta, a partikulumok atméréje azonban csokkent a teljes hossziusagi CP gént
hordozé virionhoz képest. A delécio a CP struktardjaban nem okozott valtozast.
Meghataroztuk a rovidebb CP gént hordoz6 virus szerologiai modszerrel, kiilonbdzd
gyartoktol  szdrmazd  poliklondlis és  monoklondlis  ellenanyagokkal  vald
kimutathatésaganak megbizhatosagat. Megallapitottuk, hogy a kiilonbdzo ellenanyagok
eltéré hatékonysaggal ismerik fel a PPV-B1298 izolatumot, sét egyesek nem alkalmasak
a mutans virus kimutatésara.

Meghataroztuk a PPV-B1298 izolatum CP génjében tortént delécié hatisat a virus-
akkumulaciéra. Kimutattuk, hogy a rovidebb CP gént hordozoé virus a teljes hosszisaga
CP génnel rendelkezd virushoz képest nagyobb mértékii akkumuldciora képes N.

benthamiana tesztndvényen.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA ES KOVETKEZTETESEK

6.1. Bulgariai és hazai PPV-izolatumok molekularis jellemzése

Jelenleg a PPV-izoldtumoknak harom nagyobb (PPV-D, PPV-M és PPV-Rec) és harom
kisebb (PPV-EA, PPV-C és PPV-W) csoportja ismert a vilagon (Candresse és mtsai, 1998;
Glasa és mtsai, 2004; James és Varga, 2005). A harom f6 csoport tagjai a legelterjedtebbek, és
kozosen fordulnak elé a legtobb eurdpai orszagban, mig a hirom kisebb csoportot
napjainkban is csak egy, vagy legfeljebb néhany jellemzd izoldtum képviseli. A PPV-
izolatumok csoportjai patogenitasukban, gazdandvénykoriikben, levéltetvekkel vald atviteli
hatékonysagukban ¢és foldrajzi elterjedésiikben kiilonboznek egymastol. Ezenfelil a
természetben lejatsz6dd rekombindcids és mutacids események kovetkeztében uj, eddig
ismeretlen, megvaltozott bioldgiai, szeroldgiai, molekuléris és jarvanytani tulajdonsagokkal
rendelkezd virusizolatumok alakulhatnak ki (Worobey és Holmes, 1999; Garcia-Arenal ¢s
mtsai, 2003). Ezért a PPV-izoldtumok genetikai valtozékonysaganak ¢és csoportbeli
hovatartozdsdnak pontos meghatarozasa a szilvahimld lekiizdéséhez sziikséges védekezési
stratégiak kidolgozasanak és a diagnosztikanak alapvetden fontos eszkoze.

Régebben a PPV-izolatumok tipusanak meghatarozasa kizarolag a CP vagy a CP gén
vizsgalatan alapul6d szerologiai és molekularis modszerek alkalmazasaval tortént, ezért az
izolatumok tobbségét a két 6 csoport (PPV-M, PPV-D) valamelyikébe soroltak (Bousalem és
mtsai, 1994a, 1994b; Candresse és mtsai, 1998). Nemrég azonban tobb eurdpai orszagban is
szamos rekombindns PPV-izolatumot mutattak ki (Glasa és mtsai, 2004). A rekombinans
izolatumok CP-je M-tipust, hiszen a rekombinécios pont a CP gén el6tt, az NIb gén 3’ végén
helyezkedik el, a rekombinacids pontot megelézéen pedig genomjuk D-tipusu. gy a PPV-Rec
izolatumok azonositasat és széleskorii elterjedésének felismerését a CP-t, illetve a CP gént,
valamint attol eltérd genomi régiokat célz6 modszerek egylittes alkalmazasa tette lehetdvé
(Glasa és mtsai, 2004).

A Bulgariabol szilvardl, valamint hazankbol kajszirdl és szilvardl szarmazé PPV-
izolatumok molekularis véltozékonysdganak megallapitdsa érdekében végzett vizsgalatainkat
a 3’NIb—CP régi6 nukleotid és aminosav szintli elemzésével kezdtiik. A 3’NIb—CP régionak
megfeleld cDNS-bdl szdrmaztatott aminosav sorrend tartalmazta a virusgenomon kodolt
fehérjék bizonyos funkcidihoz sziikséges motivumokat. Az NIb fehérjének megfeleld
szarmaztatott aminosav szekvencia C-termindlis vége valamennyi jellemezni kivant izolatum
esetében olyan heptapeptid motivummal zarult, mely lehetévé teszi a virus 0 protedzanak
(NIa) hasitasat az NIb és a CP kozott (Riechmann és mtsai, 1992). Valamennyi a dolgozatban

jellemezni kivant PPV-izolaitum CP-je N-termindlis végének megfeleld szarmaztatott
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aminosav sorrend tartalmazta a levéltetii-atvitelben nélkiilozhetetlen szerepet jatsz6 DAG
motivumot (10. 4bra), a levéltetiivel atvihetdé PPV-izolatumokhoz hasonléan a 2821-2823.
aminosav pozicidban (Lain és mtsai, 1989; Maiss és mtsai, 1989).

A jellemezni kivant izolatumok koziil 7 (PPV-Troyl, PPV-Troy2, PPV-Troy4, PPV-
Troy5, PPV-Troy6, PPV-Séskutl, PPV-Szigetcsépl) szarmaztatott CP-je az adatbazisokban
hozzaférhetd izolatumok tobbségéhez hasonld méretli (330 aminosav hossz) volt. A
virusgenomrol késziilt cDNS CP génnek megfeleld szakaszanak szekvencia analizise soran 2
hazai izolatum, a PPV-B1298 és a PPV-G06dollo2, esetében kereteltolodast nem okozod
deléciot mutattunk ki kozvetleniil a kozponti régid elétt, eltérden az eddig ismert delécios
izolatumoktol, ahol a kiesett szakaszok a kopenyfehérje N-terminalis részének legelején
talalhatok. Ezidaig a szakirodalombdl minddsszesen harom, a CP régioban deléciot hordozo
természetes mutans PPV-izolatum ismert. A PPV-NAT izolatum esetében, mely nevét azon
tulajdonsagarol kapta, hogy levéltetiivel nem vihetd at (non aphid transmissible), 15 aminosav
hosszu deléciot figyeltek meg (Maiss és mtsai, 1989). A PPV-SH izolatum esetében a delécio
egy aminosavval rovidebb (Deborré és mtsai, 1995). A Kazahsztdnbol szdrmazo PPV-KAZ
izoldtum 2 aminosav hosszli delécidt hordoz (Spiegel és mtsai, 2004). Mindharom eddig
jellemzett PPV-izolatumnal a deléci6 a PPV-B1298 és a PPV-Godollé2 izolatumokhoz
hasonléan a CP N-terminalis, hipervaridbilis régiojaban kovetkezett be, de a PPV-B1298

izolatumban 1événél mindharom joval rovidebb volt (26. abra).

2811 2902
NAT ADEREDEEEVDA-—-———-——-=——-=—=-= 1QPPPVIQPAPRTTAPMINPIFTPATTQPATKPVSQVSGPQLOTFGTYSHEDASPSNSNALVNTN
SH ADEREDEEEVDA--———-=—-=—=-=—-= I1LOPPPVIQPAPRTTAPMENPIFTPATTQPATKPVSOVSGPOLOTFGTYGNEDASPSNSNALVNTN
KAZ ADEREDEEEVDAGKPTIVVTAPAATSPILO--PVIQPAPRTTAPMENPIFTPATTQPATKPVSQVSGPQLOTFGTHGNEDASPSNSNALVNTN
G5d51162  ADEKEDDEEVDAGKPTVVTAPAATVATTQPAPVIQPATQTTT EMENPIFTPATTQPAT -——————=—-= -QSFGVYGNEGASPSTSNTLVNTG
B1298 ADEKEDDEEVDAGKPPVVTAPAATVATTQPAPVIQPATQTTT LVNTG
BT-H ADEKEDDEEVDAGKPTVVTAPAATVATTQPAPVIQPATQTTTEMENPIFTPATTQPATRPVS PI SGATPQSFGVYGNEDASPSTSNTLVNTG

26. abra. Néhany PPV-izolatum szarmaztatott kopenyfehérjéje N-terminalis, hipervariabilis
régidja aminosav szekvencidjanak a MEGA 3.1 szoftver alkalmazaséaval készitett tobbszoros
illesztése

Jelmagyarazat: A DAG motivum alahtizva. A szekvencidk megfeleld illesztéséhez a PPV-Bt-H
hazai, kokényrdl szdrmazd izolatumot hasznaltuk nem delécids kontrollként. A “-” aminosav
hianyt jelol. PPV-NAT (Acc. No.: D13751), PPV-SH (Acc. No.: X81073), PPV-KAZ (Acc. No.:
AY591253), PPV-G5dollo2 (Acc. No.: FEN179153), PPV-B1298 (Acc. No.: AM184114), PPV-
Bt-H (Acc. No.: AJ306420). Az aminosavak szamozdsa a PPV-SK68 izolatum genomjarol
keletkezo poliprotein aminosav sorrendjének megfelelden tortént.

85



Ismert, hogy a PPV-NAT ¢és a PPV-SH izolatumok esetében a deléci6 nem a
természetes gazdandvénylikon, hanem csak a lagy szari tesztndvényeken vald hossza
laboratériumi fenntartds utdn, a folyamatos mechanikai atvitel sordn alakult ki, melynek
kovetkeztében mindkét mutans izoldtumban a levéltetii-atvitelben nélkiilozhetetlen szerepet
jatsz6 DAG aminosav motivum is sériilt, és helyette DAL, illetve DAI talalhaté (Maiss ¢€s
mtsai, 1989; Deborré és mtsai, 1995). A PPV-B1298 ¢és a PPV-G6doll62 izolatumokban, a
PPV-KAZ izolatumhoz hasonldan, a delécié a motivumot nem érinti.

Az RT-PCR soran felszaporitott vizsgalt régiok szekvencia-analizise alapjan a PPV-
Troyl, a PPV-Troy4, a PPV-Troy5, a PPV-Troy6, a PPV-B1298 ¢és a PPV-G6dollo2
izolatumok genomja a rekombindns izoldtumok genomjanak 3’ végén talalhaté rekombinacios
ponttdl 3’ irdnyban (pl. CP gén) M-tipustnak, attdl 5° irdnyban (pl. az NIbgén 3’ végének
rekombinacidés pontot megel6z6 szakasza, illetve a 3’P3—-6K;—5°CI régi6) D-tipustnak
bizonyult. Mig a PPV-Troy2, a PPV-Soskutl és a PPV-Szigetcsépl izolatumok mindkét régio
alapjan D-tipust szekvencidval rendelkeztek. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
jellemzett 9 PPV-izolatum koziil 6 (PPV-Troyl, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6, PPV-
B1298, PPV-G6doll62) a PPV-D és PPV-M csoportok kozotti rekombinans izoldtum, 3 pedig
(PPV-Troy2, PPV-Séskutl, PPV-Szigetcsépl) a PPV-D csoport tagja. Valamennyi
rekombinansnak bizonyult izolatum genomjanak NIb gén 3’ végén kimutatott, tovabba a
PPV-Troy6 izolatum esetében a P3 gén 5’ végén azonositott rekombinacids pontok a mar
jellemzett PPV-Rec izolatumok 3, illetve 5’ végi szekvenciajan korabban mar meghatarozott
rekombinaciés pontokkal azonos poziciokban helyezkednek el (Cervera és mtsai, 1993; Glasa
¢és mtsai, 2004, 2005; Myrta és mtsai, 2005; Matic és mtsai, 2006).

Az NIb gén 3’ részén 1év0 rekombinacids pontot kdvetd 453 nt hosszisadgi nukleotid
szekvencia felhasznalasaval készitett filogenetikai torzsfan a PPV-B1298 és a PPV-G6doll62
rekombinans izoldtumoknak a tobbi PPV-Rec tipust izoldtumtél valé nagymértékii
elkiiloniilését a CP génben talalhatd delécid okozta. A PPV-D csoportba tartozé PPV-Soskutl
¢s PPV-Szigetcsépl izolatumok a PPV-Rec izolatumok genomjanak 3’ végén taldlhato
rekombinacidés pontot megel6z6 400 bazis hosszisagh cDNS-szekvencia filogenetikai
vizsgélata alapjan a tobbi vizsgalt PPV-D izolatumtol eltérden, a fa rekombinans izolatumok
altal elfoglalt mellékagan valo elhelyezkedése egy, a PPV-Rec és PPV-D csoportok kozotti
rekombinaciés eseményre utalhat. A rekombindns PPV-Troy6 izolatumnak a PPV-Rec
izolatumok filogenetikai rendszerében a Bulgaridbdl szarmazd rekombindnsoktol valo
elkiiloniilése jelzi, hogy ez az izolatum feltehetden a tobbi bolgdr rekombinanstol eltérd

evolucids utat jart be.

86



Erdemes megemliteni, hogy az eddig jellemzett rekombinans izoldtumok CP-je N-
terminalis végének megfeleld szarmaztatott aminosav szekvenciaban — a PPV-Pd4 izolatum
kivételével, ahol a 2878. pozicidban T helyett A taldlhatdo — 6t aminosav (Kagia, Iogas, Tasso,
L>ses, Tag7s) specifikusan konzervalt (Glasa és mtsai, 2004), igy ezek vizsgalataval a PPV-Rec
tipusu izolatumok elkiilonithet6k a masik két nagy csoport (PPV-M és PPV-D) tagjaitol. Ezen
0t pozicio koziil kettd (2868. és 2878.) alkalmas a PPV-M, PPV-D ¢és PPV-Rec csoportok
specifikus azonositasara is, mivel a hdrom nagy csoportot tekintve ezekben a poziciokban
csoportonként eltér6 aminosavak helyezkednek el (Salamon ¢és Palkovics, 2002). Az ot
aminosavbol 4ll6 jellemzé motivum a PPV-Rec csoporthoz tartozé bulgariai izolatumok koziil
a PPV-Troyl, a PPV-Troy4 és a PPV-Troy5 izolatumokban fellelhetd, a PPV-Troy6 izolatum
szarmaztatott CP-je N-terminalis részén azonban csak négy aminosav talalhatd meg, az 6todik
izoleucinrdl (Ips4g) valinra (Vasag) mutalt. Az ugyancsak a rekombindns izolatumokhoz tartozo
PPV-G0dollo2  izoldtum CP-je szdrmaztatott aminosav szekvencidjaban a delécio
kovetkeztében a harom f6 csoport tagjainak elkiilonitésére alkalmas egyik pozicioban (2868.
aminosav) a PPV-D izolatumokhoz hasonldan izoleucin (I) helyett treonin (T) helyezkedik el.
Ezt az aminosavat meghatarozé kodon azonban a delécid altal érintett. A delécio a triplet els6
nukleotidja utan tortént, és a deléciot koveté kodon elsé bazisaig tart. igy a triplet utolso két
nukleotidjat a deléciot kovetd kodon utolso két bazisa helyettesiti. A rekombinans PPV-Troy6
a Glasa és mtsai (2002b) altal emlitett D-tipust szekvencia-specifikus (PPV-D és PPV-Rec
izolatumok) konzervativ aminosavak (Gog3, Nogo, Ross, V1031, Lioss, S1076» G1093, Hi102, L1157,
Vi1, Alies, L1176) jelen vannak, a PPV-D csoportba tartozo PPV-Soéskutl izolatum esetében
azonban két konzervativ pozicioban (Sjo76L €s Aj164T) aminosav csere tortént.

A PPV-izoldtumok csoportbeli hovatartozdsanak megallapitdsahoz segitséget nyujthat a
virusgenom egy adott régidjarol szarmazdé cDNS-szakasz jellemzd restrikcids enzim hasitasi
mintdzata. A 3’P3—6K;-5CI régionak megfelel6 PCR-termék EcoRl, illetve Ddel enzimekkel
végzett hasitasaval az adott régidban D-tipusti (PPV-D és PPV-Rec csoport tagjai), illetve M-
tipusu genomu izoldtumok (PPV-M csoport tagjai) elkiilonitheték. A PPV-D és PPV-Rec
izolatumok tobbsége a 3’P3—-6K;—5°CI régionak megfelelé cDNS-szakaszon egy EcoRI és
egy Ddel hasitd helyet hordoz (Glasa és mtsai, 2002b). Nemrég azonban olyan rekombinans
izolatumokat is kimutattak (KRN-1, MY V-1, BOS148PL), melyek egy masodik Ddel hellyel
is rendelkeznek ebben a régioban (Glasa és mtsai, 2002a; Matic és mtsai, 2006). A PPV-M
izolatumok szekvencidin ezeknek az enzimeknek az adott régidoban nincs felismerd helye,
viszont valamennyi M-tipusu szekvencia tartalmaz egy Asnl helyet (Glasa és mtsai, 2002b). A

modszer 6nmagaban csak a PPV-D és PPV-M {6 csoportok azonositdsara alkalmas, hiszen a
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PPV-Rec izolatumok genomja, a PPV-D izolatumokhoz hasonléan, ebben a régioban D-
tipusu, azonban a CP, illetve a CP gén vizsgalataval kiegészitve mar a PPV-D ¢és PPV-Rec
csoport tagjai is elkiilonithet6k egymastol. A dolgozatban jellemezni kivant PPV-izolatumok
3’P3—-6K,—5’ClI régioja tipusanak meghatarozasa céljabol végzett restrikcios analizis a 3’ NIb—
CP régio vizsgalata alapjan rekombinansnak bizonyult PPV-Troy6 és a PPV-D csoportba
tartozo PPV-Soskutl izolatumok esetében értékelhetetlen eredményt adott. Az EcoRl, illetve
a Ddel D-tipusti szekvencia-specifikus endonukledzokkal végzett hasitds e két izolatum
esetében atipikus restrikcids mintdzatot eredményezett, mivel az azokrél szdrmazd cDNS-
szakaszokat csak az egyik enzim hasitotta. A 3’P3—6K,—5’CI régionak megfeleld nukleotid és
abbol szdrmazdé aminosav szekvencidk hasonldsag-vizsgalatdnak, illetve filogenetikai
analizisének eredménye alapjan ebben a régidban mindkét izoldtum genomja D-tipusu. Ennek
alapjan megallapithatd, hogy az EcoRI (PPV-Soéskutl izolatum), illetve a Ddel (PPV-Troy6
izolatum) hasité helyek hidnyat a felismerd helyekben bekovetkezett pontmutaciok okoztak a
D-tipust szekvenciakon, és nem egy, a régidt érintd rekombinaciés esemény jatszott abban
szerepet. Ezt tamasztja ald az is, hogy Aswul restrikcios hely, mely a PPV-M izolatumok ezen
Séskutl izolatum 3°P3—6K,—5°CI genomi régidjardl szarmazo nukleinsav szakaszon nincs
jelen. Nemrég Glasa €s Candresse (2005) egy Torokorszagbol szarmazé izolatum (,,Abricotier
Turqie”, PPV-Ab-Tk) esetében hasonld abnormalis tulajdonsagot figyelt meg. A 3’P3—6K,—
5°CI régionak megfelelé6 cDNS-szakaszt, a PPV-Troy6 izolatumnal tapasztalthoz hasonldan,
az EcoRI hasitotta, a Ddel viszont nem. Abban az esetben azonban a pontmutacié (T3410C) az
EcoRI hasitd hely meglétéért (GAATTT>GAATTC) volt felelés az M-tipusu szekvencian,
mivel ez az izoldtum a régidt célzod filogenetikai vizsgalat alapjan a PPV-M csoporthoz
tartozott, és az Asnl restrikciés hely a PPV-Ab-Tk izolatumrol késziilt cDNS vizsgalt

A PPV-izolatumok csoportbeli hovatartozasanak a CP, illetve a CP gén vizsgalataval
torténd megallapitasa soran egyes izolatumok esetében szintén ellentmondasos eredmények
szlilettek. Nemrég egy olyan kanadai PPV-izolatumrél (PPV-48-922, Acc. No.: AY912058)
szamoltak be, mely csoport-specifikus primerekkel végzett H-PCR soran a PPV-D csoportba
tartozonak bizonyult, mig a CP gén 3’ végének megfeleld cDNS-szakaszon nem tartalmazott
Rsal enzim felismerd helyet, ami viszont a PPV-M csoport tagjaira jellemzé tulajdonsag. A
szekvencia analizis soran kideriilt, hogy a hasit6é hely harmadik nukleotidja (GTAC>GTGC)
megvaltozott (James és Glasa, 2006). Laimer ¢s mtsai (2003) szintén olyan osztrak PPV-
izolatumokrdl tudositott, melyek a CP gén 3° végének megfeleld cDNS-szakaszon Rsal

hellyel nem rendelkeztek, mig a régi6 szekvencia analizise alapjan a PPV-D csoportba
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tartoztak. Egy izolatum esetében kimutattak, hogy a felismerd hely hidnyat a hasité helyben
bekovetkezett pontmutacid okozta a D-tipusu szekvencian. Dulic-Markovic (2003) szerologiai
tulajdonsagaik alapjan (CP mobilitas, illetve PPV-D csoport-specifikus monoklonalis
antitestekkel adott negativ reakcid) a PPV-M csoportba tartozo, a valamikori Jugoszlavia
tertiletérdl szarmazd PPV-izolatumokrol szamolt be, melyek mindegyike rendelkezett Rsal
hellyel a virusgenomrdl késziilt cDNS CP gén 3’ végének megfeleld szakaszan, jollehet ez a
PPV-D izolatumokra jellemz6. Egyes torok és alban PPV-izolatumok a 4DGS ¢és a 4DG11
PPV-D, valamint az AL jelii PPV-M csoport-specifikus monoklondlis antitestekkel is
pozitivan reagaltak, igy a szerologiai vizsgalat értékelhetetlen eredményt adott (Candresse €s
mtsai, 1998, Myrta és mtsai, 2001). A CP gént célz6 molekularis vizsgalatokkal azonban
megallapitottak, hogy ennek oka egyrészt az, hogy a vizsgalt mintdban mindkét izolatum tipus
jelen volt (PPV-AL alban izolatum), masrészt pedig, hogy a CP mindkét tipust epitoppal
rendelkezett (PPV-Turchia torok izolatum) (Candresse €s mtsai, 1998). Mas esetekben, az
izolatum tipusara vonatkozoan, eltérések mutatkoztak a CP vizsgalatan alapuld, monoklonalis
antitestek hasznalataval kapott szerologiai, valamint a CP gént célz6 molekularis
tipusu genomu torok PPV-Ab-Tk izolatum CP-je szeroldgiai vizsgalat soran pozitivan reagalt
a 4DG11 ¢és a 4DGS PPV-D csoport-specifikus monoklonalis antitestekkel, az AL jelti PPV-
M csoport-specifikus monoklondlis antitest viszont nem ismerte azt fel. A CP gént célzo
molekularis vizsgélatok (csoport-specifikus primerekkel végzett RT-PCR, a CP gén 3’
végének megfeleld cDNS-szakasz Rsal polimorfizmusa, illetve szekvencia analizise) alapjan
viszont M-tipusti szekvenciaval rendelkezett (Candresse és mtsai, 1995, 1998). Bizonyos
izolatumokat pedig sem a 4DGS3, illetve a 4DG11 jeli PPV-D sem pedig az AL jelit PPV-M
csoport-specifikus monoklonalis antitestek nem ismerték fel, mig a CP gént célzé6 molekularis
vizsgalatok alapjan PPV-D csoportba tartoztak (Candresse és mtsai, 1998; Matic és mtsai,
2006).

Eredményeink aldtdmasztjdk a korabbi megfigyeléseket (Candresse és mtsai, 1998;
Myrta és mtsai, 1998a), melyek szerint a standardizalt modszerek jollehet megbizhatoan
alkalmasak a PPV-izolatumok csoportbeli hovatartozasdnak megéllapitadsara, de a kiilonos
szerologiai és/vagy molekuldris tulajdonsdgokkal rendelkezé6 PPV-izolatumok I1étezése
megkérdojelezi egyes jol bevalt eljarasok csoportbeli hovatartozds meghatarozasara vald
alkalmazhatésagat. A PPV genom 3°P3—6K;-5’CI fragmentumanak megfeleld PCR-termék
EcoRl, illetve Ddel enzimekkel végzett restrikcids analizise mas genomi régiokat célzo (CP
gén, CI gén) eljarasokkal kombinalva a PPV-izolatumok csoportbeli hovatartozasanak

megallapitasara széleskorien hasznalt modszer (James és mtsai, 2003; Myrta és mtsai, 2005;
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Matic és mtsai, 2006). Sajat vizsgalati eredményeinkbdl és a szakirodalombodl ismert
példakbol is kovetkezik azonban, hogy a PPV-izolatumok csoportbeli hovatartozasanak
pontos megallapitdsa kizarolagosan a sajatos restrikcios helyek vizsgdlatdval nem lehetséges,
még akkor sem, ha azok konzervativ régioban helyezkednek el, mivel a jellemz6 felismerd
helyeket érintd pontmutaciok megsziintethetik, vagy megvaltoztathatjdk azokat. Ebbdl
fakadoan a PPV-izolatumok tipusanak megbizhatdé azonositdsa vagy egyazon régiot célzo
kiilonb6zé modszerek (szerologiai vizsgélat csoport-specifikus monoklondlis antitestekkel,
RT-PCR csoport-specifikus primerekkel, vagy azt kovetd restrikcios analizis, illetve
szekvenalas) egyiittes alkalmazéasaval, vagy kiilonboz0 régidk parhuzamos vizsgalataval
lehetséges. Candresse ¢s Cambra (2006) megfogalmazasa szerint egy adott izolatum
csoportbeli hovatartozasanak abszolut kritériuma a vizsgalt izolatum ¢s a jelenleg ismert PPV
csoportok reprezentativ tagjainak szekvencia hasonlésdganak foka. A pontmuticidé ugyan
gyakori a PPV-izolatumok genomjaban, de a 3’P3—-6K;—5°CI régioban taldlhatd konzervativ
EcoRl, illetve Ddel restrikcids helyben pontmutacioval rendelkezé6 PPV-D (PPV-Séskutl),
illetve PPV-Rec (PPV-G6dolld2) izolatumrdl eddig csak mi szamoltunk be (Szathmary és
mtsai, 2009b).

Munkénk soran vizsgalt 9 PPV-izolatum koziil 6, a mintdk 2/3-a rekombindnsnak
bizonyult, 3 (1/3) pedig a PPV-D csoportba tartozott. A relativ kis szdm megvizsgalt minta
ellenére eredményeink alatdmasztjadk azt a megfigyelést, miszerint a rekombinans PPV-
izolatumok a PPV populacidk jelentds hanyadat képviselik (Glasa és mtsai, 2004). Sok mas
potyvirushoz hasonléan (Revers ¢s mtsai, 1996; Glais és mtsai, 2002; Bousalem és mtsai,
2003; Tomimura és mtsai, 2003), a rekombindcié6 nagyon fontos szerepet jatszott a PPV
evolucigjaban és jelenlegi populacio-szerkezetének kialakitdsaban. Azonban a PVY esetében
megfigyeltekkel ellentétben (ahol is eddig tobb mint 10 rekombinécids pontot azonositottak;
Revers ¢és mtsai, 1996; Glais és mtsai, 2002), gy tlnik, hogy a PPV evoltcidja sordn
eredményes rekombindcios események csak ritkan fordulnak eld (Glasa és mtsai, 2004).
Azonban nem zarhat6 ki olyan izolatumok 1étezése sem, melyeknél a rekombinacios pont(ok)
a PPV genomi RNS-ének egyéb régidiban talalhato(k), ahogy ezt a nem a PPV-Rec csoportba
tartozd PPV-Ab-Tk esetében mar kimutattak. Ez az izolatum az NIb 3’ végén rekombinécios
ponttal viszont nem rendelkezik (Glasa és Candresse, 2005).

Jollehet csak kevés adat all rendelkezésre a rekombindcionak a novényi virusok
potencidlis fitneszére gyakorolt hatasardl, azonban ugy vélik, hogy az valamiféle szelektiv
elényt jelent a sziild valtozattal szemben, mely biztositja a valtozd kornyezethez vald

crer

mely szerint az egy eddig ismeretlen, a PPV-vel feltehetden rokon virus és egy PPV-izolatum
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kozotti nem-homolog rekombinacié eredménye (Nemchinov és mtsai, 1996). Ez az elképzelés
magyarazatul szolgéalhat a PPV-C tipusu izolatumoknak a PPV-izoldtumok tobbségétdl eltérd,
»Kiszélesedett” gazdandvénykorére, hiszen azok képesek természetes koriilmények kozott
cseresznyét, illetve meggyet is fertézni. Az ilyen tipusu izolatumokat a természetben eddig
csak errdl a két fajrol irtak le, de kisérleti kortilmények kozott mas Prunus-fajokat is képesek
megbetegiteni (Nemchinov €és mtsai, 1996; Crescenzi és mtsai, 1997; Desvignes és mtsai,

1998; Boeglin és mtsai, 2004).

6.2. A B1298 rovidebb kopenyfehérje gént hordozé virus vizsgalata

A jellemezi kivant PPV-izolatumok genomjarol RT-PCR soran felszaporitott cDNS CP
génnek megfeleld szakaszan a PPV-B1298 ¢s a PPV-G6dollo2 izolatumok esetében deléciot
mutattunk ki, mely a CP virusspecifikus epitopokat tartalmazd (immunogén), a
fehérjeburokkal rendelkezd virusrészecskén kiviil elhelyezkedd N-termindlis részén tortént. A
potyvirusok CP-jének N-terminalis része mind hosszdban, mind szekvencidjaban igen
valtozatos (Shukla és mtsai, 1988, 1989). A PPV a leghosszabb N-terminalis doménnel
rendelkezd potyvirusok egyike (27. abra) Az N-termindlis régié hosszaban mutatkozo
nagymeértékii kiilonbségek oka azonban még nem ismert.

A szilvarol szarmazé PPV-B1298 az els6 olyan ismert PPV-izolatum, mely természetes
delécios folyamatok kdvetkeztében a CP N-terminalis részének (92 aminosav) 48,91%-at, a
teljes hosszusdgt CP (330 aminosav) 13,64%-4t elvesztette. A PPV-G6doll62, valamint a
szakirodalombol ismert 15, 14, illetve 2 aminosav hosszu deléciot hordozo PPV-izolatumok
(Maiss ¢és mtsai, 1989; Deborré és mtsai, 1995; Spiegel és mtsai, 2004) esetében a delécid az
N-termindlis rész joval kisebb hanyadanak, 11,96%, 16,30%, 15,22%, illetve 2,17%-nak, a
teljes CP 3,33%, 4,55%, 4,24%, illetve 0,61%-anak felel meg.

A CP tobb funkcidval rendelkez6é fehérje, szamos a virus ,,mitkddéséhez” sziikséges
folyamatban szerepet jatszik. Egyik legfontosabb feladata a virion fehérjeburkanak
kialakitasa. A PPV-B1298 izolatum esetében az N-termindlis rész kozel felének elvesztése a
virusrészecskék kialakuldasat nem befolydsolta a virussal fertdzott N. benthamiana
novényekben, mely dsszhangban van a TEV-vel végzett delécids mutacios kisérletek soran
kapott eddigi eredményekkel, melyek szerint a becsomagolddashoz, illetve a CP alegységek
Osszeépiiléséhez a fehérje N-termindlis része nem sziikséges (Dolja és mtsai, 1994;
Voloudakis és mtsai, 2004). A virionok atmérdje azonban a teljes hosszusagu CP-t

expresszalo virushoz képest a delécio kovetkeztében csokkent.
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SCMV-B SGTVDAGAQGGSGSQGTTPPATGSGAKPATSGAGSGSGTGAGTGVTGGQARTGSGTGTGSGATGGQSGSGSGTEQVNTGSAGTNATGGQRDRDV
SCMV-SC AGTVDAGAQGGGGNAGTQPPATGAAAQGGAQPPATGAAAQPPT . TQGSQLPQGGATGGG. . . .GAQTGAG. .. ... GTGS. .. .VTGGQRDKDV
MDMV-Dallas AGENVDVGQKT. .. .. EAQKEAEKKA. . . AEEKKAKEAEAKQKESKEKTTEKTGDGTSTGK. . ... ... TTEKTGDGASKEKDKDV
MDMV-Sc AGENVDVGQKT. .. .. EAQKEAEKKA. . . AEEKKAKEAEAKQKENKEKATEKTGDGTSTG. . . . .« o v vttt v v e e e e een KDKDV
SrMv AGGGTVDAGANTADATAQAQREAAAKAQQODADAKKRADDEAAEKQRODAAAKKKADDDARAKADADAKKRADDEAAQRTQNQKDKDV
ZMV SGTVDVGQQKSQTESQDKETGESVNKDKQONKEGESGKTTQDEKDKTGTSTTNSQKNDGKTSQ . EGKKDKDV
DsMV ADDTVDAGNNDNKTKTTETKTPAAGGGNNTNNTPPPPAD . NTTNNNPPPPPPAVPKATETPTNTQVVPPASEKGKEIVKDV
ZYMV SGTQPTVADAGTTKKNNEDDKGKNKDATGSGSGEKTMAAVT. . . . .. KDKDV
JGMV SGNEDAGKQKSATPAANQTASGDGKPVQTTATADNKPSSDNTSNAQGTSQTKGGGESGGTNATATKKDKDV
PPV-KAZ ADEREDE. EE .VDAGKPIVVTAPAATS.PILQ. . PVIQPAPRTTAPMFNPIFTPATTQPATKPVSQVSGPQLOTFGTHGNEDASPSNSNALVNTNRDRDV
PPV-NAT ADEREDE.EE.VDA................ LOQPPPVIQPAPRTTAPMLNPIFTPATTQPATKPVSQVSGPQLOTFGTYSHEDASPSNSNALVNTNRDRDV
PPV-B1298 ADEKEDD . EE . VDAGKPPVVTAPAATV . AT TQPA PV IQP AL T T . . . . . i ittt ittt ittt TLVNTGRDRDV
PPV-BT-H ADEKEDD . EE .VDAGKPTVVTAPAATV . ATTQPAPVIQPAIQTTTPMFNPIFTPATTQPAIRPVSPISGATPQSFGVYGNEDASPSTSNTLVNTGRDRDV
PPV-El Amar ADEKEDDEEE . VDAGRPLVTTTQQPIVITTTQOTPITSTTLOATQAMFNPIFTPATTEPTTRTVPHTTTTTPPSFGVIGNEDTAPNASNAVVRTGRDRDV
PPV-SoC AKEGNDDGVTLVDAGKSTVTTAVSTPAVTSSQFPPPPFPNLQSTAPMFDPIFTPATTQPNVRPIAPVV . TSPFSYGVIGNQNVTPSSSNALVNTRKDRDV
PTV AKDDSGTLDAGKDQAKDKAAKTVATAGES SVKKSDEKDV
PVV AKEEAGSLDAGKDPAKEKSAKLPAAAGEQSSKGLEERDV
PVY GNDTIDAGGSTKKD. . AKQEQGSIQPNLNKEKEKDV
Cbv ADKVDAGSNTQAG . KNQSKEKDTSVVTTGERKDLVA. . . .KQDRDV
TEV SGTVDAG . ADAGKKKDQKDDKVAEQ. . . .A. .. .SKDRDV
PVA AETLDASEALAQKSEGRKKERESNSSKAVA. . . .VKDKDV
TuMVv AGETLDAGLTDEQKQAEKEKKEREKAEKERERQKQLALKKGKDVAQEEGKRDKEV
LMV VDTKLDAGQGSKNDDKQKSSADSKDNVITEKGSGSGQVR. . KDDDI
PSbMV AGDETKDDERRRKEEEDRKKREESIDASQFGSNRDNKKNKNKESDTPNKLIVKSDRDV
TVMV SDTVDAGKDKARDQKLADKPTLA. . . IDRTKDKDV
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Jelmagyardzat: A nyil a PPV CP kdzponti régidjanak kezdetét jeldli. SCMV (Sugarcane mosaic virus, SCMV-B: Acc. No. D00949, SCMV-SC: Acc. No. D00948),
MDMYV (Maize dwarf mosaic virus, MDMV-Dallas: Acc. No. AJ563725, MDMV-Sc: Acc. No. AJ542536), StMV (Sorghum mosaic virus, Acc. No. NC004035),
ZMV (Zea mosaic virus, Acc. No. AF228693), DsMV (Dasheen mosaic virus, Acc. No. NC003537), ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus, Acc. No. AJ251527),
JGMYV (Johnsongrass mosaic virus, Acc. No. NC003606), PPV (Plum pox virus, PPV-KAZ: Acc. No. AJ591253, PPV-NAT: Acc. No. D00424, PPV-B1298: Acc.
No. AM184114, PPV-Bt-H: Acc. No. AJ306420, PPV-El Amar: Acc. No. DQ431465, PPV-SoC: Acc. No. AY184478), PTV (Peru tomato virus, Acc. No.
AJ437280), PVV (Potato virus V, Acc. No. NC004010), PVY (Potato virus Y, Acc. No. M95491), CDV (Colombian datura virus, Acc. No. AJ437482), TEV
(Tobacco etch virus, Acc. No. M15239), PVA (Potato virus A, Acc. No. Z21670), TuMV (Turnip mosaic virus, Acc. No. NC002509), LMV (Lettuce mosaic virus,
Acc. No. NC003605), PSbMV (Pea seed-born mosaic virus, Acc. No. NC111671), TVMV (Tobacco vein mottling virus, Acc. No. NC001768).
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A CP N-termindlis részének a virus mozgasaban betoltott szerepe még nem kelld
mértékben tisztdzott. A kiilonb6zd potyvirusokkal végzett delécids mutacios kisérletek
ellentmondasos eredményeket adtak. A TEV esetében a N-termindlis domén nélkiilozhetetlen
a hosszu tavi mozgashoz in planta, annak eltavolitdsa a szisztemikus mozgas megsziinését
eredményezi (Dolja és mtsai, 1994). Mig egy masik potyvirus, a ZYMV CP N-terminalis
része részben vagy egészében eltavolithatd anélkiil, hogy a virus szisztemikus terjedése
hianyzik, mégis a virus képes in vivo N. benthamiana névényekben szisztemizalodni. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy vagy (i) a hosszi tava terjedéshez sziikséges szekvencia
hogy (ii) a PPV szisztemikus transzportjaban nem a CP N-termindlis doménjének elsédleges
szerkezete (eredeti szekvencidja) a fontos, hanem valami egyéb jellemzdje lehet a
meghatarozo, mint példaul az N-termindlis domén nettd toltése, ahogy azt mar a ZYMV
esetében kimutattak (Kimalov és mtsai, 2004).

Fernandez-Fernandez és mtsai (1998, 2002) antigén prezentacids rendszer kidolgozéasa
céljabol a PPV CP-t vizsgaltak. Az N-terminalis régidban olyan pozicidkat hataroztak meg,
melyekbe idegen szekvencidk épithetok be a szisztemikus terjedés gatlasa nélkiil. Ezt
felhasznalva novényi virusok alkalmazasadval lehetdvé valna fehérjék termeltetése
diagnosztikai, vagy gyogyaszati célokbol. Az altaluk vizsgalt poziciok kozil a 6 a PPV-
B1298 izolatum CP-jében analizalt delécid végpontja, a y pedig a PPV-B1298 és a PPV-
ezek a poziciok nem csak inzercidkat, hanem delécidt is képesek elviselni anélkiil, hogy a
virus alapvet6 funkcioi sériilést szenvednének.

A ndvényi virusok kimutatasara évtizedek ota szinte kivétel nélkiil minden karantén
laboratériumban az ELISA-technika kiilonb6zo formadit alkalmazzak egyszerlisége ¢és
megbizhatdsaga miatt. Szamos gyartd forgalmaz antiszérumot szinte az 9sszes fontos névényi
virus kimutatasara, azonban sok virus esetében ma még csak poliklondlis ellenanyagok allnak
rendelkezésre, melyek érzékenysége ¢és specifikussaga elmarad a monoklonalis
ellenanyagokétol. A technika elterjedésével egy iddben kidertiilt az is, hogy alkalmazasanak
korlatai vannak. A PPV egyenetleniil oszlik el a faban, és a viruskoncentracio lényegesen
valtozik a vegetacid soran (Németh, 1986; Tobias €s mtsai, 1992). Tovabba a virus alacsony
koncentracidban van jelen a ndvényi szovetben, gyakorlatilag az ELISA kimutathatosagi
hataran. Szdmos ndvényi korokozd detektildsdra nem is alkalmas ez a modszer. A
virusdiagnosztikaban elésziirésre azonban jelen pillanatban is az ELISA-technikat hasznaljak.

A vizsgalat sordn altalaban a virus CP N-termindlis része ellen késziilt ellenanyagokat
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alkalmaznak, igy a CP N-terminalis részén 1évé delécionak meghatarozo szerepe lehet a virus
detektalasaban. A B1298 rovidebb CP gént hordoz6 virus szeroldgiai kimutathatésaganak
tesztelése soran kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a kiilonbozd ellenanyagok eltérd
hatékonysaggal ismerik fel a mutans virust. Az AL jeli monoklonalis antitest, melyet a PPV-
M izolatumok specifikus azonositdsara haszndlnak, a B1298 delécios CP-t nem képes
detektalni. A PPV-B1298 egy rekombinans izolatum, ismert azonban, hogy a PPV-Rec
izolatumok CP-je M-tipusu, mivel a 3’ végi rekombinéacios pont a CP géntdl 5’ iranyban, az
NIb gén 3’ végén talalhat6 (Glasa és mtsai, 2004). Jollehet a rekombinéci6 valtozasokat okoz
a CP aminosav sorrendjében, de ezekkel az eltérésekkel nem magyarazhatd az antitest
érzéketlensége, mivel a vizsgalt antitestek koziil ez volt a legérzékenyebb a kontroll
rekombinans PPV-Pd4 izolatum detektilasaban, valamint ez az antitest a vizsgalt izolatum
tipusok koziil a rekombindns tipust ismerte fel a legnagyobb hatékonysaggal. Ezek alapjan
arra kovetkeztethetlink, hogy az antitest altal felismert epitép a CP hidnyzo, 45 aminosav
hosszt szakaszan helyezkedik el. Igy egy virusspecifikus epitopokat tartalmazo, erésen
immunogén régiot érintd delécid, még a ndvényi virusok kimutatdsara széleskoriien hasznalt
¢s jol jellemzett diagnosztikai reagensek alkalmazasa esetén is megakadalyozhatja a
megbizhatd detektalast, és a vizsgalatok soran virusmentesnek talalt szaporitdoanyagok
valojaban virushordozok Ilehetnek. A delécié a nukleinsav-alapu (PCR) kimutatdst is
meghiusithatja.

A B1298 rovidebb CP gént hordozd virus N. benthamiana ndvényekben a teljes
hosszusagu CP gént hordozé virushoz képest nagyobb mértékli akkumulaciora képes anélkiil,
hogy barmiféle valtozas torténne a tlinetek kifejlodésében. Amennyiben a delécidés CP génnel
rendelkezd virus akkumulacidja természetes koriilmények kozott, a csonthéjas
gylimolcsfajokban is hasonld szintli, akkor az ilyen tipusi PPV véltozat igen gyorsan a
természetes PPV populaciok dominans tagjava valhat. Ehhez jarul, hogy a delécios CP gént
hordoz6 virus kisérletileg N. benthamiana tesztndvényekre levéltetvekkel hatékonyan
atvihetd. Eddigi ismereteink szerint a CP-ben a levéltetii-atvitelért kizarolag a DAG motivum
a felelés (Atreya és mtsai, 1990, 1991, 1995), mely a PPV-B1298 izolatum CP-je N-
termindlis részén megtalalhatd. Az izoldtum levéltetvekkel vald atvihetdségét — igaz csak
laboratoriumi koriilmények kozott — N. benthamiana novényeken igazoltuk, de feltételezhetd,
hogy a virus kisérletileg Prunus-fajokra is atvihetd, ahogy azt az eddig vizsgalt PPV-Rec
izolatumok esetében kimutattak (Glasa és mtsai, 2002a, 2004). gy fennall annak a lehetésége,
hogy a természetben is hatékonyan képes levéltetvekkel terjedni természetes gazdandvényei
kozott. Ezaltal a nagyobb mértékii akkumulaciora képes delécios mutans valtozat tovabb

novelheti a Magyarorszdgon amugy is tapasztalt nagy fert6zési nyomast.
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Az RNS genommal rendelkez6 virusok nagyfoku genetikai variabilitassal rendelkeznek
(Garcia-Arenal ¢€s mtsai, 2001, 2003). A mutacio és a rekombinécid a valtozékonysag fontos
(Cervera és mtsai, 1993; Simon és Bujarski, 1994; Worobey és Holmes, 1999). A PPV-B1298
rovidebb CP gént hordozo izolatum jelenléte a természetes PPV populaciokban valdszintileg
nem ritka esemény, hiszen a CP gént érintd deléciot munkank sordan a 9 vizsgalt izolatum
koziil 2 esetében is megfigyeltiik. Ezeket a vizsgélatokat tovabb kivanjuk folytatni nagyobb
mintaszam mellett. A CP génben deléciot hordozd mutdns PPV-izoldtumok gyors kimutatdsa
¢s részletesebb jellemzése céljabol terveink kozott szerepel a CP gén el6tti és a kozponti régiod
5’ végére PPV-specifikus primerek eldallitasa.

A PPV elleni védekezés alapja az egészséges (virusmentes) szaporitdanyag eldallitasa,
forgalmazasa és felhasznalasa, igy a természetes delécidés mutans izoldtumok nagy veszélyt
jelenthetnek a virusfertézottség megbizhatd kimutatasanak tekintetében. Ez a jelenség a virus

crcr

jarvéany kialakuldsat eredményezheti.
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7. OSSZEFOGLALAS

A szilva himl6 virus (Plum pox virus, PPV) Eur6paban a Prunus-fajok gazdasagilag
legjelentésebb virus eredetli kérokozoja, mely stulyos karokat idéz eld hazank csonthéjas
tiltetvényeiben. A virus altal okozott betegséget eldszor Bulgaridban irtak le, azdta gyorsan
elterjedt Eurdpaban, ¢€s jelenleg szinte az egész vildgon megtaldlhatd. Nagyszamu PPV-
izolatum vizsgalata soran az elmult 30 év alatt a PPV-izolatumok 3 nagyobb (PPV-D, PPV-
M, PPV-Rec) ¢és 3 kisebb (PPV-EA, PPV-C, PPV-W) csoportjat kiilonitették el.

A PPV ltal okozott betegség hatékony lekiizdéséhez sziikséges stratégidk
kidolgozasanak és a diagnosztikdnak fontos eszkdze a virusgenom valtozékonysagéanak és az
izolatumok csoportbeli hovatartozasdnak ismerete. Ezért dolgozatomban Bulgariabol
szilvarol, valamint hazadnkbol kajszirdl és szilvarol szdrmazd PPV-izolatumok molekuléris
szintli valtozékonysaganak vizsgalatat, valamint az izolatumok csoportbeli hovatartozasanak
megallapitasat végeztem el. Egy rovidebb CP génnel rendelkezd, szilvarol szarmazo, hazai
rekombinans PPV-izolatum (PPV-B1298) a PPV epidemidjaban betoltott lehetséges szerepét
1s vizsgaltam. Munkank soran a PPV-izolatumok molekuléris szintli vizsgalatdhoz, valamint a
PPV-B1298 izoldtum részletesebb jellemzéséhez széleskoriien hasznalt molekularis biologiai
¢és egyéb modszereket alkalmaztuk. Eredményeim az alabbiakban foglalhatok Ossze:

A virusgenom vizsgalt régidinak (3’NIb—CP, 3’P3-6K,—5°CI, 3’HC-Pro-5’P3)
megfeleld, RT-PCR soran felszaporitott cDNS nukleotid és abbol szarmazé aminosav
szekvencia hasonlosag-, illetve filogenetikai vizsgélata, valamint a 3’P3—6K;—5’CI régiorol
késziilt PCR-termékek RFLP analizise alapjan a jellemzett 9 izolatum kozil 6 (PPV-Troyl,
PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6, PPV-B1298, PPV-Godoll62) a PPV-Rec
izolatumokhoz, mig a fennmarad6 3 (PPV-Troy2, PPV-Soskutl, PPV-Szigetcsépl) a PPV-D
csoporthoz tartozott. Vizsgéalataink soran rekombindnsnak bizonyult izolatumok
mindegyikében azonosithatd volt a rekombinacids pont a genom 3 végén. A 3’HC-Pro—5’P3
rekombinacids esemény megtorténte.

A cDNS CP génnek megfelelé szakaszan a vizsgalt izolatumok koziil két hazai
rekombinans izolatum (PPV-B1298, PPV-Godollo2) esetében kereteltolodast nem okozo
deléciot mutattunk ki. A szilvardl szarmazé PPV-B1298 izolatum CP génje 135 nukleotiddal,
a kajszirdl gytjtott PPV-Godollo2 izolatumé 33 bazissal rovidebbnek bizonyult, mely 45,
illetve 11 aminosav hidnynak felel meg a szdrmaztatott CP N-terminalis részén. A CP génben
delécidt hordozo eddig ismert természetes mutans PPV-izoldtumok koziil a PPV-B1298
rendelkezik a leghosszabb delécioval.

A jellemezni kivant PPV-izolatumok 3°P3—6K;—5’CI régidja tipusanak meghatarozasa
céljabol 8 izolatum esetében RT-PCR sordn ezt a régiot is felszaporitottuk. A PCR-termékek

EcoRl, illetve Ddel D-tipusu szekvencia-specifikus endonukledzokkal végzett hasitasa soran a
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3’NIb—CP régi6 alapjan rekombinansnak bizonyult PPV-Troy6 és a PPV-D csoportba tartozo
PPV-Soéskut]l izolatumok esetében atipikus restrikcids mintdzatot kaptunk. Ezeket az
izolatumokat csak az egyik enzim hasitotta. A 3’P3—-6K,—5°CI régié szekvencia analizise
soran kimutattuk, hogy a Ddel (PPV-Troy6), illetve az EcoRI (PPV-Soskutl) hasité helyek
hianyat a felismeré helyekben bekdvetkezett pontmuticiok okoztdk a D-tipusu
szekvenciakon, és nem egy, a régiot érintd rekombinacids esemény jatszott abban szerepet. A
kapott eredmények azt jelzik, hogy a restrikcidos analizis a PPV-izolatumok csoportbeli
hovatartozasanak megbizhatd meghatarozasara csak korlatozottan alkalmazhaté. igy a PPV-
izolatumok tipusanak pontos megallapitasa vagy azonos régiot célzd kiilonbozé modszerek
egylittes alkalmazaséaval, vagy kiilonbozd régiok parhuzamos vizsgdlatdval lehetséges. A
pontmutacié ugyan gyakori a PPV-izolatumok genomjaban, de a 3’P3-6K;—5’CI régidban
talalhatd konzervativ EcoRlI, illetve Ddel restrikciés helyben pontmutédcioval rendelkezd
PPV-D, illetve PPV-Rec izolatumrol eddig csak mi szamoltunk be.

A PPV-B1298 izolatum tovabbi jellemzése céljabol, valamint annak igazolasaképpen,
hogy a B1298 CP gén valdban rovidebb, és nem csak PCR-miitermékrél van sz6, a PPV-
B1298 izolatum CP génjének megfeleld cDNS-szakaszt beépitettiik egy fertézoképes PPV
klénba. A CP gén cseréje nem okozott valtozast az eredeti klon fert6zOképességében és a
tiinetek megjelenésében. A PPV-B1298 a természetes delécids folyamatok kovetkeztében a
teljes hosszusagt CP 13,64%-4t, csupan az N-termindalis részt vizsgalva annak 48,91%-at
elvesztette, mely azonban nem okozott strukturalis valtozast annak szerkezetében. A delécio
nem befolyasolta a virusrészecskék kialakuldsat virusfertézott Nicotiana benthamiana
novényekben, a partikulumok atmérdje azonban kisebbnek bizonyult a teljes hossziusagt CP
gént hordozo6 virionhoz képest. Ezenfeliil a B1298 CP gént hordozo6 virus levéltetvekkel N.
benthamiana névényekre kisérletileg atvihetd volt. A révidebb CP génnel rendelkezd virust a
kereskedelmi  forgalombol beszerezhetd PPV  CP-specifikus ellenanyagok eltérd
hatékonysaggal ismerték fel. A virus nem mindegyik antitesttel volt kimutathatd, ezaltal
veszélyt jelenthet a PPV biztonsagos detektalasaban. Ennek a természetes delécionak a virus
azt mutattak, hogy a révidebb CP gént hordozdé virus szelekcios elénnyel rendelkezik,
nagyobb mértékii akkumulaciora képes N. benthamiana novényeken, mint a vad tipusu virus
anélkiil, hogy barmiféle valtozas torténne a tiinetek kifejezddésében. Amennyiben a delécids
CP génnel rendelkezd virus akkumulacioja természetes koriilmények kozott, a csonthéjas
gazdandvényekben is hasonld szintli, akkor az ilyen tipus PPV vdltozat igen gyorsan a

természetes PPV populéciok dominans tagjava valhat.
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8. SUMMARY

Plum pox virus (PPV) is the economically most important viral pathogen of Prunus
species in Europe, causing severe damage in Hungarian stone fruit orchards. Sharka disease,
caused by PPV, was first described in Bulgaria, since than PPV has spread throughout Europe
and nowadays it is present nearly all over the world. During the analysis of a large number of
PPV isolates over the last 30 years three major (PPV-D, PPV-M, PPV-Rec) and three minor
(PPV-EA, PPV-C, PPV-W) groups of isolates were identified.

Determination of genetic variability of PPV isolates, and accurate identification of their
specific groups are important tools for designing effective disease-control strategies against
Sharka. Therefore investigation of the molecular variability of some PPV isolates collected in
Bulgaria from plum, and in Hungary from apricot and plum, as well as determination of their
isolate groups were carried out. In addition, analysis of the possible role in the PPV
epidemiology of a Hungarian recombinant PPV isolate (PPV-B1298), collected from plum
bearing truncated coat protein (CP) gene was also done. For molecular characterization of the
analysed Bulgarian and Hungarian PPV isolates and for further investigation of the PPV-
B1298 isolate standard molecular biology protocols and other methods were used. The results
can be summarized as follows:

On the bases of nucleotide and deduced amino acid sequence similarities and
phylogenetic analysis generated using sequences of the RT-PCR amplified cDNA fragments
corresponding to genomic regions under focus (3’NIb—CP, 3°’P3-6K,—5’CI, 3’ HC-Pro-5’P3),
as well as RFLP analysis of the PCR fragments derived from the 3’P3—6K,—5’CI region six
isolates (PPV-Troyl, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6, PPV-B1298, PPV-G6doll62) out
of the nine analysed belonged to the PPV-Rec group, while the remaining three (PPV-Troy2,
PPV-Séskutl, PPV-Szigetcsépl) could be classified as members of the PPV-D group. All of
the isolates identified as recombinants possessed recombination breakpoint at the 3’ end of the
PPV genome. In the case of the PPV-Troy6 isolate, of which nucleotide and deduced amino
acid sequences derived from the 3’P3—-6K;—5°CI region were also analysed, a recombination
event had also occurred at the 5’ end of the genome.

In the case of two Hungarian PPV-Rec isolates (PPV-B1298, PPV-G6doll62) in frame
deletions were detected in the CP genes during the sequence analysis of the RT-PCR
amplified cDNA fragments corresponding to this region. The PPV-B1298 isolated from plum
and the PPV-G6doll62 isolated from apricot bearing a 135- and a 33-nucleotide deletion,

which correspond to a 45-, and a 11-amino acid deletion in the N-terminal region of the CP,

98



respectively. Among the known deletion mutant PPV isolates the PPV-B1298 is the one,
which has the largest deletion in the CP region.

The 3’P3—6K,—5’CI region was also amplified by RT-PCR in the case of eight analysed
PPV isolates in order to determine the type of this region. Restriction analysis of the PCR
products derived from the 3’P3—6K;—5’CI genomic region using EcoRI and Ddel D-type
sequence-specific restriction enzymes resulted an atypical restriction pattern in the case of
PPV-Troy6 and PPV-Séskutl isolates. PCR fragments could be cleaved only by one of the
two enzymes used, although these isolates were identified as PPV-Rec and PPV-D according
to the 3’NIb—CP region, respectively. Sequence analysis of the 3’P3-6K;—5’CI region
revealed that the lack of the EcoRI (PPV-Soskutl) and the Ddel (PPV-Troy6) cleavage sites
resulted from point mutations occurred in the D-type sequences. These unusual restriction
properties are not consequences of recombination events targeted the 3°’P3—6K,;—5°CI region.
Obtained data indicate some limitation of restriction enzyme mapping for accurate
classification of PPV isolates and support the recommendation of multiple approaches used
for proper identification. Point mutations are common among PPV isolates, but no PPV-Rec
(PPV-Troy6) or PPV-D (PPV-Soéskutl) isolates have been detected to date that possess point
mutation in the conserved Ddel or EcoRI restriction sites of the 3’P3—6K,—5’CI region.

For further investigation of the PPV-B1298 isolate and to prove that the PCR product
corresponding to the B1298 CP gene was not a PCR artifact, but it is shorter indeed, this
fragment was cloned into an infectious PPV clone. The integration of the truncated CP gene
had no effect on infectivity and symptomatology. Due to the natural deletion, the CP of the
PPV-B1298 isolate had been shortened by 13.64%, while focusing solely on the N-terminal
region, the reduction was 48.91%. This deletion neither caused structural changes in the CP,
nor affected particle formation in virus infected Nicotiana benthamiana plants, but diameter
of the virions was reduced compared to particles of the wild type virus bearing complete CP
gene. In addition to, the B1298 CP gene bearing virus was experimentally aphid-transmissible
to N. benthamiana plants. Immuno-detectability of the shorter CP gene carrying virus varied
according to the PPV CP-specific antibody used, available from commercial sources. Not all
antibodies recognized the CP deletion mutant virus, which could be dangerous with regard to
safe detection of PPV infection. The advantage of this natural deletion in virus accumulation
was evaluated in competition experiments. The results showed that the shorter CP gene
containing virus has detectable advantage in virus accumulation over the wild-type CP
expressing PPV, without any changes in symptom development on N. benthamiana. If the
accumulation rates are similar in stone fruit trees in the nature, this type of PPV variant could

become a dominant isolate of the virus populations in the near future.
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M2. Az EMBL nemzetkozi adatbazisba benyujtott szekvenciak

PPV-B1298 izolatum 3’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS AM184114 1691 bp RNA linear VRL 13-JAN-2009
DEFINITION Plum pox virus partial gene for polyprotein, genomic RNA,
isolate B1298.
ACCESSION AM184114
VERSION AM184114.1 GI:86475541
KEYWORDS coat protein; CP; NIb; nuclear inclusion protein B;
polyprotein.
SOURCE Plum pox virus
ORGANISM Plum pox virus
Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage;
Potyviridae; Potyvirus.
REFERENCE 1
AUTHORS Szathmary,E., Nadudvari,J.N., Szabo,L., Tobias,I., Balazs,E.
and Palkovics, L.
TITLE Characterization of a natural Plum pox virus isolate bearing a
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JOURNAL Arch. Virol. 154 (1), 141-145 (2009)
PUBMED 19082685
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AUTHORS Palkovics, L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (31-JAN-2006) Palkovics L., Plant Pathology, Corvinus
University of Budapest, Menesi Road 44., H-1118, HUNGARY
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source 1..1691
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="B1298"
/host="Prunus domestica"
/db_xref="taxon:12211"
/lab_host="Nicotiana benthamiana"
/country="Hungary:Vilyvitany"
CDS <1..1474

/codon_start=2
/product="polyprotein"

/protein id="CAJ75684.1"

/db xref="GI:86475542"
/db_xref="GOA:Q2KTDO"
/db_xref="InterPro:IPR0O01205"

/db xref="InterPro:IPR001592"
/db_xref="InterPro:IPR0O07094"

/db xref="UniProtKB/TrEMBL:Q2KTDO"

/translation="STVVDNTLRVILAMTYSLLKLGYHPDTHDCICRYFVNGDDLVLA
VHPAYESIYDELQEHFSQLGLNYTFATKTENKEELWEMSHKGVLYDGMY IPKLEPERI
VSILEWDRSNEPIHRLEAICASMVEAWGYKELLREIRKFYSWVLEQAPYNALSKDGKA
PYTAETALKKLYTDSEASETEIERYLEAFYNDIDDSLDSNIVIHQADEKEDDEEVDAG
KPPVVTAPAATVATTQPAPVIQPAIQTTTLVNTGRDRDVDAGSIGTFAVPRLKTMTSK
LSLPKVKGKAIMNLNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDEEMSIT
LNGLMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHEFSNVAEA
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VONRLFGLDGNVGTQEEDTERPPAGDVNRNMHNLLGVRGV"

mat peptide <l..616
/product="nuclear inclusion protein B, NIb"
mat peptide 617..1471
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3'UTR
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//

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

ttcgacagtt
gcttggatac
ccttgtcctt
ttcccaactt
gtttatgtca
gaggattgta
aatttgtgct
attttacagt
cccgtacata
ggaaattgag
cattgttata
ccctgtagta
acctgcaatt
atcgattgga
gaaggtgaaa
agttgattta
taagcgtgat
ttggtgcatc
ggagacacaa
acaaattatg
gaaagcatac
atacgccttt
tatacagatg
aaacgtcgga
catgcacaac
acttgggtga
gctttaattg
gaacacaggc
gtgcaagaga

/product="coat protein,

1417..1691

gttgacaata
catccggata
gcagtgcacc
ggattgaatt
cataaaggtg
tcaatacttg
tcaatggtgg
tgggttcttg
gcagagacgg
agatatcttg
caccaggctg
actgcaccgg
caaaccacaa
actttcgcag
ggaaaagcaa
tcaaacacac
tacgatgtca
gaaaacggaa
gtggagtatc
gcacatttca
atgccaaggt
gatttttacg
aaggcagcag
acacaagaag
ctcctcggtg
aagtctagtc
cggcacattc
ccttgtatct
C

cactcagggt
cacacgattg
cagcatacga
acacattcgc
ttctctacga
aatgggacag
aagcgtgggg
aacaagcacc
cactcaagaa
aagcatttta
atgaaaagga
cagcaactgt
ctttggtgaa
tgccacgcectt
ttatgaactt
gagctccaca
cagatgagga
cgtctcctaa
caataaagcc
gtaacgtggc
atggaattca
aaatgacttc
cattgagaaa
aggacacaga
tgaggggagt
acccaattgt
agtgaggttg
gatgtagcga
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tattttggca
catttgtcgg
gagcatttat
cacaaagact
tggcatgtac
atcaaatgag
ttataaggag
atataatgct
actctatact
caatgatatt
ggacgatgaa
ggcaacaact
cacaggaagg
aaaaacaatg
aaatcatttg
atcctgtttc
aatgagcatc
catcaacgga
attgttggat
tgaagcgtat
gcgcaacctg
aacaacgcct
tgttcagaat
gagacccccecce
gtagtggtct
ttttagattc
tacctccaca
gtgtttcact

atgacatatt
tacttcgtga
gatgagcttc
gaaaacaagg
attcccaagc
ccaatccatc
ctgctgaggg
ctttcaaaag
gattctgaag
gatgatagcc
gaagtcgatg
caaccagctc
gatagggacg
acatcgaagt
gcacattaca
cagacttggt
attttgaatg
atgtgggtga
cacgcgaaac
attgaaaaac
acagattaca
gtgcgtgcac
cgtttatttg
gctggtgacyg
cggtatctat
ctgttagcat
tgtgttagtc
ccattcgggt

cactcctgaa
atggtgatga
aagagcactt
aagagctgtg
tggagcctga
gattggaggc
agatccggaa
atggaaaagc
cgtctgagac
ttgactccaa
caggaaaacc
cagtgataca
tcgatgcagg
tatctctacc
gtcctgcaca
atgaaggagt
gcctgatggt
tgatggatgg
ccacttttag
ggaattacga
gcctcgccag
gtgaagctca
gcttggatgg
tgaatcgcaa
cataaactct
ccttttectcece
ttttattgtc
tatagttctt



PPV-Troyl izolatum 3°’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

source

CDS

mat peptide

mat peptide

3'UTR
ORIGIN

1 ggttattttg
61 ctgcatttgt

AM260933 1799 bp RNA linear VRL 20-FEB-2008
Plum pox virus partial gene for polyprotein, genomic RNA,
isolate PPV-Troyl.

AM260933

AM260933.1 GI:95108267

coat protein; NIb; nuclear inclusion protein b; polyprotein.
Plum pox virus

Plum pox virus

Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage;
Potyviridae; Potyvirus.
1

Szathmary,E., Dragojszki,K., Hrisztova,D., Tobias, I.
and Palkovics, L.
Molecular characterization of some Plum pox virus isolates
originated from Troyan region (Bulgaria)
Unpublished
2 (bases 1 to 1799)
Palkovics, L.
Direct Submission
Submitted (25-APR-2006) Palkovics L.,
University of Budapest, Menesi Road 44.,
Location/Qualifiers
1..1799
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="PPV-Troyl"
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/country="Bulgaria:Troyan"
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<1..1582
/codon_start=2
/product="polyprotein"
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/db xref="GI:95108268"
/db_xref="GOA:Q1JRKO"
/db_xref="InterPro:IPR0O01205"
/db xref="InterPro:IPR001592"
/db xref="UniProtKB/TrEMBL:Q1JRKO"

Stoev,A.,

Plant Pathology, Corvinus
H-1118, HUNGARY

Cacanska rodna"
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KLYTDSEASETEIERYLEAFYNDTDDSLDSNEVIHQADEKEDDEEVDAGKPTVVTAPA
ATVATTQPAPGIQPAIQTTTPMENPIFTPATTQPAIRPVSPIYRATPQSFGVYGNDDA
SPSTTNTSVNTGRDRDVDAGSIGTFAVPRFKTMTSKLSLPKVKGKAIMNLNHLAHYSP
AQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDEEMSTIILNGLMVWCIENGTSPNINGMWV
MMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHFSNVAEAYTIEKRNYEKAYMPRYGIQRNLT
DYSLARYAFGEFYEMTSATPVRAREAHTIQMKAAALRNVONRLFGLDGNVGTQEEDTERH
TAGDVNRNMHNLLGVRGV"

<1..589

/product="nuclear inclusion protein b"
/note="NIb"

590..1579

/product="coat protein"

1583..1799

gcaatgacat attcactcct gaagcttgga taccatccgg atacacacga
cggtacttcg tgaatggtga tgatcttgtc cttgcagtgc acccagcata
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cgagagcatt
cgccacaaag
cgatggcatg
cagatcaaat
gggttataag
accatataat
gaaactctat
ttacaatgat
ggaggatgat
tgtggcaaca
gttcaacccc
ttatagggcc
cacaaacact
tttcgcagtg
aaaagcaatt
aaacacacga
cgatgtcaca
aaacggaacg
ggagtatcca
acatttcagt
gccaaggtat
tttttacgaa
ggcagcagca
acaagaagag
cctcggtgtg
gtctagtcac
gcacattcag
ttgtatctga

tatgatgagc
actgaaaaca
tacattccca
gagccaatcc
gagctgctga
gctctttcaa
actgattctg
accgacgata
gaagaagttg
actcaaccag
attttcactc
acaccgcagt
tcggtgaaca
ccacgattta
atgaacttaa
gctccacaat
gatgaggaaa
tctcctaaca
ataaagccat
aacgtggctg
ggaattcagc
atgacttcag
ttgagaaatg
gacacagaga
aggggagtgt
ccaattgttt
tgaggttata
tgtagcgagt

ttcaagagca
aggaagagct
agctggagcc
atcgattgga
gggagatccg
aagatggaaa
aagcatctga
gccttgactc
atgcaggaaa
ctccagggat
cagcaacaac
cttttggagt
caggaaggga
aaacaatgac
atcatttggce
cctgtttcca
tgagcatcat
tcaacggaat
tgttggatca
aagcgtatat
gcaacctgac
caacgcctgt
ttcagaatcg
gacacaccgc
agtggtctcg
ttagattcct
cctccacatg
gtttcactcc
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cttttcccaa
gtggtttatg
tgagaggatt
ggcaatttgt
gaaattttac
agccccgtac
gacggaaatt
caactttgtt
acccactgta
acaacctgca
tcagcctgcg
ttatggaaat
tagggacgtc
gtcgaagtta
acattacagt
gacttggtat
tttgaatggc
gtgggtgatg
cgcgaaaccc
tgaaaaacgg
agattacagc
gcgtgcacgt
tttatttggc
tggtgacgtg
gtatctatca
gttagcatcc
tgttagtctt
attcgggtta

cttggattga
tcacataaag
gtatcaatac
gcttcaatgg
agttgggttc
atagcagaga
gagagatatc
atacaccagg
gtaactgcac
attcaaacca
ataagaccag
gatgatgcat
gatgcaggat
tctctaccga
cctgcacaag
gaaggagtta
ctgatggttt
atggatgggg
acttttagac
aattacgaga
ctcgccagat
gaagctcata
ttggatggaa
aatcgcaaca
taaactctac
ttttctcecge
ttattgtcga
tagttcttgt

attacacatt
gtgttctcta
ttgaatggga
tggaagcgtyg
ttgaacaagc
cggccctcaa
ttgaagcttt
ctgatgaaaa
cggcagcaac
caacaccaat
tttctcctat
cacctagcac
cgatcggaac
aggtgaaagg
ttgatttatc
agcgtgatta
ggtgcatcga
agacacaagt
aaattatggc
aagcatacat
acgcctttgg
tacagatgaa
acgtcggaac
tgcacaacct
ttgggtgaga
tttaattgcg
acacaggccc
gcaagagac



PPV-Troy2 izolatum 3°’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS AM260934 1846 bp RNA linear VRL 04-JUN-2006
DEFINITION Plum pox virus partial gene for polyprotein, genomic RNA,
isolate PPV-Troy2.
ACCESSION AM260934
VERSION AM260934.1 GI:95108269
KEYWORDS coat protein; NIb; nuclear inclusion protein b; polyprotein.
SOURCE Plum pox virus
ORGANISM Plum pox virus
Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage;
Potyviridae; Potyvirus.
REFERENCE 1
AUTHORS Szathmary,E., Dragojszki,K., Hrisztova,D., Stoev,A., Tobias,I.
and Palkovics, L.
TITLE Molecular characterization of some Plum pox virus isolates
originated from Troyan region (Bulgaria)
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1846)
AUTHORS Palkovics, L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-APR-2006) Palkovics L., Plant Pathology, Corvinus
University of Budapest, Menesi Road 44., H-1118, HUNGARY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1846
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="PPV-Troy2"
/host="Prunus domestica cultivar Stanley"
/db xref="taxon:12211"
/clone="B236.2.2"
/lab _host="Nicotiana benthamiana"
/country="Bulgaria:Troyan"
CDS <1..1629

mat peptide

mat peptide

3'UTR
ORIGIN

61
121
181
241

/codon_start=1
/product="polyprotein"

/protein id="CAJ98532.1"
/db_xref="GI:95108270"

/db xref="GOA:Q1JRJ9"
/db_xref="UniPrOtKB/TrEMBL:QlJRJ9"

/translation="GNNSGQPSTVVDNTLMVILAMTYSLLKLGYHPDTHDCICRYFVN
GDDLVLAVHPAYESTIYDELQEHFSQLGLNYTFATKTENKEELWFMSHKGVLYDDMYIP
KLEPERIVSILEWDRSNEPTHRLEATCASMVEAWGYKELLREIRKFYSWVLEQAPYNA
LSKDGKAPYIAETALKKLYTDTEASETEIERYLEAFYDDINDDGEFNVVVHQADERED
EEEVDAGKPIVATAPAATSPILQPPPVIQPAPRTTAPMLNPIFTSATTQPATKPVSRV
SGPOQLOTFGTYGNEDASPSNSNALVNTNRDRDVDAGSIGTFTVPRLKAMTSKLSLPKV
KGKAIMNLNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDDEMSTIILNGLMV
WCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHFSNVAEAYTEKRN
YEKAYMPRYGIQRNLTDYSLARYAFDFYEMTSTTPVRAREAHIQMKAAATLRNVONRLE
GLDGNVGTQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGVRGV"

<l..636

/product="nuclear inclusion protein b"
/note="NIb"

637..1626

/product="coat protein"

1630..>1846

ggaaacaata
atgacatatt
tacttcgtga
gatgagcttc
gaaaacaagg

gcggtcagcc
cactccttaa
atggtgatga
aagaacactt
aagagctgtg

ttcgacagtt
gcttggatat
tcttgtcctt
ttcccaactt
gtttatgtca

129

gttgacaata
catccggata
gcagtgcacc
ggattgaatt
cataaaggcg

cactcatggt
cacacgattg
cagcatacga
acacattcgc
ttctctacga

tattctggca
catttgtcgg
gagcatttat
cacaaagact
tgacatgtac
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attcctaagce
ccaatccatc
ctgctgaggg
ctttcaaaag
gacactgaag
aacgatgatg
gaagttgatg
caaccacctc
ttcacgtcag
ctgcaaactt
gtcaacacaa
cgtttgaagg
aacttgaacc
ccgcagtctt
gatgaaatga
ccgaatatca
aagccattgt
gtggctgaag
attcagcgca
acttcaacga
agaaatgttc
acagagagac
ggagtgtagt
gttgttttta
ggttttacct
agcgagtgct

tagagcctga
gattggaggc
agatccggaa
atggaaaagc
catctgagac
gtgagttcaa
caggtaagcc
cagtcataca
caacaactca
ttggaacata
acagagacag
caatgacttc
atttagcaca
gtttccaaac
gcatcatttt
atggaatgtg
tggatcatgc
cgtatattga
acctgacaga
cacccgtacg
aaaatcgttt
acaccgctgg
ggtctcggta
gattcctgtt
ccatatgttc
tcactccatt

gaggattgta
aatttgtgca
attttacagt
cccgtacatt
agaaattgag
cgttgttgtg
gattgtagcc
gcctgcaccc
accagcaaca
tggtaatgag
ggacgtcgat
gaaactatct
ttatagtcct
ttggtatgaa
aaatggtctt
ggtgatgatg
gaaacccact
aaaacgaaat
ctacagcctc
ggcacgtgaa
atttggcttg
tgatgttaat
tctatcataa
agcatccttt
tagtctgtta
cgggttatag
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tcaatacttg
tcaatggtgg
tgggttcttg
gcggagacag
cgatatcttg
caccaagctg
actgcaccgg
cggactacgg
aaaccagttt
gatgcatcac
gcaggatcaa
ctgccaaagg
gcacaggttg
ggagttaagc
atggtttggt
gatggggaaa
tttagacaaa
tatgaaaaag
gccagatatg
gctcatatcc
gatggaaacg
cgcaacatgc
actctacctg
tctccgettt
ttgtcgaaca
ttcttgtgca

aatgggacag
aagcgtgggg
aacaagcacc
cactgaagaa
aagcttttta
acgaaagaga
cagcaactag
cgccaatgcet
cacgggtgtc
ctagcaactc
ttggaacttt
tgaaaggaaa
acttgtccaa
gagattatga
gcatagagaa
cacaagtgga
ttatggcaca
catacatgcc
cctttgattt
agatgaaggc
tcggaacaca
acaacctcct
ggtgagagtc
aatagcagta
caggcccttg
agagac

atcaaatgag
ttataaggag
atacaatgct
gctttacact
cgacgacatt
agacgaggag
cccaatactt
caaccccatt
aggacctcaa
aaacgcgcta
tacagtgcca
ggctattatg
cacgagagct
tgtcacggac
tggaacatcc
gtatccaata
tttcagtaac
aaggtatgga
ttacgaaatg
agcagcattg
agaagaggac
cggtgtgagg
taaccatcca
cattcagtga
tatctgatgt



PPV-Troy4 izolatum 3°’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

source

CDS

AM260935

Plum pox virus partial gene for polyprotein,

1657 bp RNA linear

genomic

no DNA stage;

VRL 20-FEB-2008

RNA,

isolate PPV-Troy4.

AM260935

AM260935.1 GI:95108271

coat protein; NIb; nuclear inclusion protein b; polyprotein.
Plum pox virus

Plum pox virus

Viruses; ssRNA positive-strand viruses,

Potyviridae; Potyvirus.

1

Szathmary,E., Dragojszki,K., Hrisztova,D.,

and Palkovics, L.
Molecular characterization of some Plum pox virus isolates

originate
Unpublish
2 (bases
Palkovics
Direct Su
Submitted
Universit

d from Troyan region
ed
1 to 1657)
L.
bmission
(25-APR-2006)
y of Budapest, Menesi Road
Location/Qualifiers
1..1657
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="PPV-Troy4"
/host="Prunus domestica cv.
/db xref="taxon:12211"
/clone="B236.4.1"

Palkovics L.,
44,

/lab _host="Nicotiana benthamiana"

/country="Bulgaria:Troyan"
/collection date="2004"
<1..1629

/codon_start=1
/product="polyprotein"
/protein id="CAJ98533.1"

/db xref="GI:95108272"
/db_xref="GOA:Q1JRJ8"
/db_xref="InterPro:IPR0O01205"
/db xref="InterPro:IPR001592"
/db_xref="InterPro:IPR0O07094"

/db xref="UniProtKB/TrEMBL:Q1JRJ8"

(Bulgaria)

4

Stoev,A.,

Plant Pathology,
H-1118,

Kjustendilska"

Tobias, I.

Corvinus

HUNGARY

/translation="GNNSGQPSTVVDNTLMVILAMTYSLLKLGYHPDTHDCICRYFVN
GDDLVLAVHPAYERIYDELQEHFSQLGLNYTFATKTENKEELWFMSHKGVLYDGMYIP
KLEPERIVSILEWDRSNEPTHRLEAICASMVEAWGYKELLREIRKFYSWVLEQAPYNA
LSKDGKAPYIAETALKKLYTDSEASETEIERYLEAFYNDTDDSLDSNIVIHQADEKED
DEEVDAGKPTVVTAPAATVATTQPAPVIQPAIQTTTPMENPIFTPATTQPAIRPVSPI
SRATPQSFGVYGNEDASPSTSNTLVNTGRDRDVDAGSIGTFAVPRLKTMTSKLSLPKV
KGKAIMNLNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDEEMSTILNGLMV
WCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHEFSNVAEAY IEKRN
YEKAYMPRYGIQRNLTDYSLARYAFDFYEMTSTTPVRAREAHIQMKAAATLRNVONRLE
GLDGNVGTQKEDTERHTAGDVNRNMHNLLGVRGV"
mat peptide

mat peptide

3'UTR
ORIGIN

<l..636

/product="nuclear inclusion protein b"

/note="NIb"

637..1626
/product="coat protein"
1630..>1657

1 gggaacaata gtgggcagcc ttcgacagtt gttgacaaca cactcatggt tattttggca
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atgacatatt
tacttcgtga
gatgagcttc
gaaaacaagg
attcccaagc
ccaatccatc
ctgctgaggg
ctttcaaaag
gattctgaag
gacgatagcc
gaagttgatg
caaccagctc
ttcactccag
ccgcagtctt
gtgaacacag
cgcttaaaaa
aacttaaatc
ccccaatcct
gaggaaatga
cctaacatca
aagccattgt
gtggctgaag
attcagcgca
acttcaacaa
agaaatgttc
acagagagac
ggagtgtagt

cactcctgaa
atggtgatga
aagagcactt
aagagctgtg
tggagcccga
gattggaggc
agattcggaa
atggaaaagc
cgtctgagac
ttgactccaa
caggaaaacc
cagtgataca
caacaactca
ttggagttta
gaagggatag
caatgacatc
atttggcaca
gtttccagac
gcatcatttt
acggaatgtg
tggatcacgc
cgtatattga
acttgacaga
cgcctgtgcg
agaatcgttt
acaccgctgg
ggtctcggta

gcttggatac
tcttgtcctt
ttcccaactt
gttcatgtca
gaggattgta
aatttgtgct
attttacagt
cccgtacata
ggaaatcgag
cattgttata
cactgtagta
acctgcaatt
acctgcgata
tggaaatgag
ggacgtcgat
gaagttatct
ttacagtcct
ttggtatgaa
gaatggcctg
ggtgatgatg
gaaacccact
aaaacggaat
ttacagcctc
tgcacgtgaa
gtttggcttg
tgacgtgaat
tctatcataa
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catccggata
gcagtgcacc
ggattgaatt
cataaaggtg
tcaatacttg
tcaatggtgg
tgggttcttg
gcagagacgg
agatatcttg
caccaggctg
actgcaccgg
caaaccacaa
agaccagttt
gatgcatcac
gcaggatcga
ctaccgaagg
gcacaagttg
ggagttaagc
atggtttggt
gatggggaga
tttagacaaa
tacgagaaag
gccagatacg
gctcatatac
gatggaaacg
cgcaacatgc
actctac

cacacgattg
cagcatacga
acacattcgc
ttctctacga
aatgggacag
aagcgtgggg
aacaagcacc
cactcaagaa
aagcatttta
atgaaaagga
cagcaactgt
caccaatgtt
ctccaatttc
ctagcacctc
ttggaacttt
tgaaaggaaa
atttatcaaa
gtgattacga
gcatcgaaaa
cacaagtgga
ttatggcaca
catacatgcc
cctttgattt
agatgaaggc
tcggaacaca
acaacctcct

catttgtcgg
gagaatttat
cacaaagact
tggcatgtac
atcaaatgag
ttacaaagag
atataatgct
actctatact
caatgatact
ggacgatgaa
ggcaacaact
caaccccatt
aagggccaca
aaacactttg
cgctgtgcca
agcaattatg
cacacgagct
tgtcacagat
cggaacgtct
gtatccaata
tttcagtaac
aaggtatgga
ttacgaaatg
agcagcattg
aaaagaggac
cggtgtgagg



PPV-TroysS izolatum 3°’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS AM260936 1846 bp RNA linear VRL 20-FEB-2008

DEFINITION Plum pox virus partial gene for polyprotein, genomic RNA,
isolate PPV-Troyb.

ACCESSION AM260936

VERSION AM260936.1 GI:95108273
KEYWORDS coat protein; NIb; nuclear inclusion protein b; polyprotein.
SOURCE Plum pox virus

ORGANISM Plum pox virus
Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage;
Potyviridae; Potyvirus.
REFERENCE 1
AUTHORS Szathmary,E., Dragojszki,K., Hrisztova,D., Stoev,A., Tobias,I.
and Palkovics, L.
TITLE Molecular characterization of some Plum pox virus isolates
originated from Troyan region (Bulgaria)
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1846)
AUTHORS Palkovics, L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-APR-2006) Palkovics L., Plant Pathology, Corvinus
University of Budapest, Menesi Road 44., H-1118, HUNGARY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1846
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="PPV-Troy5"
/host="Prunus domestica cv. Gabrovska"
/db xref="taxon:12211"
/clone="B236.5.2"
/lab _host="Nicotiana benthamiana"
/country="Bulgaria:Troyan"
/collection date="2004"
CDS <1..1629
/codon_start=1
/product="polyprotein"
/protein id="CAJ98534.1"
/db xref="GI:95108274"
/db_xref="GOA:Q1JRJ7"
/db_xref="InterPro:IPR0O01205"
/db xref="InterPro:IPR001592"
/db_xref="InterPro:IPR0O07094"
/db xref="UniProtKB/TrEMBL:Q1JRJ7"

/translation="GNNSGQPSTVVDNTLMVILAMTYSLLKLGYHPDTHDCICRYFVN
GDDLVLAVHPAYESIYDELQEHFSQLGLNYTFATKTENKEELWEMSHKGVLYDGMYIP
KLEPERIVSILEWDRSNEPIHRLEAICASMVEAWGYKELLREIRKFYSWVLEQAPYNA
LSKDGKAPYIAETALKKLYTDSEASETEIERYLEAFYNDIDDSLDSNIVIHQADEKED
NEEVDAGKPTVVTAPAATVATTQPAPVIQPAIQTTTPMENPIFTPATTQPAIRPVSPI
SRATPQSEFGVYGNEDASPSTSNTLVNTGRDRDVDAGSIGTFAVPRLKTMTSKLSLPKV
KGKAIMNLNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCEFQTWYEGVKRDYDVTDEEMSTI ILNGLMV
WCIENGTSPNINGMWVMMDGETQGEYPIKPLLDPAKPTFRQIMAHESNVAEAYIEKRN
YEKAYMPRYGIQRNLTDYSLARYAFDEFYEMTSTTPVRAREAHIQOMKAAALRNVONRLE
GLDGNVGTQEEDTERHPAGDVNRNMHNLLGVRGV"

mat peptide <1l..636
/product="nuclear inclusion protein b"
/note="NIb"
mat peptide 637..1626
/product="coat protein"
3'UTR 1630..1846
ORIGIN

1 ggaaacaata gcgggcaacc ttcgacagtt gttgacaaca cactcatggt tattttggca
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atgacatatt
tacttcgtga
gatgagcttc
gaaaacaagg
attcccaagc
ccaatccatc
ctgctgaggg
ctttcaaaag
gattctgaag
gatgatagcc
gaagttgatg
caaccagctc
ttcactccag
ccgcagtctt
gtgaacacag
cgcttaaaaa
aacttaaatc
ccacaatcct
gaggaaatga
cctaacatca
aagccattgt
gtggctgaag
attcagcgca
acttcaacaa
agaaatgttc
acagagagac
ggagtgtagt
attgttttta
ggtcgtacct
agcgagtgtt

cactcctgaa
atggtgatga
aagagcactt
aagagctgtg
tggagcccga
gattggaggc
agattcggaa
atggaaaagc
cgtctgagac
ttgactccaa
caggaaaacc
cagtgataca
caacaactca
ttggagttta
gaagggatag
caatgacatc
atttggcaca
gtttccagac
gcatcatttt
acggaatgtg
tggatcccgce
cgtatattga
acctgacaga
cgcctgtgcg
agaatcgttt
accccgctgg
ggtctcggta
gattcctgtt
ccacatgtgt
tcactccatt

gcttggatac
tcttgtcctt
ttcccaactt
gtttatgtca
gaggattgta
aatttgtgct
attttacagt
cccgtacata
ggaaatcgag
cattgttata
cactgtagta
acctgcaatt
gcctgcgata
tggaaatgag
ggacgtcgat
gaagttatct
ttacagtcct
ttggtatgaa
gaatggcctg
ggtgatgatg
gaaacccact
aaaacggaat
ttacagcctc
tgcacgtgaa
gtttggcttg
tgacgtgaat
tctatcataa
agcatccttt
tagtctttta
cgggttatag
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catccggata
gcagtgcacc
ggattgaatt
cataaaggtg
tcaatacttg
tcaatggtgg
tgggttcttg
gcagagacgg
agatatcttg
caccaggctg
actgcaccgg
caaaccacaa
agaccagttt
gatgcatcac
gcaggatcga
ctaccgaagg
gcacaagttg
ggagttaagc
atggtttggt
gatggggaga
tttagacaaa
tacgagaaag
gccagatacg
gctcatattc
gatggaaacg
cgcaacatgc
actctacttg
tctccgettt
ttgtcgaaca
ttcttgtgca

cacacgattg
cagcatacga
acacattcgc
ttctctacga
aatgggacag
aagcgtgggg
aacaagcacc
cactcaagaa
aagcatttta
atgaaaagga
cagcaactgt
caccaatgtt
ctccaatttc
ctagcacctc
ttggaacttt
tgaaaggaaa
atttatcaaa
gtgattacga
gcatcgaaaa
cacaagggga
ttatggcaca
catacatgcc
cctttgattt
agatgaaggc
tcggaacaca
acaacctcct
ggtgagagtc
aattgcggca
caggcccttg
agagac

catttgtcgg
gagcatttat
cacaaagact
tggcatgtac
atcaaatgag
ttacaaagag
atataatgct
actctatact
caatgatatt
ggacaatgaa
ggcaacaact
caaccccatt
aagggccaca
aaacactttg
cgctgtgcca
agcaattatg
cacacgagct
tgtcacagat
cggaacgtct
gtatccaata
tttcagtaac
aaggtatgga
ttacgaaatg
agcagcattg
agaagaggac
cggtgtgagg
tagtcaccca
cattcagtga
tatctgatgt



PPV-Troy6 izolatum 3°’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS AM260937 1846 bp RNA linear VRL 04-JUN-2006
DEFINITION Plum pox virus partial gene for polyprotein, genomic RNA,
isolate PPV-Troyb6.
ACCESSION AM260937
VERSION AM260937.1 GI:95108275
KEYWORDS coat protein; NIb; nuclear inclusion protein b; polyprotein.
SOURCE Plum pox virus
ORGANISM Plum pox virus
Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage;
Potyviridae; Potyvirus.
REFERENCE 1
AUTHORS Szathmary,E., Dragojszki,K., Hrisztova,D., Stoev,A., Tobias,I.
and Palkovics, L.
TITLE Molecular characterization of some Plum pox virus isolates
originated from Troyan region (Bulgaria)
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1846)
AUTHORS Palkovics, L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-APR-2006) Palkovics L., Plant Pathology, Corvinus
University of Budapest, Menesi Road 44., H-1118, HUNGARY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1846
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="PPV-Troy6"
/host="Prunus domestica cultivar Hanita"
/db xref="taxon:12211"
/clone="B236.6.3"
/lab _host="Nicotiana benthamiana"
/country="Bulgaria:Troyan"
CDS <1..1629

mat peptide

mat peptide

3'UTR
ORIGIN

61
121
181
241

/codon_start=1
/product="polyprotein"

/protein id="CAJ98535.1"

/db xref="GI:95108276"

/db xref="GOA:Q1JRJ6"
/db_xref="UniPrOtKB/TrEMBL:QlJRJ6"

/translation="GNNSGQPSTVVDNTLMVILAMTYSLLKLGYHPDTHDCICRYFVN
GDDLVLAVHPAYESTIYDELQEHFSQLGLNYTFATKTENKEELWFMSHKGVLYDGMYIP
KLEPERIVSILEWDRSNEPTHRLEATCASMVEAWGYKELLREIRKFYSWVLEQAPYNA
LSKDGKAPYIAETALKKLYTDSEASETEIERYLEAFYNDIDDSRDSNIVIHQADEKED
DEEVDAGKPTVVTAPAATVATAQPAPVIQPAVQTTTPMENPIFTPATTQPAIRPVSPI
SGATPQSFGVYGNEDASPSTSNTLVNTRRDRDVDAGSIGTFAVPRLKTMTSKLSLPKV
KGKAIMNLNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDEEMSTIILNGLMV
WCIENGTSPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHFSNVAEAYTEKRN
YEKAYMPRYGIQRNLTDYSLARYAFDFYEMTSTTPVRAREAHIQMKAAATLRNVONRLE
GLDGNVGTQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGVRGV"

<l..636

/product="nuclear inclusion protein b"
/note="NIb"

637..1626

/product="coat protein"

1630..1846

ggcaataaca
atgacatatt
tacttcgtga
gatgagcttc
gaaaacaagg

gtggccagcc
cactcctgaa
atggtgatga
aagaacactt
aagagctgtg

ttcgacagtt
gcttggatac
tcttgtcctt
ttcccaactt
gtttatgtca

135

gttgacaata
catccggata
gcagtgcacc
ggattgaatt
cataaaggtg

cactcatggt
cacacgattg
cagcatacga
acacattcgc
ttctctacga

tattttggca
catttgtcgg
gagcatttat
cacaaagact
tggcatgtac



//

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

attcccaagce
ccaatccatc
ctgctgaggg
ctttcaaaag
gattctgaag
gatgatagcc
gaagttgatg
caaccagctc
ttcactccag
ccgcagtcectt
gtgaacacaa
cgcttaaaaa
aacttaaatc
ccacaatcct
gaggaaatga
cctaacatca
aagccattgt
gtggctgaag
attcagcgca
acttcaacaa
agaaatgttc
acagagaggc
ggagtgtagt
attgttttta
ggttgtacct
agcgagtgtt

tggagcctga
gattggaggc
agatccggaa
atggaaaagc
cgtctgagac
gtgactccaa
caggaaaacc
cagtgataca
caacaactca
ttggagttta
gaagggatag
caatgacatc
atttggcaca
gtttccagac
gcatcatttt
acggaatgtg
tggatcacgc
cgtatattga
acctgacaga
cgcctgtgeg
agaatcgttt
acaccgctgg
ggtctcggta
gattcctgtt
ccacatgtgt
tcactccatt

gagaattgta
aatttgtgct
attttacagt
cccgtacata
ggaaattgag
cattgttata
cactgtggta
acctgcagtt
gcctgcgata
tggaaatgag
ggacgtcgat
gaagttatct
ttacagtcct
ttggtatgaa
gaatggcctg
ggtgatgatg
gaaacccact
aaaacggaat
ttacagcctc
tgcacgtgaa
atttggcttg
tgacgtgaat
tctatcataa
agcatccttt
tagtctttta
cgggttatag

136

tcaatacttg
tcaatggtgg
tgggttcttg
gcagagacgg
agatatcttg
caccaggctg
actgcaccgg
caaaccacaa
agaccagttt
gatgcatcac
gcaggatcga
ctaccaaagg
gcacaagttg
ggagttaagc
atggtttggt
gatggggaga
tttagacaaa
tacgagaaag
gccagatacg
gctcatatac
gatggaaacg
cgcaacatgc
actctacttg
tctccgettt
ttgtcgaccc
ttcttgtgca

aatgggatag
aagcctgggg
aacaagcacc
cactcaagaa
aagcatttta
atgaaaagga
cagcaactgt
caccaatgtt
ctccaatttc
ctagcacctc
ttggaacttt
tgaaaggaaa
atttatcaaa
gtgattacga
gcattgaaaa
cacaagtgga
ttatggcaca
catacatgcc
cctttgattt
agatgaaggc
tcggaacaca
acaacctcct
ggtgagagtc
aattgcggca
caggcccttg
agagac

atcaaatgag
ttataaggag
atataatgct
actctatact
caatgatatt
ggacgatgaa
ggcaacagct
caaccccatt
aggggccaca
aaacactttg
cgcagtgcca
agcaattatg
cacacgagct
tgtcacggat
cggaacgtct
gtatccaata
tttcagtaac
aaggtatgga
ttacgaaatg
agcagcattg
agaagaggac
cggtgtgagg
tagtcaccca
cattcagtga
tatctgatgt



PPV-Troy6 izolatum 3’HC-Pro-P3—6K;—5°CI régio

LOCUS AM933761 1356 bp RNA linear VRL 31-AUG-2008
DEFINITION Plum pox virus partial gene for polyprotein, genomic RNA,
isolate Troyé6.
ACCESSION AM933761
VERSION AM933761.1 GI:197670681
KEYWORDS .
SOURCE Plum pox virus
ORGANISM Plum pox virus
Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage;
Potyviridae; Potyvirus.
REFERENCE 1
AUTHORS Szathmary,E., Tobias,I., Dragojski,K. and Palkovics,L.
TITLE Partial molecular characterization of an unusual, naturally
occurring recombinant Plum pox virus isolate originated from
Bulgaria
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1356)
AUTHORS Palkovics, L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (22-JAN-2008) Palkovics L., Plant Pathology, Corvinus
University of Budapest, Menesi Road 44, H-1118, HUNGARY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1356
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="Troy6"
/host="Prunus domestica cv. Hanita"
/db xref="taxon:12211"
/lab_host="Nicotiana benthamiana"
/country="Bulgaria:Troyan"
/collection date="2004"
/collected by="Istvan Tobias, Kalin Dragojski"
CDS <1..>1356

mat peptide
mat peptide
mat peptide

mat peptide

ORIGIN

61
121
181
241

/codon_start=3
/product="polyprotein"
/protein id="CAP72056.1"
/db_xref="GI:197670682"

/translation="LSTGMHVLKANTINQLISFASDTLDSSMKTYLVGGLEVDKCDEF
KNVKLLIRSIYKPQIMEQVLKEEPYLLLMSVLSPGVLMALENSGSLEKATQYWITRSH
SLAATITSMLSTLAAKVSLASTLNAQMSVIDEHAAVLCDSVEDGTKPYASYMMAVKTLE
RMKARTESDHTLNDLGFSVLRQATPHLVEKSYLOELEQTWKELSWSEKFSATILESQRW
RKHIPKPFIPKDGADLGGRYDISVRSLLGNQYKRLRDVVRRKRDDVVCYTHQSMGKLF
CKAIGISTSFLPSTLKMLDMLIVFGLLLSIGATCNSMINEHKQLKQLAADREDKKRFK
RLOVLYTRLSEKVGCTPTADEFLEYVGGENPDLLKHAEDLIGDGQVVVHQSKRNSQAN
LERVVAFVALVMMLEFDSERSDGVYKILNKLKGIMGSVDQAVHHQSLDDIEDILDEKKL
T"

<1..104

/product="HC protein"

105..1154

/product="P3 protein"

1155..1310

/product="6K1l protein"

1311..>1356

/product="CI protein"

cactgtcaac
ctagtgatac
agtgtgatga
tggagcaggt
tcttaatggce

tggaatgcat
attggattca
attcaaaaat
gcttaaggaa
actgttcaat

gttttgaaag
agcatgaaaa
gtcaagctct
gaaccatatt
agtggttcat

137

cgaacacaat
catacctggt
tgatcagaag
tactgctcat
tggagaaagc

caatcaactt
tggaggtctt
catttacaag
gagcgttttg
cacacaatat

attagctttg
gaagtggata
ccacaaatca
tcacctggtg
tggatcacac



//

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

gatctcacag
ttgcaagtac
atagtgtttt
aaaggatgaa
tcagacaggc
ggaaagagtt
aacatatacc
tctcecgttceg
aaagagacga
tcggaatttc
ttggtctctt
ttaagcaact
acacgagatt
tgggaggtga
ttgttgttca
tagctcttgt
acaaactcaa
atatagaaga

cttggcagcg
actgaatgca
tgatggaacg
agcacggacg
aacaccccac
aagctggtcg
aaaacctttc
gtcattactt
tgtagtttgc
cacaagtttt
gctttcaata
tgccgccgat
atcagagaag
aaaccctgat
tcaaagcaag
tatgatgctg
aggcatcatg
tatactggat

atcacatcaa
caaatgagtg
aagccatatg
gaatccgatc
ttggtggaaa
gaaaaattct
atcccgaaag
ggcaaccagt
tatacacacc
cttccaagca
ggagccacat
cgggaagata
gttggttgca
ttactgaaac
agaaactcac
tttgactcgg
gggagtgtcg
gagaagaagc

138

tgttatcaac
tcattgacga
catcttacat
acactttaaa
aaagttatct
ctgcaatctt
acggcgcaga
acaaacgcct
agtcgatggg
ctcttaagat
gtaactcaat
agaaaaggtt
caccaacagc
atgcagagga
aagcaaattt
agcgaagtga
accaggctgt
tcacag

acttgcagcc
acatgcagca
gatggcagtt
tgacttagga
ccaggaatta
ggaatcgcaa
tttaggaggc
gcgagacgta
gaagctattc
gcttgacatg
gatcaatgag
caaaagattg
agatgaattc
tctaattggg
ggaacgggtt
cggcgtgtac
tcatcatcag

aaagtttcac
gtcctatgtg
aaaactttgg
ttctcggtac
gagcaaactt
cggtggcgaa
aggtacgata
gtccgccgga
tgcaaagcca
ctcatcgtgt
cataaacagc
caagtcttat
ctggagtatg
gatggtcaag
gtagcatttg
aagattctca
agcttggacg



PPV-Séskutl izolatum 3’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

CDS

FN179152 1826 bp RNA linear VRL 25-FEB-2009

Plum pox virus partial gene for polyprotein and 3'UTR, genomic
RNA, strain D, isolate PPV-Soskutl.

FN179152
FN179152.1 GI:224174818

virus

virus

ssRNA positive-strand viruses,
Potyvirus.

Plum pox
Plum pox
Viruses;
Potyviridae;
1

Szathmary, E.

no DNA stage;

and Palkovics, L.

Natural deletion is not unique in the coat protein (CP) of
recombinant Plum pox virus (PPV) isolates in Hungary
Unpublished
2 (bases 1 to 1826)
Palkovics, L.
Direct Submission
Submitted (25-FEB-2009) Palkovics L., Plant Pathology, Corvinus
University of Budapest, Menesi Road 44., H-1118, HUNGARY
Location/Qualifiers
1..1826
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/strain="D"
/isolate="PPV-Soskutl"
/host="Prunus armeniaca cv. Bergeron"
/db xref="taxon:12211"
/clone="B631.2.2"
/lab _host="Nicotiana benthamiana"
/country="Hungary:Soskut"
/collection date="2008"
/identified by="Erzsebet Szathmary"
/PCR_primers="fwd name: Poty7941, fwd seq:
ggaattcccgcggnaayaayagyggncarcc, rev_name: PolyT2,

rev_seq: cggggatcctcgagaagcttttttttttttttott”
<1..1609

/codon_start=2

/product="polyprotein"

/protein id="CAX51129.1"

/db xref="GI:224174819"

/translation="STVVDNTLMVILAMTYSLLKLGYHPDTHDCICRYFVNGDDLVLA
VHPAYESIYDELQEHFSQLGLNYTFATKTENKEELWFMSHKGVLYDGMY IPKLEPERI
VSILEWDRSNEPIHRLEAICASMVEAWGYKELLREIRKFYSWVLEQAPYNALSKDGKA
PYIAETALKKLYTDTEASETEIERYLEAFYNDINDDGESNVVVHQADEREDEEEVDAG
KPIVVTAPAATSPILQOPPPVIQPAPRATAPMENPIFTPATTQPATTPVSRVSGPQLQT
FGTHGNEDASPSNSNALVTTNRDRDVDAGSIGTFTVPRLKAMTSKLSLPKVKGKAIMN
LNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDDEMSIILNGLMVWCIENGT
SPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHEFSNVAEAY TEKRNYEKAYMP
RYGIQRNLTDYSLARYAFDFYEMTSTTPVRAREAHIQOMKAAALRNVONRLFGLDGNVG
TOQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGVRGV"

mat peptide <1l..616
/product="nuclear inclusion protein, NIb"
mat peptide 617..1606
/product="coat protein, CP"
3'UTR 1610..1826
ORIGIN
1 ttcgacagtt gttgacaata cactcatggt tattttggca atgacatatt cactccttaa
61 gcttggatac catccggata cacacgattg catttgtcgg tacttcgtga atggtgatga
121 tcttgtcctt gcagtgcacc cagcatacga gagcatttac gatgagcttc aagaacactt

139



//

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

ttcccaactt
gtttatgtca
gaggattgta
aatttgtgct
attttacagt
cccgtacatt
agaaattgag
cgttgttgtg
gattgtagtt
gcctgcacct
accagcaaca
tggtaatgag
ggacgttgat
gaaactatct
ttatagtcct
ttggtatgaa
aaatggtctt
ggtgatgatg
gaaacccact
aaaacgaaat
ctacagcctc
ggcacgtgaa
atttggcttg
tgatgttaat
tctatcataa
agcatccttt
tagtctgtta
cgggttatag

ggattgaatt
cataaaggtg
tcaatacttg
tcaatggtgg
tgggttcttg
gcggagacag
cgatatcttg
caccaagcgg
actgcaccgg
cgggctacgg
acaccagttt
gatgcctcac
gcaggatcaa
ctgccaaagg
gcacaggttg
ggagttaagc
atggtttggt
gatggggaaa
tttagacaaa
tatgaaaaag
gccagatatg
gctcatatcc
gatggaaacg
cgcaacatgc
actctacctg
tctccgettt
ttgtcgaaca
ttcttgtgca

acacattcgce
ttctctacga
aatgggacag
aagcgtgggg
aacaagcacc
cactgaagaa
aagcttttta
acgaaagaga
cagcaactag
cgccaatgtt
cacgggtgtc
ctagcaactc
ttggaacttt
tgaagggaaa
acttgtcaaa
gagattatga
gcatagagaa
cacaagtgga
ttatggcaca
catacatgcc
cctttgattt
agatgaaggc
tcggaacaca
acaacctcct
ggtgagagtc
aatagcagta
caggcccttg
agagcc

140

cacaaagact
tggcatgtac
atcaaatgag
ttataaggag
atacaatgct
gctttacact
caacgacatt
agacgaggag
cccaatactt
caaccccatt
aggacctcaa
aaacgcgcta
cacagtgcca
ggccatcatg
cacgagagct
tgtcacggac
tggaacatcc
gtatccaata
tttcagtaac
aaggtatgga
ttacgaaatg
agcagcattg
agaagaggac
cggtgtgagg
tagtcatcca
cattcagtga
tatctgatgt

gaaaacaagg
attcccaagc
ccaattcatc
ctgttgaggg
ctttcaaaag
gacactgaag
aacgatgatg
gaagttgacg
caaccacccc
ttcacgccag
ctgcaaactt
gtcaccacaa
cgtttgaagg
aacttgaacc
ccgcagtcectt
gatgaaatga
ccgaatatca
aagccattgt
gtggctgaag
attcagcgca
acttcaacga
agaaatgttc
acagagagac
ggagtgtagt
gttgttttta
ggttttacct
agcgagtgct

aagagctgtg
tggagcccga
gattggaggc
agatccggaa
atggaaaagc
cgtccgagac
gtgagtccaa
caggcaagcc
cagtcataca
caacaactca
ttggaacaca
acagagacag
caatgacttc
atttggcaca
gtttccaaac
gcatcatttt
atggaatgtg
tggatcatgc
cgtatattga
acctgacaga
cacccgtacg
aaaatcgttt
acaccgctgg
ggtctcggta
gattcctgtt
ccatatgttc
tcactccatt



PPV-Soéskitl izolatum 3°P3-6K;—5°CI régio

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

CDS

mat p

mat p

mat p
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541

FN179155

Plum pox virus partial gene for polyprotein,

strain D,

794 bp

RNA

isolate PPV-Soskutl.

ssRNA positive-strand viruses,

4824

FN179155

FN179155.1 GI:22417
Plum pox virus

Plum pox virus

Viruses;

Potyviridae; Potyvirus.
1

Szathmary, E.

Unpublish
2 (bases
Palkovics

ed
1 to 794)
L.

Direct Submission

Submitted

University of Budapest,

e

(25-FEB-20

and Palkovics, L.
Natural deletion is not unique in the coat protein
recombinant Plum pox virus

09)

Location/Qualifiers

1..794

(PPV)

Palkovics L.,
Menesi Road 44.,

linear

isolates

/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"

/strain="D"

/isolate="PPV-Soskutl"
/host="Prunus armeniaca cv.
/db xref="taxon:12211"

/clone="B65

5.1"

Berg

no DNA stage;

in Hungary

Plant Pathology,
HUNGARY

H-1118,

eron"

/lab _host="Nicotiana benthamiana"
/country="Hungary:Soskut"
/collection date="2008"
/identified by="Erzsebet Szathmary"

<1..>794

/codon_start=3

/product="polyprotein"

/protein id="CAX51132.1"
/db xref="GI:224174825"

(CP)

VRL 25-FEB-2009
genomic RNA,

of

Corvinus

/translation="AWKELSWSEKFSAILESQRWRKHIPKPFIPKDGADLGGRYDISI
RSLLGNQYKRLRDIVRRKRDDVVCYTHQSMGKLEFCKAIGISTSFLPSTLKMLDMLIVE
GLLLSIGATCNSMINEHKHLKQLAADREDKKRFKRLOQVLYTRLLEKVGCTPTADEFLE
YVGGENPDLLKHAEDLIGDGQVVVHQSKRDSQANLERVVAFVALVMMLEDSERSDGVY
KILNKLKGIMGSVDQTVHHQSLDDIEDILDEKKLTVDEVLOSNEVA"

eptide
eptide

eptide

aagcttggaa
ggcgaaaaca
acgacatctc
gacggaaaag
aagccatcgg
tcgtgttcgg
aacatcttaa
tcttatacac
agtatgtggg
gtcaagttgt

<1..560

/product="P3 protein"

561..716

/product="6K1 protein"

T17..>794

/product="CI protein"

agagttaagc
tataccaaaa
cattcggtca
agacgatgtg
aatttccaca
tctcttgcett
gcaacttgcc
gaggttatta
aggtgaaaac
tgttcatcaa

tggtcggaaa
cctttcatcc
ttacttggca
gtttgttata
agttttcttc
tcaataggag
gccgatcggg
gagaaggtcg
cctgatttac
agcaagagag

141

aattctctgc
cgaaagacgg
accagtacaa
cacaccagtc
caagcactct
ccacatgcaa
aagataagaa
gttgtacacc
tgaaacatgc
actcacaagc

aatcttggaa
cgcagattta
acgcctgaga
gatggggaag
taaaatgctt
ctcgatgatc
aaggttcaaa
aacagcagat
agaggatcta
aaatttggaa

tcgcagcggt
ggaggcaggt
gacatagtcc
ctattttgca
gatatgctca
aatgagcata
agattgcaag
gaatttctgg
attggggatg
cgggttgtag



//

601
661
721
781

catttgtagc
ttctcaataa
tggacgatat
gtaacgaagt

tcttgttatg atgctgtttg actcggagcg aagtgacggc gtgtacaaga
actcaaaggc atcatgggga gtgttgacca gactgttcat caccagagct
agaagatata ctggatgaga agaagctcac agtcgatttc gtgctgcaaa
tgca

142



PPV-Go6dollo2 izolatum 3°’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

CDS

mat peptide

mat peptide

3'UTR
ORIGIN

1 ttcgacagtt gttgacaata
61 gcttggatac catccggata
121 tcttgtcctc gcagtgcacc

FN179153 1793 bp RNA linear VRL 25-FEB-2009
Plum pox virus partial gene for polyprotein and 3'UTR, genomic

RNA, strain Rec, isolate PPV-GodolloZ2.

FN179153

FN179153.1 GI:224174820

Plum pox virus

Plum pox virus

Viruses; ssRNA positive-strand viruses, no DNA stage;
Potyviridae; Potyvirus.

1

Szathmary,E. and Palkovics,L.
Natural deletion is not unique in the coat protein (CP)
recombinant Plum pox virus (PPV) isolates in Hungary
Unpublished
2 (bases 1 to 1793)
Palkovics, L.
Direct Submission
Submitted (25-FEB-2009) Palkovics L., Plant Pathology, Corvinus
University of Budapest, Menesi Road 44., H-1118, HUNGARY
Location/Qualifiers
1..1793
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/strain="Rec"
/isolate="PPV-Godollo2"
/host="Prunus armeniaca"
/db xref="taxon:12211"
/clone="B631.1.1"
/lab _host="Nicotiana benthamiana"
/country="Hungary:Godollo"
/collection date="2008"
/identified by="Erzsebet Szathmary"
/PCR_primers="fwd name: Poty7941, fwd seq:
ggaattcccgcggnaayaayagyggncarcc, rev_name: PolyT2,
rev_seq: cggggatcctcgagaagcttttttttttttttott”
<1..1576
/codon_start=2
/product="polyprotein"
/protein id="CAX51130.1"
/db xref="GI:224174821"

of

/translation="STVVDNTLMVILAMTYSLLKLGYHPDTHDCICRYFVNGDDLVLA
VHPAYESIYDELQEHFSQLGLNYTFATKTENKEELWEMSHKGVLYDGMYIPKLEPERT
VSILEWDRSNEPTHRLEAICASMVEAWGYKELLRETRKFYSWVLEQAPYNALSKDGKA
PYTAETALKKLYTDSEASETEIERYLEAFYNDIDDSLDSNIVIHQADEKEDDEEVDAG
KPTVVTAPAATVATTQPAPVIQPAIQTTTPMENPIFTPATTQPATQSFGVYGNEGASP
STSNTLVNTGRDRDVDAGSIGTFAVPRLKTMTSKLSLPKVKGKAIMNLNHLAHYSPAQ
VDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDEEMSIILNGLMVWCIENGTSPNINGMWVMM
DGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHFSNVAEAYTEKRNYEKAYMPRYGIQRNLTDY
SLARYAFDFYEMTSTTPVRAREAHIQMKAAALRNVONRLEGLDGNVGTQEEDTERHTA
GDVNRNMHNLLGVRGV"

<l..616

/product="nuclear inclusion protein, NIb"
617..1573
/product="coat protein,
1577..1793

cp"

cactcatggt tattttggca atgacatatt cactcctgaa
cacacgattg catttgtcgg tacttcgtga atggtgatga
cagcatacga gagcatttat gatgagcttc aagagcactt
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//

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

ttcccaactt
gtttatgtca
gaggattgta
aatttgtgct
attttacagt
cccgtacata
ggaaattgag
cattgttata
cactgtagta
acctgcaatt
gcctgcgacg
cactttggtg
agtgccacgc
aattatgaac
acgagctcca
cacagatgag
aacgtctcct
tccaataaag
cagtaacgtg
gtatggaatt
cgaaatgact
agcattgaga
agaggacaca
tgtgagggga
tcacccaatt
tcagtgaggt
ctgatgtagc

ggattgaatt
cataaaggtg
tcaatacttg
tcaatggtgg
tgggttcttg
gcagagacgg
agatatcttg
caccaggctg
actgcaccgg
caaaccacaa
cagtcttttg
aacacaggaa
ttaaaaacaa
ttaaatcatt
caatcctgtt
gaaatgagta
aacatcaacg
ccattgttgg
gctgaagcgt
cagcgcaacc
tcaacaacgc
aatgttcaga
gagagacaca
gtgtagtggt
gtttttagat
tgtacctcca
gagtgtttca

acacattcgce
ttctctacga
aatgggacag
aagcgtgggg
aacaagcacc
cactcaagaa
aagcatttta
atgaaaagga
cagcaactgt
caccaatgtt
gagtttatgg
gggataggga
tgacatcgaa
tggcacatta
tccagacctg
tcattttgaa
gaatgtgggt
atcacgcgaa
atattgaaaa
tgacagatta
ctgtgcgtgc
atcgtttatt
ccgctggtga
ctcggtatct
tcctgtaage
catgtgttag
ctccattcgg
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cacaaagact
tggcatgtac
atcaaatgag
ttataaggag
atataatgct
actctatact
caatgatatt
ggacgatgaa
ggcaacaact
caaccccatt
aaatgagggt
cgtcgatgceca
gttatctcta
cagtcctgca
gtatgaagga
tggcctgatg
gatgatggat
acccactttt
acggaattac
cagcctcgcec
acgtgaagct
tggcttggat
cgtgaatcgc
atcataaact
atccttttct
tcttttattg
gttatagttc

gaaaacaagg
attcccaagc
ccaatccatc
ctgctgaggg
ctttcaaaag
gattctgaag
gatgatagcc
gaagtcgatg
caaccagctc
ttcactccag
gcatcaccta
ggatcgattg
ccgaaggtga
caagttgatt
gttaagcgtg
gtttggtgca
ggggagacac
agacaaatta
gagaaagcat
agatacgcct
catatacaga
ggaaacgtcg
aacatgcaca
ctacttgggt
ccgctttaat
tcgaacacag
ttgtgcaaga

aagagctgtg
tggagcctga
gattggaggc
agatccggaa
atggaaaagc
cgtctgagac
ttgactccaa
caggaaaacc
cagtgataca
caacaactca
gcacatcaaa
gaactttcgc
aaggaaaagc
tatcaaacac
attacgatgt
tcgaaaacgg
aagtggagta
tggcacattt
acatgccaag
ttgattttta
tgaaggcagc
gaacacaaga
acctcctcgg
gagagtctag
tgcggcacat
gcccttgtat
gac



PPV-Szigetcsépl izolatum 3°’NIb—CP-3’UTR régio

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

CDS

FN179154 1826 bp RNA linear VRL 25-FEB-2009
Plum pox virus partial gene for polyprotein and 3'UTR, genomic
RNA, strain D, isolate PPV-Szigetcsepl.
FN179154
FN179154.1 GI:224174822
Plum pox virus
Plum pox virus
Viruses; ssRNA positive-strand viruses,
Potyviridae; Potyvirus.
1
Szathmary,E. and Palkovics,L.
Natural deletion is not unique in the coat protein (CP)
recombinant Plum pox virus (PPV) isolates in Hungary
Unpublished
2 (bases 1 to 1826)
Palkovics, L.
Direct Submission
Submitted (25-FEB-2009) Palkovics L.,
University of Budapest, Menesi Road 44.,
Location/Qualifiers
1..1826
/organism="Plum pox virus"
/mol type="genomic RNA"
/strain="D"
/isolate="PPV-Szigetcsepl"
/host="Prunus armeniaca"
/db xref="taxon:12211"
/clone="B641.1"
/lab _host="Nicotiana benthamiana"
/country="Hungary:Szigetcsep"
/collection date="2008"
/identified by="Erzsebet Szathmary"
/PCR_primers="fwd name: Poty7941, fwd seq:
ggaattcccgcggnaayaayagyggncarcc, rev_name: PolyT2,
rev_seq: cggggatcctcgagaagcttttttttttttttott”
<1..1609
/codon_start=2
/product="polyprotein"
/protein id="CAX51131.1"
/db xref="GI:224174823"

no DNA stage;

of

Plant Pathology, Corvinus
H-1118, HUNGARY

/translation="STVVDNTLMVILAMTYSLLKLGYHPDTHDCICRYFVNGDDLVLA
VHPAYESIYDELQEHFSQLGLNYTFATKTENKEELWFMSHKGVLYDDMY IPKLEPERI
VSILEWDRSNEPIHRLEAICASMVEAWGYKELLREIRKFYSWVLEQAPYNALSKGGKA
PYIAETALKKLYSDTEASETEIERYLEAFYNDINDDGESNVVVHQADEREDEEEVDAG
KPIVVTAPAATSPILQOPPPVIQPAPRTTAPMENPIFTPATTQPATKPVPRVSGPQLQT
FGTYGNEDASPSNSNALVNTNRDRDVDAGSIGTFTVPRLRAMTSKLSLPKVKGKAIMN
LNHLAHYSPAQVDLSNTRAPQSCFQTWYEGVKRDYDVTDDEMSIILNGLMVWCIENGT
SPNINGMWVMMDGETQVEYPIKPLLDHAKPTFRQIMAHEFSNVAEAY TEKRNYEKAYMP
RYGIQRNLTDYSLARYAFDFYEMTSTTPVRAREAHIQOMKAAALRNVONRLFGLDGNVG
TOQEEDTERHTAGDVNRNMHNLLGVRGV"

mat peptide <1l..616
/product="nuclear inclusion protein, NIb"
mat peptide 617..1606
/product="coat protein, CP"
3'UTR 1610..1826
ORIGIN
1 ttcgacagtt gttgacaaca cactcatggt tattttggca atgacatatt cactccttaa
61 gcttggatac catccggata cacacgattg catttgtcgg tacttcgtga atggtgatga
121 tcttgtcctt gcagtgcacc cagcgtacga gagcatctac gatgagcttc aagaacactt
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//

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

ttcccaactt
gtttatgtca
gaggattgta
aatttgtgct
attttacagt
cccgtacatt
agaaattgag
cgttgttgtg
gattgtagtt
gcctgcaccce
accagcaaca
tggtaatgag
ggacgtcgat
gaaactatct
ttatagtcct
ttggtatgaa
aaatggtctt
ggtgatgatg
gaaacccact
aaaacgaaat
ctacagcctc
ggcacgtgaa
atttggcttg
tgacgttaat
tctatcataa
agcatccttt
tagtctgtta
cgggttatag

ggattgaatt
cataaaggtg
tcaatacttg
tcaatggtgg
tgggttcttg
gcggagacag
cgatatcttg
caccaagcgg
actgcaccgg
cggactacag
aaaccagttc
gatgcctcac
gcaggatcaa
ctgccaaagg
gcccaggttg
ggagttaagc
atggtttggt
gatggggaaa
tttagacaaa
tatgaaaaag
gccagatatg
gctcatatcc
gatggaaacg
cgcaacatgc
actctacctg
tctccgettt
ttgtcgaaca
ttcttgtgca

acacattcgce
ttctctacga
aatgggacag
aagcgtgggg
aacaagcacc
cactgaagaa
aagcttttta
acgaaagaga
cagcaactag
cgccaatgtt
cacgggtgtc
ctagcaactc
ttggaacttt
tgaagggaaa
acttgtcaaa
gagattatga
gcatagagaa
cacaagtgga
ttatggcaca
catacatgcc
cctttgattt
agatgaaggc
tcggaaccca
acaacctcct
ggtgagagtc
aatagcagtg
caggcccttg
agagac
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cacaaagact
tgacatgtac
atcaaatgag
ttataaggag
atacaatgct
gctttactct
caacgacatt
agacgaggag
cccaatactt
caaccccatt
aggacctcaa
aaacgcgcta
cacagtgcca
ggccattatg
cacgagggct
tgtcacggac
tggaacatcc
gtatccaata
tttcagtaac
aaggtatgga
ttacgaaatg
agcagcattg
agaagaggac
cggtgtgagg
tagtcatcca
cattcagtga
tatctgatgt

gaaaacaagg
attcccaagc
ccaattcatc
ctgttgaggg
ctttcaaaag
gacactgaag
aacgatgatg
gaagttgacg
caaccacccc
ttcacgccag
ctgcaaactt
gtcaacacaa
cgtttgaggg
aacttgaacc
ccgcagtcectt
gatgaaatga
ccgaatatca
aagccattgt
gtggctgaag
attcagcgca
acttcaacga
agaaatgttc
acagagagac
ggagtgtagt
gttgttttta
ggttttacct
agcgagtgct

aagagctgtg
tggagcctga
gattggaggc
agatccggaa
gtggaaaagc
cgtccgagac
gcgagtccaa
caggcaagcc
cagtcataca
caacaactca
ttggaacata
acagagatag
caatgacttc
atttggcaca
gtttccaaac
gcatcatttt
atggaatgtg
tggatcatgc
cgtatattga
acctgacaga
cacccgtacg
aaaatcgttt
acaccgctgg
ggtctcggta
gattcctgtt
ccatatgttc
tcactccatt



M3. PPV-izolatumok CP régiojanak megfelelé6 cDNS nukleotid (atlé felett) és abbol szarmazé aminosav sorrendjének (atlé alatt) hasonlésaga (%)

N-Add
&~Add
Y-Add
d-Add
J-Add
VHA-Add
M-Add

|
{

Yl
Bt-H

PS Ab-Tk Pd4 Pd31 (B-H2) Bulgarian 06 BOR-3 PA Ran D PENN2 sc Troyl Troy2 Troy4 Troy5 Troy6 B1298 Soskutl Godolls2 | Szigetesépl SwC SoC EA W

96,9 97,0 96,7 96,5 96,5/ 96,8 87,5 87,9 87,4 88,2 87,1 95,7 87,6| 96,4 96,3 96,8 83,8 87,3] 93,5 87,9 79,1] 80,1| 81,0[ 76,8
96,5 96,2| 96,1] 96,1 96,3 87,4 87,8 88,0, 88,1| 87,2 95,4 87,5 96,00 95,9 96,4 83,4] 87,2 93,1 87,8( 78,71 79,7 81,6 77,1
96,6/ 96,1 96,5 96,9 87,5 87,8 87,6| 88,00 87,2 95,8/ 87,4 96,4| 96,3]| 96,8 83,7 87,2 93,7 87,3 78,31 78,7 79,9 77,5

Ab-Tk 95,5

Pd4 97,31 97,0 98,7 98,7 99,5| 86,8 87,2 86,9 87,5 86,6| 98,2 87,1| 99,0 98,9| 98,9 86,1 86,8 96,2 87,0 78,1| 79,1] 81,1 77,4
Pd31 97,01 96,7 95,8 98,8 98,8 99,4| 86,6| 87,0/ 86,6] 87,3| 86,4 98,1] 86,9 98,9 98,8 99,0 85,9 86,6] 96,0 86,8/ 78,3 79,0/ 81,5 77,3
Bt-H (Bt-H2) 97,31 97,0 96,1 99,1 99,3/ 87,0( 87,4 87,0, 87,7 86,8 98,0 87,3 98,8 98,7/ 98,7 85,7 87,0/ 95,9 87,2 78,1| 78,9| 81,6 77,4

Bulgarian 96,4| 96,1 95,2 98,2| 98,2
06 96,4| 96,1 95,5| 98,2] 98,2 98,5
BOR-3 97,3 97,0f 96,1| 99,1] 99,1| 99,4| 98,5
PA 90,3] 90,6[ 90,6] 90,6] 90,3 90,3] 89,7[ 90,9

86,2 86,6| 86,2 86,9 86,2 97,5 86,5 98,3 98,2 98,4 84,9 86,2 95,2 86,4 78,3| 78,7 81,5 77,2
87,5 87,0 87,8 86,9 97,6/ 87,4 98,3] 98,2| 98,6] 85,3] 87,1] 95,4 87,3 79,1 79,3| 80,4 77,5
86,9| 87,6| 86,7 98,1] 87,2 98,9 98,8 99,0/ 85,8 86,9 96,0 87,1 78,3 79,0 81,6| 77,7
98,9] 98,0 85,4] 99,6| 86,7 86,4 87,1] 76,7 97,7| 84,3 97,6 77,8 78,5 79,8] 74,0
98,7| 85,8/ 98,8 87,1 86,8/ 87,5 77,0] 98,1| 84,7 98,01 77,9 78,5 79,8] 75,0
86,1 99,0 87,4 87,1 87,1 77,2] 98,3 85,1 98,2| 78,2 78,8 79,9] 76,1
98,9 87,4 87,1] 87,8] 76,9 98,3] 85,1 98,1 78,1 78,6 79,8 77,5
86,4/ 86,1| 86,9 76,4 97,0 84,1 96,9 77,8 78,7 79,1] 75,0

PENN2 91,8 92,1 91,5 92,1 91,8 91,8 91,2 92,4 91,8] 98,5] 98,8
sC 89,1 89,4| 89,4 89,4 89,1 89,1| 88,5 89,7 89,1 95,8 97,3 96,7

Troyl 94,8| 94,5 93,9 96,7 96,7 97,0f 96,1] 96,1 97,0 88,2 88,5 89,1] 89,4 97,91 97,7| 85,1] 85,4 95,1 85,6 78,3] 78,9 80,2 77,3
Troy2 90,9 91,2 91,2 91,2 90,9 90,9 90,3] 91,5 90,9 99,1 98,2| 98,8] 98,8 96,1 87,4 76,9 97,9 84,6 97,8 77,9 78,4] 80,0] 74,2
Troy4 97,01 96,7 95,8 98,8] 98,8 99,1| 98,2 98,2 99,1 90,0f 90,6 90,9 91,5 88,8/ 97,3 85,5 86,7 95,6 86,9 77,8 78,5 81,2 77,3

Troys 96,1 95,8 94,8 97,9 97,9 98,2 97,3 97,3| 98,2| 89,4 90,0f 90,3| 90,9] 88,2 96,4 90,0
Troy6 97,01 96,7 95,8 98,5 98,5/ 98,8 97,9 97,9| 98,8] 90,6 91,2 91,5 92,1| 89,4 96,4 91,2 98,5
B1298 84,5 84,5| 84,2 85,5 85,2 85,2| 84,2 84,8 85,2 80,6 80,9 81,2 81,2 79,1| 83,9 80,9] 85,2 84,8

86,4 95,5 86,6( 77,8 78,5 81,1 77,1
87,1 95,4 87,3 78,6 79,0( 81,6 77,7
77,1 88,8 76,9 72,5 73,2 75,1 72,0

Séskat1 90,9 91,2 90,9 90,9 90,6/ 90,9 90,3] 91,5 90,9 97,0f 97,3 97,9] 98,2 95,2 88,5 97,9 90,6] 90,0 91,2 80,6 84,3 98,5 78,7 78,8 79,8] 76,7
Gidalizz 94,5 94,5 94,2 95,8] 95,5| 95,8] 94,8 95,5 95,8] 89,1 89,7 90,3 90,3] 87,9 93,9 89,7 95,8] 94,8] 95,2 88,4 89,7 84,6
Szigetesépl 91,8 92,1 91,5 91,2 90,9 91,2 90,6 91,8 91,2 97,6/ 97,9 98,5 98,5 95,8 88,8/ 98,5 90,9 90,3] 91,5 80,9 98,2 90,3

SwC 81,5 81,8 80,4 80,9 80,6| 80,9 80,6| 80,9 80,9 79,5 79,5 80,0/ 80,4 78,4 80,0{ 79,8 80,9 79,5 80,9 74,4] 80,7/ 80,2
SoC 82,7 83,0 81,2 82,1| 81,8 82,1 81,5 82,1 82,1 81,0 81,0 81,5 81,8/ 79,9 80,9 81,2 82,1 80,7/ 82,7 75,3] 81,5 81,4
EA 85,3 85,6| 83,8 84,7/ 84,7 85,0 84,4] 85,3 85,3 82,6| 83,2 83,5 83,8/ 81,7 83,8 83,2 85,00 84,1| 84,7 78,0] 84,1 84,1
w 81,7 81,8 80,2/ 80,8/ 80,8 80,8 80,8 81,4 80,8/ 81,4 80,6| 80,6/ 80,0/ 78,9 79,5 82,3] 80,8 79,9 80,8 75,8] 80,3 80,8

Jelmagyarazat: A kapcsos zardjelekkel az adatbazisokbdl szarmazo izolatumok csoportbeli hovatartozasat jeloltiik. A PPV-Ab-Tk izolatum tipusa még nem
ismert.
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M4. PPV-izolatumok filogenetikai torzsfaja

- LOZ-3 (AF450312) \
BRC-3 (AF421118)

— BNE-10 (AF420311)

- BOR-3 (AY028309)

 Bt-H2 (AJ566346)

{6 Pd4 (AJ566344)

34

Pd31 (AJ566345)

Go6doll62 (FN179153)
% 969 PPV-Rec
B1298 (AM184114)

Troy4 (Am260935)
958
GOL Troy5 (AM260936)
Troy1 (AM260933)

865 { KRN-1 (AF421121)
929
MYV-3 (AF450313)

997

Troy6 (AM260937)
. L 06 (S57404) ]
SK68 (M92280)
1000 1000[ PS (AJ243957) } PPV-M
Ab-Tk (EU734794) } PPV-?
Ran (M21847) A

637

SC (X81083)
D (X16415)

Troy2 (AM260934) > PPV-D
PENN2 (AF401296)
NAT (NC_001445)
So6skit1 (FN179152)
Szigetcsép1 (FN179154) Y,
1000 SWC (Y09851) } PPV.C
99 L soC (AY184478)
1000 W (AY912055) } PPV-W
EA (DQ431465) + pPPV-EA

0.1

A torzsfa a 3’NIb—5’CP genomi régionak (8050—8902. nt) megfelel6 cDNS-szekvencia alapjan
késziilt. Az elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-analizis eredményét mutatjak; csak a
60%-nal nagyobb tamogatottsagli csoportokat jeloltiik. Az SoC, SwC, EA és W izolatumok
csoporton kiviili kontroll izolatumok. Az izolatumok neve mogott zardjelben a felhasznalt
nukleotid szekvencidk EMBL/NCBI/DDBJ adatbazisbeli azonositd szdma szerepel. Jobb oldalt az
izolatumok tipusat jeldltiik. A PPV-Ab-Tk izoldtum tipusa még nem ismert. A jellemezni kivant

izolatumokat kiemeltiik (vastagitva).
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MS. PPV-izolatumok 3°P3-6K;,—5’CI régiojanak megfelelé6 cDNS nukleotid (atl6 felett) és abbdl szarmazo6 aminosav sorrendjének (atlé alatt) hasonlésaga (%)

NW-Add
¢~Add
Y-Add
a-Add
J-Add
Via-Add
M-Add

‘
j?
)
|
J

SK68 PS 91.003 91.006 94.061 VAR-2 Ab-Tk BOR-3 PENN2 sc NAT 85.001 92.011 93.080 94.055 BIII/2 BOJ-3 BOR-1 Troy6 Soskiit1 SwC SoC EA w
99,6| 99,3] 98,6/ 95,6| 87,1 ' 86,4 86,3 86,8 86,3 85,2 86,7 86,6/ 86,7 86,3 86,4 86,4 86,4 86,4 86,5 74,7 73,8 78,1 74,1
98,6 99,3 95,7 87,4 86,8 86,7 86,8 87,1 86,8 85,5 87,00 86,8 87,0/ 86,6| 86,7 86,7 86,7 86,7 86,8 75,4 74,2 77,0 74,3
98,8/ 95,7 87,2 86,7 86,5 86,4/ 87,0 86,4 85,3 86,8 86,7 86,8 86,4 86,6/ 86,6 86,6| 86,5 86,7 75,0 73,8] 78,4 74,4
95,4 87,0 86,4 86,3] 86,1 86,7 86,1 85,0 86,6 86,4 86,6/ 86,1 86,3 86,3 86,3 86,3] 86,4 74,7 73,8 78,1] 74,1
87,2 86,7 86,5 86,4/ 87,00 86,4 85,5/ 86,8 86,7 86,8 86,1 86,6| 86,6| 86,6| 86,5 86,7 76,3 75,00 78,7 75,6

MYV-1

=]

S
o)z

Ul

PS 97,5
91.003 98,8
91.006 98,8/ 97,9
94.061 98,8 98,8 100,0

VAR-2 98,3| 98,3] 98,8 97,9 86,7 86,5 86,4/ 87,0/ 86,4 85,3 86,8 86,7 86,8 86,4/ 86,6/ 86,6/ 86,6 86,5 86,7 75,2 74,1 76,9 75,6
Ab-Tk 95,8| 96,7 96,2| 95,4| 96,20 86,3 86,3 86,3 86,5 85,2 86,4 86,3 86,4 85,7 86,1| 86,4 86,1 86,3 85,6| 74,2 73,1 76,7 74,5
BOR-3 92,9 92,9] 93,3] 92,5] 93,30] 93,8 97,5 97,9 96,8 95,4 97,9 97,8 97,6 97,2 97,5 97,9 97,9 98,1 97,1 75,6| 75,2 77,9| 76,6

KRN-1 92,9 92,9| 93,3] 92,5| 93,30] 93,8] 93,8
MYV-1 92,1 92,1] 92,5 91,7] 92,50 92,9 92,9 98,8
D 92,5 93,3] 92,9 92,1| 92,90 93,3| 94,2 99,2 99,6
PENN2 92,9 92,9 93,3] 92,5| 93,30[ 93,8/ 93,8] 99,6| 100,0f 99,2
SC 91,2 92,1 91,7 90,8 91,70( 92,1 93,8 97,1 97,5 96,7 97,9
NAT 90,0{ 90,0] 90,4] 89,6] 90,40] 90,8 90,8 96,7 97,1 96,2 96,7 97,1
85.001 92,9 92,9| 93,3] 92,5| 93,30| 93,8] 93,8 99,6| 100,0] 99,2| 99,6| 100,0/ 97,5
92.011 92,1 92,1 92,5 91,7 92,50 92,9 92,9] 98,8 99,2 98,3 98,8 99,2 96,7 96,2
93.080 92,5 92,5 92,9 92,1| 92,90 93,3| 93,3] 99,2| 99,6/ 98,8/ 99,2 99,6/ 97,1 96,7 99,6
94.055 92,5 92,5 92,9] 92,1] 92,90] 93,3] 93,3] 99,2 99,6 98,8 99,2 99,6 97,1 96,7 99,6/ 98,8
BII2 92,5 92,5 92,9 92,1] 92,90] 93,3] 93,3] 99,2] 99,6] 98,8] 99,2 99,6/ 97,1 96,7 99,6 98,8 99,2
BOJ-3 92,9 92,9| 93,3] 92,5| 93,30| 93,8 93,8 99,6| 100,0/ 99,2 99,6/ 100,0/ 97,5 97,1| 100,0[ 99,2] 99,6] 99,6
BOR-1 92,9 92,9 93,31 92,5/ 93,30( 93,8 93,8] 99,6] 100,0f 99,2 99,6 100,0| 99,2 97,1| 100,0f 99,2 99,6] 99,6] 99,6
Troy6 92,1 92,1 92,5 91,7 92,50 92,9 92,9| 98,8 99,2 98,3 98,8 99,2 96,7 96,2 99,2 98,3 98,8 98,8 98,8/ 99,2
Soskatl 92,9 93,3] 93,8] 92,9| 93,80( 93,8 92,9 97,9 98,3 97,5 97,9| 98,3 95,8 95,4 98,3 97,5 97,9 97,9 97,9 98,3 98,3 97,5
SwC 78,8| 78,8 79,6 79,2 79,60 79,2 78,8 78,8 78,8 78,8 78,3 78,8 77,5 76,7, 78,8 77,9/ 78,8 78,3 78,3 78,8 78,8/ 79,2
SoC 79,6/ 78,8 79,6 80,0| 79,60 79,2\ 78,8 77,5( 77,5 77,5 77,1 77,5 76,2\ 75,4, 77,5 76,7\ 77,5 77,1 77,1 77,5 77,5 77,5 77,9 97,5
EA 81,2| 80,4 81,7/ 81,2 81,70 80,8 80,0 80,0f 80,0 79,2 79,6/ 80,0{ 78,8 79,2 80,0 79,2 80,0 79,6| 79,6/ 80,0 80,0f 80,4 80,4 81,7 80,4
w 75,8\ 76,2\ 77,1 76,7\ 77,10 77,1 76,2 75,8 75,8 75,8 75,4 75,8 74,2 75,0 75,8 75,0 75,8 75,4 75,4| 75,8 75,8/ 76,2 75,8 83,3 82,1

97,5 96,7 95,3 97,8 97,6 97,5 97,1 97,4 97,8 97,8/ 97,9 96,7 75,6/ 75,0 77,5 76,5
96,1 94,7 97,2 97,1] 96,9 96,5 96,8 97,2 97,2 97,4 96,1 75,7 75,2 77,3| 76,7
97,11 99,6| 99,2 99,3] 99,2 98,6 99,3 99,3 97,2 97,4 76,9 76,2 78,1 77,3
99,4 99,3 99,2 98,8/ 98,5 99,2 99,2 97,4 97,8 77,2 76,5 77,5 77,7
98,5 98,6| 98,2 97,9 98,6 98,6| 96,5 96,7 76,5 75,7 77,7 76,4
97,2 96,8] 96,5 97,2 97,2 95,1 95,3| 75,3] 74,8 77,2 77,0
99,3 99,0 99,7 99,7 97,6| 97,8 76,7 76,2 77,8 77,6
98,6| 99,31 99,3 97,5 97,6| 76,6| 76,1| 77,4 77,2
98,8| 99,4 99,4 97,4, 97,5 76,4 75,6 77,8 77,0
99,0 96,9 97,1 76,6/ 75,9 77,4| 77,3
97,21 97,4] 76,6/ 76,1| 77,4 76,9
97,8 76,7 76,2 77,5 77,4
97,8 76,7 76,2 77,5 77,4
96,5 75,3 75,01 76,9 76,1
76,4 78,1 76,3
99,0 74,4] 79,4
73,8 79,0

Jelmagyarazat: A kapcsos zarojelekkel az adatbazisokbodl szarmazo izolatumok csoportbeli hovatartozasat jeloltiik. A PPV-Ab-Tk izolatum tipusa még nem
ismert.
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Mé6. PPV-izolatumok 3°’P3-6K;—5°CI régiojanak megfelelé cDNS-szekvencia

szarmaztatott aminosav sorrendjének tobbszoros illesztése

944 * * *

PS ILESQRWRKHIPKPFIPKDAADLGGRYDISVRSLLGSQYKRLKDAVRRKRDDVVCYTHQS
S Voo e i e
B 0
T O
S
VAR=2 ittt e Voo iie i
BD=TK ittt it e VIoeeeiiinonnn,
BOR-3 ottt Gevee e N..... R.Veiiiiiiinnn,
KRN-1 ottt € N..... RV,
MYV-1 ..., 2 Gevee i N..... RVeeoiiiiiiinn,
D e Guevee e N..... RV,
PENN2 ittt Gevee i N..... RVeeoiiiiiinnn,
SC e Gevee e N..... RV,
NAT i Gevee i N..... R.V..W..ooonn. Y.

85.001 ..ttt Guevee e N..... RoVeuiiiiiinnnn,
92.011 it Gevee e N..... RVeeiiiiiiinn,
93.080 it Guevee e N..... RNV...ovtiinnnnnnn
94.055 ... Gevee e N..... RVeiiiininn,
BIII/2 ....... Quvveinnn.. Guevee e N..... RV,
BOJ=3 i Gevee i N..... RV,
BOR-1  tiiiiiiiiiiennn Gevee e N..... RVeiiiiiiiinn,
Troy6  ......ciiiiiiinnnn. Guette et i N..... RV,
Séskuatl ..............in.nn Gevevneeenn H..... N..... RE....oooinn.
SwC Mooo.o... R...R..V.AAS. . ........ Livevinnnnn.. GEI..RK.S....A..

SoC 1/ R...R..V.AAS.......... P GGI..RK.S....A..

EA Moviiiiiiiee .. T Ao, GEICKRK.S.IR.....
W Moo.oo... R...R.LVLVA. ..o Tooo... S.LKSRK.R.T..V..

* *

PS MGKLFCKAIGISTSFLPSTLKMFDMLIIFGLLLSIGATCNSMINEHKHFKQVAADREDKK
SKB 8 i e e Liveeinnn.n.
B 0 Lo,
O Liveiinnenn.
S O Lo,
VAR=2 ittt ittt e Liveiinnnnn.
P P
BOR=3  tiiiiiiiiiiiii i Ve L..L.oveu....
KRN-1 oottt Ve L..L.ooouo...
MYV=1 it Ve L..L.oveun...
D e Ve L..L.ooeuo...
PENN2 . iitiiiiiiiiiinneennn Ve L..L.oveun...
SC e Nooooo.o. Ve Voo, L..L.ooeu...
NAT ... Povivnnn.. A Voo, L..L.oveun...
85.001 ... e Ve e e e L.,
92.011 2 Ve L..L.oeu....
93.080 .. Ve e L
94.055 it Ve L..L.ooeu....
BIII/2 it Ve L..L.oouo...
BOJ=3 ittt Ve L..L.oveu....
BOR=1  tiiiiiiiii i Ve L..L.oouo...
TrOY6 oot ttiiiii e Ve PL..L........
Séskutl ............... ... Ve L..L.oouo...
SWC ... V.L..N...KVF VIS...T..... Kooon.. QQL..M.V...NN.
SoC ..., V.L..N...KVF VIS...T..... Kovwno. QRL..M.V...NN.
EA ... L..N...N.F..I...... S...T..... KA.V...QQL..A..V...N.
W R.V.L..N...N.F..I...... S...T... .. KA..S..QQL..A..E...N.
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* * * ¢+

PS RFKRLQVLHTRLLEKIGCTPTADEFLEYVQGENPDLLKYAEDLIGDGQVVVHQSKRDSQA
SK68  ........ D S e e
91.003 ........ D P
91.006 ........ D S e e
94.061 ........ D St e
VAR-2  ........ D
AD-TK  tevviinennnn S.RV...... Neoiwoiiinennnn 5
BOR-3  ........ Yeuo.S A (N < P
KRN-1  ........ D < O (R 5
MYV-1 . ....... DA< B (R < P
D e SV, (R <
PENN2  ........ DA< B (N < P
SC e S..V...... N...o... (R &
NAT ..., DA < B GD.evvvnnn < P
85.001 ........ D < O (R 5
92.011 ........ Yoo S Ve, (I < P
93.080 ........ D < O (I =
94.055 ........ DS < B (I < P
BIII/2 .eeun... Yoo Se Ve, Geweennnn < PP
BOJ-3  ........ DA< B (R 5 P
BOR-1  ........ DA< B (U < P
Troy6  ........ Y S Ve Gevevennn 5 P g...
Séskutl ........ N . I Gevwnnn 5
SwC ..., L.YA.VID.L..M...E........... E.V..eeon... Eevrrennnn. E...
SoC  ...... L.YA.VID.L.YM...E........... E.V.eeun... Eevrrennnnn E...
EA ..... R..Y...V..LNG........... E...... S...A....E....... N..E...
W Kevuuo I.YE..T..L..L...E...... HE..SE.R.H...... E L.o.... E
ok x . * 1183
PS NLERVVAFVALVMMLFDSERSDGVYKILNKLKGVMGS IDQTVHHQSLDDIEDMLDEKKLT
SK68  ..... B e e e 1 P
o 01 T
91,006 ittt e Nevvooiinonnn,
0 3 P
VAR=2 ittt ittt e e e e e Veeoooonnnn
PR
BOR=3 ittt B VR Iooenn..
2020 P T...VoiBeeeeinnen.. Toeenn..
MYV=L ittt e e B VA I....R
5 T...VoiBeeeeinne... Teeenn..
PENN2 ittt ittt iiit e iii e e I...V.o.Aeeeinon.. IToeenn..
SC e I...VE.A..vvvnnnenn. Teeenn..
NAT ettt e I...V.RA..evvunnn.. Tovenn..
B5.00L it e e I...VoiAieeeinno... Toeenn..
92,00l ittt I...V..A...... G Tovenn..
93,080 .ttt e I... ViAo, Toeenn..
94,055 it SI...V.iBiueeviue... ITovenn..
BITI/2  eeete e ettt et e e I...VoiBAiueinnon.. Toeenn..
BOU=3 it ttie et T...VoiBeeeunnen.. Tovenn..
12102 I... VoA, Tovenn..
TrOY6 oottt et i e e I... V.. Aveiiiiinnn T.ooooo..
SOSKUtL ..ttt e e I...V..§oeoeevoint. IToveen..
SWC e T....l...... = Tovenn..
SOC e Tt e N.oooo.. Toeenn..
EA  ..... Tttt et II..V Quvveennnn Toeenn..
W .. S e S S S Hoooooonn VeoIoooonn.

Jelmagyardzat: A “*” az adott régidban D-tipusi genomu izolatumok szarmaztatott aminosav
szekvenciajaban specifikusan konzervativ poziciokat jeloli. A ¢ a virus f6 proteaza P3 és 6K,
illetve 6K, és CI fehérjék kozotti hasitod helyeit jeloli. Csak a konszenzus szekvenciatdl eltérd
aminosavakat jeloltik. A pontok azonos aminosavakat, a “-” aminosav hianyt jelol. A PPV-
Troy6 és PPV-Soskiit] izolatumok szarmaztatott 6K; és CI fehérjéiben 1évé aminosav cseréket
kiemeltiik. Az aminosavak szamozasa a PPV-SK68 izolatum genomjardl keletkezd poliprotein
aminosav sorrendjének megfelelen tortént.
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M7. PPV-izolatumok 3’ HC-Pro—5’P3 régiojanak megfelelé6 cDNS nukleotid (atl6 felett) és abbdl szarmaz6 aminosav sorrendjének (atlé alatt) hasonlésaga (%)

3 3 3 3 3 I 3

= < b = I = <

z s z S A = z
—— — " - ~ — "

SK68 PS Ab-Tk Pd4 Pd31 BULG BOR-3 143A Horomerice | Serbia-MI | Serbia-T D PENN2 SC NAT Troy6 SwC SoC EA w
SK68 98,7 89,8 92,1 92,3 92,7 93,1 93,3 93,1 93,5 92,9 91,7 91,9 92,3 92,1 93,1 76,3 75,5 77,6 77,5
Ps 98, 8 91,0/ 93,1| 93,3| 93,7| 94,0 94,2| 94,0 94,4| 93,9 92,7| 92,9 93,3 93,1| 93,7| 76,3| 76,0 78,0 78,1
Ab-Tk 97,7| 98,8 86,0/ 86,2 86,6/ 86,9 86,9 86,9 87,3 86,9 86,8 86,9 86,2 86,0 86,6 76,5 76,2 77,2| 77,5
P4 96,0 97,1 96,5 99,4 98,1 98,7 98,3 °98,1] 98,5 98,5 95,6| 96,0 96,01 95,2 97,5 77,2 7T6,6| 77,6] 76,7
Pd31 96,5/ 97,7 97,1 98,8 98,3| 98,8 98,5/ 98,3 98,7 98,7 95,8/ 96,2| 95,8/ 95,8 97,7 76,3| 76,0 77,5 16,2
BULG 97,1| 98,3| 98,3] 96,0 96,5 98,3| 99,0/ 98,8/ 99,2| 98,1 96,7 97,1| 96,7 96,4 98,3| 77,1 76,8 77,4 77,5
BOR-3 97,1 98,3| 98,3] 98,3] 98,8 97,7 98,5 98,3 99,0{ 99,8 95,8 96,2 96,2 95,8 97,71 77,4 76,8 77,2 77,5
143A 98,3 99,4 99,4 97,1 97,7 98,8 98,8 99,0 99,4 98,3 96,5 96,9 96,5 96,2 98,5 76,9 76,6| 77,4 77,5
Horomerice |  98,3| 99,4| 99,4| 97,1| 97,7 98,8 98,8| 100,0 99,2| 98,1| 96,7 97,1 96,7 96,4| 98,3| 76,7 76,4 77,5 77,6
sebia-MI | 98,3| 99,4| 99,4 97,1| 97,7 98,8/ 98,8 100,0] 100,0 98,8/ 96,7 97,1 97,1| 96,7 98,7 77,3| 77,0 77,4 77,7
Serbia-T 97,1 98,3 98,3 98,3 98,8 97,7 100,0{ 98,8 98,8 98,8 95,6| 96,01 96,01 95,6 97,5 77,2 76,6 77,01 77,5
) 96,5/ 97,7| 97,7 95,4| 96,0/ 98,3 97,1| 98,3| 98,3| 98,3 97,1 98,5 97,7| 97,3| 96,0 75,3| 75,1 75,8] 77,4
PENN2 97,7| 98,8 98,8/ 96,5 97,1| 99,4| 98,3 99,4] 99,4 99,4| 98,3 98,8 98,5 98,1 96,9 75,8 75,8/ 76,8 78,1
sC 96,5 97,7 96,5 96,0 96,0 97,1 96,0 97,1 97,1 97,1 96,0 96,5 97,7 98,1 96,5 74,8 74,9 75,9 77,7
NAT 97,1| 98,3| 97,1| 96,0 97,1| 97,7| 96,5/ 97,7| 97,7 97,7| 96,5 97,1| 98,3| 97,7 95,8/ 75,8 75,8| 75,9 77,5
Troy6 97,7| 98,8| 98,8/ 96,5 97,1| 98,3] 98,3| 99,4| 99,4/ 99,4| 98,3 97,7 98,8/ 97,7 97,1 77,3 77,0 77,8 77,7
swC 89,0/ 89,0/ 89,0/ 88,4 89,0/ 87,9 89,0 89,0 89,0 89,0 89,0 87,3 88,4 87,3 88,4 88,4 99,0| 76,1 79,5
SoC 88,4 89,6/ 89,6/ 89,01 89,6/ 88,4 89,6/ 89,6/ 89,6/ 89,6/ 89,6/ 87,9 89,01 87,9 88,4 89,01 97,1 76,1 79,3
EA 90,2| 91,3 91,3| 89,6 90,2| 90,2| 90,8/ 91,3 91,3] 91,3 90,8/ 89,6 90,8/ 89,0 89,6/ 90,8 88,4 89,0 76,1

w 89,6/ 90,8 90,8 89,0/ 89,6/ 89,6/ 90,2 90,8 90,8 90,8 90,2| 89,0/ 90,2| 89,0/ 90,2| 90,2 92,5 92,5 91,3

Jelmagyarazat: A kapcsos zardjelekkel az adatbazisokbol szarmaz6 izolatumok csoportbeli hovatartozasat jeloltiik. A PPV-Ab-Tk izolatum tipusa még nem

ismert.
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MS8. PPV-izolatumok filogenetikai torzsfaja

Troy6 (AM933761) \
A D (X16415)

PENN2 (AF401296)
Pd4 (AJ566344)

Pd31 (AJ566345)

Horomerice (AY553377)

BULG (AY553376)

PPV-D és PPV-Rec
143A (AY553375)
BOR-3 (AY028309)

725
Serbia-MI (AY690611)

1000} | | serbia-T (AY690612)
627

SC (X81083)

NAT (NC_001445) J
SK68 (M92280)
922 PPV‘M
08 PS (AJ243957)

LAb-Tk (EU734794) } PPV-?

SwC (Y09851)

1000‘

SoC (AY184478) PPV-C
63 W (AY912055) } PPV-W

EA (DQ431465) } PPV-EA

0.1

1000

Pd4 (AJ566344)
960

Pd31 (AJ566345)
942

BOR-3 (AY028309)
978
Serbia-T (AY690612)

Serbia-MI (AY690611)
924
143A (AY553375)

— BULG (AY553376)

— Horomerice (AY553377)

Troy6 (AM933761)

679

D (X16415)

PENN2 (AF401296)

SC (X81083)

NAT (NC_001445)

SK68 (M92280)

PS (AJ243957)

Ab-Tk (EU734794)

SwC (Y09851
1000 ’7 ¢ )

849

1000

SoC (AY184478)

0.1

W (AY912055)

EA (DQ431465)

> PPV-Rec

AN

> PPV-D

PPV-M

PPV-?

PPV-C

—

} pPv-w
} PPV-EA

A torzsfa (A) az 5’ végi rekombinaciés ponttdl 3’ iranyban talalhato 95 bazisnak (2813-2907. nt) és (B) az attél 5° iranyban elhelyezkedd 426 nukleotidnak (2387—
2812. nt) megfelel6 cDNS-szekvencia alapjan késziilt. A elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-analizis eredményét mutatjak; csak a 60%-nal nagyobb
tamogatottsagu csoportokat jeldltiik. Az SoC, SwC, EA és W izolatumok csoporton kiviili kontroll izolatumok. Az izolatumok neve mogott zardjelben a felhasznalt
nukleotid szekvencidk nemzetk6zi EMBL/NCBI/DDBJ adatbazisbeli azonositd szama szerepel. Jobb oldalt az izolatumok tipusat jeldltiik. A PPV-Ab-Tk izolatum

tipusa még nem ismert. A PPV-Troy6 izolatumot kiemeltiik (vastagitva).
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