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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A csonthéjasok gazdasagos termesztését vildgszerte szdmos tényezd befolyédsolja, melyek
koziil a legfontosabbak a folyamatosan erdésdédé novényvédelmi problémak, kiillondsen a sulyos
karokat okoz6 virusfertdzések.

Eurdpaban a csonthéjasokat fert6z6 virusok koziil a szilva himlé virus (Plum pox virus, PPV,
sharka virus) jelentdsége a legnagyobb. Hazankban is a csonthéjas gylimdlcsfajok termesztésében a
PPV okozza a legjelentdsebb virologiai problémat. A PPV altal okozott betegségre eldszor
Bulgériaban figyeltek fel 1917-1918 t4jan, azdta a szaporitdéanyagok nemzetkozi kereskedelme
révén gyorsan elterjedt Europaban. Jelenleg szinte az egész vildgon el6fordul, és sulyosan
veszélyezteti a szilva, a kajszi és az Oszibarack termesztését. A PPV fertdézése kovetkeztében a
beteg fak termése jelentdsen csokken, a gylimolcsok mindsége romlik. A termésen megjelend
elvaltozasok miatt a gyiimolcsok értékesithetetlenné valnak, valamint ipari felhasznalhatosaguk is
nagymértékben csokken a megvaltozott cukor-sav arany kovetkeztében. A terméshullas érzékeny
szilvafajtaknal elérheti a 100%-ot is.

A virusos betegségek, igy a PPV elleni védekezés leghatékonyabb moddja a megeldzés. A
megeldzés érdekében alapvetd fontossdgi a sulyos jarvanyokat kialakité virus izolatumok
megfeleld detektalasa a ndvényi szovetekben, kiillondsen a szaporitdé anyagokban. Nagyszamu PPV-
izolatum vizsgélata 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, illetve tipusat kiilonitették el, melyek
patogenitasukban, gazdandvénykdriikben, levéltetvekkel valo atviteli hatékonysagukban és foldrajzi
elterjedésiikben kiilonboznek egymastol. Ezen feliil a természetben lejatszodd rekombindcios €s
mutacios események kovetkeztében megvaltozott biologiai, szeroldgiai, molekularis és jarvanytani
tulajdonsagokkal rendelkezé virus izolatumok alakulhatnak ki, melyek meghitsithatjdk a
biztonsagos detektalast. Ezért a rekombindcioval és/vagy mutacioval 1étrejovd izolatumok
molekularis és szerologiai meghatarozasa, jellemzése, valamint a virusgenom valtozékonysaganak
ismerete a PPV lekiizdéséhez sziikséges védekezési stratégidk kidolgozasanak és a diagnosztikdnak
alapvetden fontos eszkdze.

A PPV gazdasagi jelentdségére és a viroldgiai ellendrzés fontossdgara vald tekintettel
munkank soran a kovetkez6 célokat tliztiik ki:

1. Bulgariabdl szilvarol szdrmaz6, valamint hazankbol kajszirdl €s szilvarol szarmazé PPV-

izolatumok molekularis jellemzése, a virusgenom valtozékonysdganak és az izolatumok

csoportbeli hovatartozasanak megallapitasa;



A vizsgalt bulgariai és hazai izolatumok egymassal és mas PPV-izoldtumokkal vald
rokonsagi viszonyainak feltarésa;

Természetes mutacid kovetkeztében kialakult 0, rovidebb kopenyfehérje (CP) gént
hordozé PPV-izolatum (PPV-B1298) genomjan a delécid pontos helyének és méretének
meghatdrozasa;

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

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

crer

valamint a CP szerkezetére gyakorolt hatdsanak megallapitasa.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Vizsgalatok helye és ideje
Vizsgalatainkat 2003 ¢és 2008 kozott a godolléi Mezégazdasagi  Biotechnoldgiai
Kutatokozpontban ¢s a Budapesti Corvinus Egyetem Kertészettudomanyi Kar N&vénykortani

Tanszékén végeztik.

2.2. Vizsgalatok anyaga

Munkank soran kiilonb6z6 szilva- és kajszifajtakrol a PPV fertdzésének jellegzetes tiineteit
mutatd leveleket gytlijtottiink. Az izolatumok hazank négy teriiletérdl: Vilyvitanybol, Séskutrol,
Godollordl és a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszék szigetcsépi
kajszi iiltetvényébdl, valamint Bulgaridbol: Trojanbol, a RIMSA (Research Institute of Mountain

Stockbreeding and Agriculture) kisérleti szilvaiiltetvényébol szarmaztak.

2.3. Vizsgalatok modszere
2.3.1. Mechanikai virusatvitel és 6ssznukleinsav-kivonas

A fert6zott levelekbol készitett présnedvvel Nicotiana benthamiana Domin és N. clevelandii
Gray. tesztnovényeket mechanikailag inokulaltunk. Az 6ssznukleinsav-kivonast N. benthamiana
novények szisztemikus tiineteket mutatd leveleib6l White és Kaper (1989) moddszere szerint

végeztiik kisebb modositasokkal.

2.3.2. RT-PCR

Az 0Ossznukleinsav-kivonatbol a megfeleld antiszensz primer felhasznaldsaval reverz
transzkripcié (RT) soran allitottuk el a virus nukleinsavval komplementer DNS (cDNS) elsd
szalat, melyrdl a virus szekvencianak megfeleld nukleinsav szakaszok megsokszorozasat polimeraz
lancreakcié (PCR) soran végeztiik. A PCR-hez felhasznalt primerek szekvencidit az 1. tablazat
nagy sejtmagi zarvanyfehérje (NIb) gén 3’ végének, a teljes CP génnek ¢és a 3’ nem-kodolo
régionak (3’UTR) (3’NIb—CP-3’UTR) megfeleld szakaszt, mely a 3° végi rekombinacids pontot is
magaban foglalta, a PolyT, és a Poty7941 primerekkel sokszoroztuk meg. A P3 gén 3’ végének, a
teljes 6K; génnek és a henger alakt zarvanyfehérje (CI) gén 5° végének (3’ P3—-6K;—5°CI) megfeleld
régid felszaporitdsdhoz a PCI és a PP3 primereket hasznéltuk. A virusgenom 5’ végén talalhato
rekombindacids pont vizsgalatahoz a segitd fehérje és proteaz (HC-Pro) gén 3’ végétdl a P3 gén 5’
végéig terjedd genomi régionak megfeleld szakaszt (3°’HC-Pro—5’P3) a PPV-P3-RC és PPV-HC-RC

primerek felhasznalasaval szaporitottuk fel.



1. tablazat. A felhasznalt primerek neve, nukleotid szekvencidja és orientacidja, a felhasznalasi cél

megjelolésével
P;i:,l:r Szekvencia 5°-3° Orientacio Felhasznalasi cél
PPV-P3-RC | CAAGGATCCTGCGATTCCAAGATTGCA antiszensz | RT-PCR, szekvenalas
ﬁ%V'HC' ATACCGCGGATCACTGTCAACTGGAATGC! szensz RT-PCR, szekvenalas
PCI TTGAGTCAAATGG(AG)ACAGTTGG antiszensz | RT-PCR, szekvenalas
PP3 TTATCTCCAGGA(AG)TTGGAGC szensz RT-PCR, szekvenalas
PolyT, CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT antiszensz | RT-PCR, szekvenalas
Poty794] | GGAATTCCCGCGG(AGCT)AA(CT)AA(CT)AG(CT)GG(AGCT)CA(AG)CC | szensz RT-PCR, szekvenalas
Unipoty GGAATTCCCGCGGAAAAGCCCCGTACATTGC szensz szekvenalas
PPV-CP5 CACTACACTCCCCTCACACCGAGG antiszensz | szekvenalas
PPV-CP4 CTACATCAGATACAAGGGCCTGTG antiszensz | szekvenalas

2.3.3. A PCR-termékek restrikcios analizise

A 3’P3-6K;-5’CI genomi régiorol késziilt cDNS-szakaszokat olyan restrikcids
endonukleazokkal [Ddel (HpyF3I), EcoRI] hasitottuk, melyek csak a vizsgalt régidban D-tipusu
genommal rendelkezé izolatumokrél (PPV-D és PPV-Rec csoport tagjai) késziilt cDNS-

szekvenciakat ismerik fel.

2.3.4. A PCR-termékek klonozasa és szekvencia analizis

A megfelelé méretii PCR-fragmentumokat pBluescript IT SK (+) (Stratagene) plazmidba vagy
pGEM-T Easy Vektorba (Promega) kapcsoltuk (ligalds), majd a genetikailag megvaltoztatott
(rekombinans) plazmidot Escherichia coli DH5a kompetens sejtekbe jutattuk (transzformalas). A
baktérium sejtekb6l a rekombindns plazmid DNS izolalasat alkalikus lizisen alapul6
minipreparalassal végeztiik.

A rekombinans plazmidok altal hordozott klonozott szakasz nukleotid (nt) sorrendjének
meghatdrozasa ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer automata DNS-szekvenatorral tortént. A
nukleotid és aminosav szekvencidk vizsgalatait az EMBL/NCBI/DDBJ nemzetk6zi adatbazisok
megfeleld adatainak felhasznalasaval a Genetic Computer Group (GCG) Wisconsin
programcsomag 10.0 verzidja (Devereux és mtsai, 1984) ¢s az EMBOSS-Align (Rice és mtsai,
2000) programok segitségével végeztik. A szekvencidk illesztését a CLUSTAL X programmal
(Thompson ¢és mtsai, 1997) és a MEGA 3.1 szoftverrel (Kumar ¢és mtsai, 2004) hoztuk létre, a
filogenetikai vizsgalatokhoz a CLUSTAL X programot hasznaltuk. A filogenetikai torzsfakat a
TREEVIEW program 1.6.6 verzioja (Page, 1996) segitségével rajzoltuk meg.



2.3.5. A B1298 rovidebb CP gént hordozé cDNS Kklon eldallitisa és a fert6zéképesség
megallapitasa

A PPV-B1298 izolatum CP génjének megfeleldé cDNS-szakaszt beépitettiik a pPPV-SK68
teljes hosszusagu fertézoképes klonba. Az igy kapott klon (pPPV-SK68CPB1298) a karfiol mozaik
virusbol (Cauliflower mosaic virus, CaMV) szarmazé 35S promoéter mogott tartalmazta a PPV
teljes szekvencidjat DNS formaban, de a CP génben a PPV-B1298 izolatumot reprezentalta. A
pPPV-SK68CPB1298 klonnal N. benthamiana noévényeket mechanikailag inokulaltunk. A
fertdzOképességet a szisztemikus tiinetek megjelenésével, valamint a PolyT, és a Poty7941

primerekkel végzett RT-PCR analizissel igazoltuk.

2.3.6. A B1298 rovidebb CP gént hordozé virus virionjainak vizsgalata
A virus partikulumok kialakulasat és morfologiai vizsgalatdit Zeiss EMO910 tipusu
transzmisszios elektronmikroszkdppal, negativ festéses modszerrel végeztiik. Kontrollként a pPPV-

SK68 klonbol szarmazo virionokat is vizsgaltuk.

2.3.7. A B1298 rovidebb CP gént hordozo virus atvitele levéltetvekkel

A levéltetii-atviteli teszthez nem-virushordozé Myzus persicae Sulz. egyedeket hasznaltunk.
A levéltetvek 2 oras éheztetés utan 5 percig taplalkozhattak a pPPV-SK68CPB1298 fertézdképes
klonbol szarmazoé virussal szisztemikusan fert6zott N. benthamiana névényen, majd 10 egyedet
fiatal, virusmentes N. benthamiana novényekre athelyeztiink. Az atvitel eredményességét 3 hetes
inkubacios 1d6 utan a szisztemikus tlinetek megjelenésével, valamint a PolyT, és a Poty7941

primerekkel végzett RT-PCR analizissel vizsgaltuk.

2.3.8. A B1298 rovidebb CP szerkezetének vizsgalata
A szarmaztatott B1298 CP josolhatd harmadlagos szerkezetét szamitogépes analizissel, a
GCG Wisconsin programcsomag 10.0 verzidja Plotstructure és Peptidestructure programjai

segitségével vizsgaltuk.

2.39. A BI1298 rovidebb CP gént hordozé virus szerologiai (Western blot)
kimutathatosaganak tesztelése

A PPV-B1298 izolatum szerologiai kimutathatdosaganak megbizhatosagat a PPV-SK68 (PPV-
M tipust) és a PPV-Pd4 (PPV-Rec tipust) izolatumokhoz viszonyitva kereskedelmi forgalombol
beszerezhetd, kiilonbozd gyartoktdl szarmazd poliklondlis és monoklondlis ellenanyagok
felhasznalasaval végzett Western blot soran teszteltiik.

A vizsgalathoz a kovetkezd kiteket alkalmaztuk: Bioreba PPV ELISA Kit, DSMZ PPV
ELISA Kit, Real Durviz PPV ELISA Kit, Sanofi Planttest PPV ELISA Kit.



2.3.10. Kompeticios kisérletek

A PPV-B1298 izolatum CP génjében tortént természetes delécio lehetséges szelekcids
elényének vagy hatranyanak vizsgélatdhoz kompeticios kisérleteket végeztiink, melyek soran a
hordozo6, mutans virussal és a teljes hosszisagua CP gént hordoz6, vad tipusu virussal egyiittesen
mechanikailag inokuldltunk. Két héttel az inokulaciot kovetden a két virussal egyiittesen fertdzott
indikator novényekbol készitett szovetnedvvel egészséges N. benthamiana novényeket fertdztiink.
Ezt az els6 passzalast két hetes idokozokkel még tovabbi 5 sorozatban végzett passzalas kovette.
Minden egyes passzalas alkalméval Western blot modszerrel — a Real Durviz 5B jelii, PPV-

specifikus monoklondlis ellenanyag felhasznalasaval — vizsgaltuk a vad tipusu és a kiméra virus

crer



3. EREDMENYEK

3.1. Bulgariai és hazai PPV-izolatumok molekularis jellemzése

Munkank soran nukleotid és aminosav szinten 9 izolatumot, 5 Bulgariabol szilvardl szarmazo
(PPV-Troyl, PPV-Troy2, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6), valamint 3 hazankbol kajszirél
(PPV-Séskutl, PPV-Godollo2, PPV-Szigetcsépl) €s 1 hazankbol szilvardl (PPV-B1298) szarmazo
izolatumot jellemeztiink.

A cDNS 3’NIb—CP-3’UTR genomi régionak megfeleld szakaszat mind a 9 izoldtum esetében
megsokszoroztuk és megvizsgaltuk. A szdrmaztatott CP N-terminalis végén a levéltetii-atvitelben
nélkiilozhetetlen szerepet jatszo6 DAG motivum mindegyik szekvencidban jelen volt. A vizsgalt
izolatumok koziil 7 (PPV-Troyl, PPV-Troy2, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6, PPV-Séskutl,
PPV-Szigetcsépl) szdrmaztatott CP-je azonos méreti, 330 aminosav hosszi volt, mig 2 hazai
izolatum (PPV-B1298, PPV-G06doll62) esetében a CP rovidebbnek bizonyult. A PPV-B1298
szilvarol izolalt és a PPV-G6doll62 kajszirdl szarmazod izolatumok esetében a szekvencia analizis
soran a cDNS CP génnek megfeleld szakaszan kereteltolddast nem okozo deléciot mutattunk ki. A
PPV-B1298 izolatum CP génje 135 nukleotiddal, a PPV-G6doll62 izolatumé 33 bazissal volt
rovidebb, mely 45, illetve 11 aminosav hidnynak felel meg a szarmaztatott CP N-terminalis részén.

A CP génnek (8577-9566. nt pozicid) megfeleld nukleotid és abbol szarmazd aminosav
szekvenciak hasonlosag-, illetve filogenetikai vizsgalata alapjan a 9 izolatum koziil 6 (PPV-Troyl,
PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6, PPV-B1298, PPV-G&doll62) a PPV-Rec tipust
izoldtumokhoz, a fennmarad6 3 (PPV-Troy2, PPV-Soskutl, PPV-Szigetcsépl) pedig a PPV-D
csoportba tartozott. A rekombindcios esemény bizonyitékaként a 3’NIb—5"CP régionak (8050-
8902. nt pozicid) megfeleld nukleotid sorrend felhasznaldsaval is filogenetikai analizist végeztiink,
valamint a rekombindns PPV izoldtomok genomjidban korabban mar azonositott 3’ végi
rekombinacids ponttdl 5° (upstream) (8050—8449. nt pozicio), illetve 3° (downstream) (8450-8902.
nt pozicid) irdnyban elhelyezkedd régioknak megfeleld nukleotid szekvencidkat kiilon-kiilon is
elemeztik. A PPV-Troyl, a PPV-Troy4, a PPV-Troy5, a PPV-Troy6, a PPV-B1298 ¢és a PPV-
G06dolls2 izolatumok — az elvartaknak megfelelden — mas rekombinans izolatumokhoz hasonldan a
rekombindacids pontot megeldzd szekvencia alapjan a filogenetikai tdrzsfan a PPV-D izolatumokkal,
mig a rekombindciés pontot kdvetd nukleotid sorrendet tekintve a PPV-M csoport tagjaival egy f6
agon helyezkedtek el. Ez utobbi régid alapjan a PPV-B1298 és a PPV-G6doll62 izolatumok a
vizsgalt rekombinans izolatumoktol elkiiloniilé mellékagon csoportosultak. A PPV-Troy2, a PPV-
Soéskutl és a PPV-Szigetcsépl izolatumok a rekombinacids pontot megel6zd és azt kdvetd
nukleotid sorrendet tekintve is a térzsfa PPV-D izolatumok altal képviselt f6 agan helyezkedtek el,

de a PPV-Soéskutl és a PPV-Szigetcsépl izolatumok a rekombindcios ponttdl 5’ irdnyban 1évo



szekvencia alapjan a PPV-Rec izolatumok alkotta mellékédgon, a rekombindns és a tipikus PPV-D
izolatumok kozott, egy atmeneti pozicidban foglaltak helyet. A rekombinansnak bizonyult
a nemzetkozi adatbazisokban hozzaférhetd valamennyi PPV-Rec izolatum ugyanezen régidja
felhasznalasaval késziilt filogenetikai torzsfan a PPV-Troy6 bolgar rekombinans izolatum — igaz
csak alacsony bootstrap érték mellett — a tobbi Bulgariabol szarmazo rekombinans izolatumtol
elkiiloniilve helyezkedett el.

A 3’P3-6K;-5"CI régio (2976-3696. nt pozicid) tipusanak meghatarozasa céljabol 8 vizsgalt
izolatum (PPV-Troyl, PPV-Troy2, PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6, PPV-Séskutl, PPV-
Go6doll62, PPV-Szigetesépl) esetében RT-PCR soran ezt a régiot is felszaporitottuk. A PCR-
termékeket olyan restrikcioés endonukleazokkal hasitottuk (ECORI, illetve Ddel), melyek a vizsgalt
régioban D-tipusi genomu izoldtumokrél (PPV-D és PPV-Rec izolatumok) késziilt cDNS-
szakaszokat hasitjak, az M-tipusu szekvencidkrol (PPV-M csoport tagjai) szarmazdkat azonban
nem. A PPV-Troy6 ¢és a PPV-Soskutl izolatumok esetében a D-tipusu szekvencia-specifikus
enzimekkel végzett restrikcids analizis sordn atipikus mintdzatot kaptunk. A 3’NIb—CP régio
alapjan rekombindnsnak bizonyult PPV-Troy6 izoldtum ezen régidjardl késziilt cDNS-t csak az
EcoRI hasitotta, a Ddel nem, mig a PPV-D csoportba tartozo PPV-Soskutl izolatumrol késziilt
PCR-terméket csak a Ddel vagta, az ECORI nem. Ez az ellentmondas fakadhat egyrészt a restrikcios
helyeket érinté pontmutaciokbol, masrészt azonban, a PPV-D és a PPV-M csoportok kozotti
rekombinacidés eseményre is utalhat. Ennek tisztazasa érdekében a PCR-termékek nukleotid
sorrendjét meghataroztuk, és a Ddel, illetve ECORI hasitd helyeket megvizsgaltuk. A szekvencia
analizis soran kimutattuk, hogy a hasitd helyek hianya ellenére is mindkét izoldtum genomja a
vizsgalt régioban D-tipusu. A felismeréd helyek hidnyat a hasitd helyekben bekovetkezett
pontmutéaciok okoztdk a D-tipust szekvencidkon és nem egy a régiot érint rekombindcios esemény
jatszott abban szerepet. A PPV-Troy6 izolatum szekvenciajaban a Ddel hely negyedik nukleotidja
(A3102C, CTNAG>CTNCG), mig a PPV-Séskutl izolatum esetén az ECORI hely hatodik bazisa
(C3410T, GAATTC>GAATTT) valtozott meg.

A bulgériai PPV-Troy6 izolatum tovéabbi jellemzése céljabol a virusgenomrol késziilt cDNS
3’HC-Pro—5°P3 (2387-2907. nt pozicid) régionak megfeleld szakaszat is felszaporitottuk, mely a
genom 5’ végén elhelyezkedd rekombinécios pontot is magaban foglalta. A vizsgalt régié nukleotid
sorrendje alapjan készitett filogenetikai torzsfan a PPV-Troy6 izolatum az adatbéazisokbol szdrmazé

PPV-Rec tipust izolatumokkal csoportosult.
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3.2. A B1298 rovidebb CP gént hordozé virus vizsgalata

A PPV-B1298 izolatum részletesebb jellemzése céljabol, valamint annak igazolasaképpen,
hogy a B1298 CP gén valdban rovidebb, és nem csak PCR-miitermékrdl van sz6, a PPV-B1298
izolatum révidebb CP génjének megfeleld cDNS-szakaszt beépitettilk a pPPV-SK68 fertézoképes
klénba. A CP gén cseréje nem okozott valtozast az eredeti klon fertdzdképességében és a tiinetek
megjelenésében. A N. benthamiana tesztnévényeken a pPPV-SK68CPB1298 klonbol szarmazéd
virus és az eredeti PPV-B1298 izolatum is hasonlo erds tlineteket mutatott, mint a kontroll pPPV-
SK68 klonbol szarmazo virus.

A delécio nem befolyasolta a virusrészecskék kialakulasat virusfertézott N. benthamiana
novényekben. A rovidebb CP gént hordozd kiméra virus partikulumai, mas PPV-izolatumokhoz
hasonl6 morfolédgiai tulajdonsagokkal rendelkeztek. A virusrészecskék atlagos atmérdje azonban
kisebbnek bizonyult a teljes hosszisagii CP gént hordozd pPPV-SK68 klonbol szarmazo virionhoz
képest.

A PPV-B1298 a természetes delécidos folyamatok kovetkeztében a teljes hossziisaga CP
13,64%-4t, csupan az N-terminalis részt vizsgalva annak 48,91%-at vesztette el, mely azonban nem
okozott strukturalis valtozast a CP szerkezetében.

A BI1298 CP gént hordozé virus levéltetvekkel N. benthamiana novényekre kisérletileg
atviheté volt. A fogado névényként hasznalt N. benthamiana novényeken 3 hét elteltével a PPV
fertdzésére jellemzd szisztemikus mozaik tiinetek jelentek meg. A tesztndvények az RT-PCR
analizis soran is fertdzottnek bizonyultak a virussal.

A rovidebb CP génnel rendelkezd virust a felhasznalt, kereskedelmi forgalombol
beszerezhetd PPV CP-specifikus ellenanyagok eltéré hatékonysaggal ismerték fel. A Real Durviz
AL jelli, PPV-M csoport-specifikus monoklonalis ellenanyaga nem ismerte fel a PPV-B1298
izolatum CP-jét, és a Sanofi PPV-M ¢és PPV-D csoport-specifikus, AP-konjugélt monoklonalis
ellenanyag sem volt til hat¢kony a PPV-B1298 rekombinans izoldtum detektaldsdban. Ezzel
ellentétben az 5B jeld, altalanos, PPV-specifikus monoklonalis antitest a nem delécios virusokhoz
hasonldan igen hatékonyan felismerte a delécids rekombinans PPV-B1298 izolatumot is.

A kompeticios kisérletek eredményei azt mutattak, hogy ez a természetes delécidé kompetitiv
elonyt jelent a virus szamara. A rovidebb CP gént hordozo virus N. benthamiana névényeken
nagyobb mértékii akkumulaciora képes, mint a vad tipusu virus anélkiil, hogy barmiféle valtozas

torténne a tiinetek kifejezddésében.

11



3.3. Uj tudomanyos eredmények

1.

Elvégeztiik 9 (5 bulgariai és 4 hazai) PPV-izoldtum részleges molekularis szintii jellemzését,
megallapitottuk csoportbeli hovatartozasukat, és elhelyeztik azokat a PPV-izolatumok
filogenetikai rendszerében. Vizsgalataink sordn kapott szekvencidkat benyujtottuk a nemzetkozi
adatbazisban.

Elséként azonositottunk olyan PPV-Rec, illetve PPV-D tipusu izolatumokat, melyek a 3’P3—
6K,—5’CI régionak megfeleld cDNS-szakaszon konzervativ Ddel, illetve ECORI hasito
helyekben pontmutacidéval rendelkeznek. Eredményiink a 3’P3-6K;—5°CI régionak megfeleld
cDNS Ddel és EcoRI restrikcios endonukledazokkal végzett RFLP analizisének, mint a PPV-
izolatumok csoportbeli hovatartozdsanak meghatarozasara széleskoriien hasznalt molekularis

diagnosztikai médszernek a megbizhatdsagat megkérddjelezi.

. Azonositottunk két, a CP génben deléciot hordozd természetes mutans PPV-izolatumot (PPV-

B1298 és PPV-Godollé2), meghataroztuk a delécidk pontos hosszat €s helyét. A PPV-B1298
izolatum CP-je 45, a PPV-G06dollé2 izolatumé 11 aminosavval révidebbnek bizonyult az N-
termindlis részen. A CP génben deléciot hordozd eddig ismert természetes mutins PPV-
izolatumok koziil a PPV-B1298 a leghosszabb delécidval rendelkez6 izolatum.

Elkészitettiink egy, a B1298 rovidebb CP gént hordozo fertézéképes PPV ¢cDNS klont.
Meghataroztuk a rovidebb CP gént hordozoé virus patogenitasat, levéltetiivel valo atvihetoségét,
virionjainak atmérdjét és a mutans CP harmadlagos szerkezetét. A delécio a virus patogenitasat,
levéltetiivel valo atvihet6ségét N. benthamiana novényeken nem befolyasolta és nem okozott
valtozast a CP struktarajaban sem. A partikulumok &tmérdje azonban csokkent a teljes

hosszusagu CP gént hordozé vad tipusu virionhoz képest.

. Meghataroztuk a rovidebb CP gént hordoz6é virus szerologiai kimutathatosaganak

megbizhatdsagat. Megéllapitottuk, hogy a kiilonb6zd ellenanyagok eltéré hatékonysaggal
ismerik fel a PPV-B1298 izolatumot, s6t egyesek nem alkalmasak a mutans virus kimutatdsara.

Meghataroztuk a PPV-B1298 izolatum CP génjében tortént természetes delécid hatasat a virus-
akkumulaciora. Kimutattuk, hogy a rovidebb CP gént hordozod virus nagyobb mértékii

akkumulaciora képes, mint a vad tipust virus N. benthamiana tesztnévényen.
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4. EREDMENYEK MEGVITATASA ES KOVETKEZTETESEK

4.1. Bulgariai és hazai PPV-izolatumok molekularis jellemzése

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 szarmaztatott aminosav szekvencidk
hasonlosag-, illetve filogenetikai vizsgalata, valamint a 3°’P3-6K;—5’CI régiordl késziilt PCR-
termékek RFLP analizise azt mutatja, hogy a jellemezni kivant 9 izoldtum koziil 6 (PPV-Troyl,
PPV-Troy4, PPV-Troy5, PPV-Troy6, PPV-B1298, PPV-G6do1162), a mintdk 2/3-a, a PPV-D és
PPV-M csoportok kozotti rekombinans izoldtum. A fennmaradé 3 (PPV-Troy2, PPV-Soéskutl,
PPV-Szigetcsépl) pedig a PPV-D csoport tagja. Vizsgalataink soran rekombinansnak bizonyult
izolatumok mindegyikében azonosithaté volt a rekombinécioés pont a genom 3’ végén. A 3’HC-
egy rekombinédcids esemény megtorténte. A relativ kis szamll megvizsgalt minta ellenére
eredményeink alatamasztjak azt az eldzetes megfigyelést miszerint a rekombinans PPV-izolatumok
Eurépaban a PPV populaciok jelentds hanyadat képviselik (Glasa és mtsai, 2004).

A cDNS CP génnek megfeleld szakaszanak szekvencia analizise soran a jellemezni kivant
izolatumok koziil 2 hazai rekombindns izolatum (PPV-B1298 és PPV- G06doll62) esetében
kereteltolodast nem okozd deléciot mutattunk ki. Ezidaig a szakirodalombdl minddsszesen harom, a
CP régidban delécidt hordozo természetes mutans PPV-izolatum ismert (PPV-NAT, PPV-SH, PPV-
KAZ) (Maiss ¢és mtsai, 1989; Deborré és mtsai, 1995; Spiegel és mtsai, 2004). Mindhdrom eddig
jellemzett PPV-izoldtumnal a delécio, a PPV-B1298 és PPV-G6do1162 izolatumokhoz hasonléan, a
izolatumban 1événél joval rovidebb szakaszt érintett. Ismert, hogy PPV-NAT ¢és PPV-SH
izolatumok esetében a delécid kovetkeztében a levéltetii-atvitelben nélkiilozhetetlen szerepet jatszo
DAG aminosav motivum is sériilt. A PPV-B1298 és a PPV-G06doll62 izolatumokban, a PPV-KAZ
izolatumhoz hasonldan, a delécid a motivumot nem érinti.

A jellemezni kivant PPV-izoldtumok 3’P3—-6K;-5°CI régidja tipusanak meghatarozasa
érdekében az EcCORI, illetve a Ddel D-tipusti szekvencia-specifikus endonukleazokkal végzett
restrikcids hasitds sordn a rekombinansnak bizonyult PPV-Troy6 és a PPV-D csoportba tartozo
PPV-Soéskutl izolatumok esetében atipikus mintazatot kaptunk. Ezeket az izolatumokat csak az
egyik enzim hasitotta. Kapott eredményeink azt jelzik, hogy a restrikcios analizis a PPV-izolatumok
csoportbeli hovatartozasdnak megbizhatdé meghatirozisara csak korlatozottan alkalmazhatd. A
PPV-izoldtumok tipusanak pontos megéllapitasa vagy azonos régiot célzod kiilonbozd modszerek
egylttes alkalmazéasaval, vagy kiilonbozo régiok parhuzamos vizsgalataval Ilehetséges. A

pontmutécioé ugyan gyakori a PPV-izolatumok genomjaban, de a 3°’P3—6K;—5°CI régioban talalhatd
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konzervativ ECORI, illetve Ddel restrikcios helyben pontmutacioval rendelkez6 PPV-D, illetve

PPV-Rec izolatumrdl eddig csak mi szamoltunk be.

4.2. A B1298 rovidebb CP gént hordozé virus vizsgalata

A PPV-B1298 és a PPV-Godollo2 izolatumok esetében megfigyelt delécio a CP virus-
specifikus epitopokat tartalmazd N-termindlis részén tortént. A CP tobb funkcioval rendelkezd
fehérje, szamos a virus ,,miikddéséhez” sziikséges folyamatban szerepet jatszik. Egyik legfontosabb
feladata a virion fehérjeburkanak kialakitasa. A PPV-B1298 izoldtum esetében az N-terminalis rész
kozel felének elvesztése a virusrészecskék kialakuldsat nem befolyasolta a virussal fert6zott
tesztnovényekben. Eredményiink Osszhangban van a dohany karcolatos virussal (Tobacco etch
virus, TEV) végzett delécios mutacios kisérletek soran kapott eddigi eredményekkel, melyek szerint
a becsomagolodéshoz, illetve a CP alegységek 0sszeépiiléséhez a fehérje N-termindlis része nem
szlikséges (Dolja és mtsai 1994).

A CP N-terminalis részének a virus mozgasaban betdltott szerepe még nem kelld mértékben

tisztazott. A kiillonbozd potyvirusokkal végzett delécios és mutacios kisérletek ellentmondésos

crer

crcr

szakaszan helyezkednek el, vagy pedig, hogy (ii) a PPV szisztemikus transzportjaban nem a CP N-
termindlis domén elsddleges szerkezete (eredeti szekvencidja) a fontos, hanem valami egyéb
jellemzdje lehet a meghatarozd, mint példaul az N-terminalis domén nett6 toltése, ahogy azt mar a
cukkini sarga mozaik virus (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) esetében kimutattak (Kimalov
¢s mtsai, 2004).

A novényi virusok detektalasara évtizedek ota szinte kivétel nélkiil vildgszerte minden
karantén laboratériumban az ELISA-technika kiilonb6z6é formait alkalmazzak. A modszer a virus
CP kimutatasan alapul. A vizsgalatok soran altaldban a CP N-termindlis része ellen késziilt
ellenanyagokat alkalmaznak, igy az N-terminalis részt érintd delécionak meghatarozé szerepe lehet
a virus kimutathatésagaban. A B1298 rovidebb CP gént hordoz¢ virust az alkalmazott ellenanyagok
eltérd hatékonysaggal ismerték fel. A PPV-M tipust izolatumok specifikus azonositdsara hasznalt
AL jelli monoklondlis antitest nem volt alkalmas a PPV-B1298 izolatum detektalasara. A PPV-
B1298 egy rekombindns izolatum. Ismert, hogy a PPV-Rec izoldtumok CP-je M-tipust, mivel a
rekombinacids pont a CP géntdl 5 irdnyban, az NIb gén 3’ végén talalhatd (Glasa és mtsai, 2004).
Bar a rekombindcio kdvetkeztében valtozasok torténtek a CP aminosav sorrendjében. Az antitest
érzéketlensége azonban nem magyarazhatd a CP aminosav szekvencidjaban bekovetkezett

valtozasokkal, mert a vizsgalt antitestek koziil ez volt a legérzékenyebb a kontroll rekombinans
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PPV-Pd4 izolatum detektalasaban, valamint ez az antitest a vizsgalt izolatum tipusok koziil a
rekombinans tipust ismerte fel a legnagyobb hatékonysaggal. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy az antitest altal felismert epitop a CP hianyzo szakaszan helyezkedik el. Igy egy virus-
specifikus epitopokat tartalmazo, erésen immunogén régiot érintd delécid, még a ndvényi virusok
kimutatasara szélkorlien hasznalt és jol jellemzett diagnosztikai reagensek alkalmazasa esetén is
megakadalyozhatja a megbizhato detektalast, és a vizsgalatok sordn virusmentesnek talalt
szaporitdanyagok valdjaban virushordozok lehetnek.

A B1298 rovidebb CP gént hordoz6 virus N. benthamiana novényekben a teljes hosszisagu
CP gént hordozo virushoz képest nagyobb mértékii akkumulacidra képes, szelekcios elénnyel
rendelkezik. Amennyiben a delécios CP génnel rendelkezd virus akkumuldcioja természetes
koriilmények kozott, a csonthéjas gylimolesfajokban is hasonlé szintii, akkor az ilyen tipusa PPV

valtozat igen gyorsan a természetes PPV populdciok dominans tagjava valhat.
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