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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A Adenin

AA Aminosav

ACD-PV Amasya cherry disease-associated partitivirus

BCV1 Beet cryptic virus 1

BCV2 Beet cryptic virus 2

BCV3 Beet cryptic virus 3

bp Bazispar

C Citozin

CarCV Carnation cryptic virus

CCRS-PV Cherry chlorotic rusty spot-associated partitivirus

cDNS Komplementer (complenter) DN'S

contig Contiguous, olyan folyamatos DNS szekvencidt jelol, amit sok,
kisebb-nagyobb mértékben atfedo, klon egymdashoz illesztésével
kapunk.

CThTV Curvularia thermal tolerance virus

Cp Kopenyfehérje (coat protein)

dsRNS Duplaszéld (double-stranded) RNS

G Guanin

kDa Kilodalton

kbp Kilobézispar

MW Molekulatomeg (Molecular Weight)

nt Nukleotid

ORF Nyilt leolvasasi keret (Open Reading Frame)

PAA Poliakrilamid

PAGE Poliakrilamid gélelektroforézis

PCR Polimerdz lancreakci6é (Polymerase Chain Reaction)

RdRp RNS-fiiggd RNS-polimerdz (RNA-dependent RNA polymerase)

RsCV1 Raphanus sativus cryptic virus 1

RT Reverz-transzkripcié

ssRNS Egyszélu (single-stranded) RNS

U Uracil

UTR Nem transzlalodo régié (Untranslated region)

VCV Vicia cryptic cirus

WCCV1 White clover cryptic cirus 1



1. BEVEZETES

A viruskutatds hagyomanyosan olyan virusok vizsgélatdra koncentralt, amelyek a kul-
turnovényekben szembedtlo tiineteket és termésveszteségeket okoztak. Napjainkra vilagossa
vélt, hogy a novényekben szdmos endofita mikroorganizmus fordul eld, és a gazddban tiinet-
mentesen él6skodo virusok elterjedtsége is alighanem messze meghaladja a tiineteket kivalto
fertdézések gyakorisdgat. A legijabb kisérleti eredmények az mutatjdk, hogy nemcsak egyes
endofitdknak, hanem a virusoknak is lehet a n6vény szdmadra elOnyds, pl. a stressztiirést foko-
76 hatédsai (Xu és mtsai, 2008). Kisérleteinkben a virusok két, a novényvildgban rendkiviil
elterjedt, de tiineteket nem okozd és mindmadig alig karakterizalt csoportjit vizsgaltuk: a

kriptikus virusokat €s az endornavirusokat.

A kriptikus- és endornavirusoknak tobb olyan kiilonleges tulajdonsaguk van (pollennel
és maggal terjednek, nem okoznak tiineteket, hagyomanyos virologiai médszerekkel €s oltés-
sal nem vihet6k at, stb.) ami vizsgalatukat rendkiviil megneheziti (Boccardo és mtsai., 1987;
Fukuhara és mtsai., 2006). E tulajdonsagok és a jellegzetesen alacsony viruskoncentracié mi-
att a gazdanovényekben torténd kimutatdsuk nehézkes. Jelenleg még csak nem is becsiilhetd,
hanyféle kiilonbdzd kriptikus virus fordul eld a természetben, ezért a kutatok elsédleges fel-
adata mindenképpen e virusok elterjedtségének feltardsa. A kriptikus- és endornavirusok de-
tektalasara hatékony megoldast jelenthet a dsRNS-specifikus monoklondlis ellenanyag és a
dsRNS-immunoblot technika alkalmazdsa, amivel a virus genomra jellemzd hosszisagu
dsRNS kimutatidsa minden specifikus szekvencia informdacié hidnyaban is lehetséges (Lukacs,

1994).

A kripto- és endornavirus genom teljes, nukleotid szintli leirdsa a molekuléris jellemzés
szerves részét képezi. A genom éltal kodolt fehérjék funkcidjdnak meghatirozdsa segithet
abban, hogy megértsiik a virusok terjedését, valamint a virusok és a gazdaszervezetek kozott
kialakul6 kolcsonhatdsokat. A virdlis genommal végzett 0sszehasonlité kisérletekkel pedig
tisztabb és dtfogdébb képet kaphatunk a virus csalidok/nemzetségek rokonsagi koreirdl és evo-
liciés eredetiikr6l (Ghabrial, 1998). Altalanosan elfogadott vélemény, hogy a Partitiviridae
csalad jelenlegi, morfoldgia jegyeken alapuld rendszertana feliilvizsgdlatra szorul. A revizid
legfobb akadalyét a szekvencia adatok korlatozott hozzaférhetdsége jelenti, igy minden egyes
kozzétett szekvencianak fontos szerepe van a tudoméanyosan megalapozott torzsfa kialakitasa-

ban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A ndvényi virusok dontd tobbsége RNS-virus (Dodds és mtsai., 1984). Genomjuk alap-
jén a novényi RNS-virusok harom csoportba sorolhatok: a duplaszald-RNS (dsRNS), a pozi-
tiv egyszald-RNS ((+)ssRNS) €s a negativ egyszali-RNS ((-)ssRNS) virusok csoportjdba. A
(+)ssRNS virusok genomi RNS-e kozvetleniill mRNS-ként funkciondlhat, mig a masik két
esetben az mRNS-nek djonnan kell szintetizdlodnia. Pozitiv egyszald RNS-virusok esetében
is keletkeznek dsRNS-ek a virusreplikaci6 sordn, €s egyes szatellit RNS-ek duplaszali formai
(pl. Cucumber mosaic virus satellite RNA €s Peanut stunt virus satellite RNA) is igen magas

koncentraciot érhetnek el.

A kettdsszalu RNS-virusok rendkiviil elterjedtek a természetben, hiszen a baktériumok-
t6l kezdve, a gombdkon &t, a novény- és dllatvildgig mindenhol eléfordulnak (1. tdbldzat). A
dsRNS virusokat tulajdonsdgaik alapjan hét csaladba, valamint két, csaladot nem alkoté nem-
zetségbe soroltdk, melyekbe szamos egészségiigyileg, éllatorvosilag és mezdgazdasagilag
fontos virus tartozik (Mertens, 2004). Tobbségiik ikozaéderes kapszid struktirat képez, €s
genomjuk altalaban szegmentélt. Csoportunk olyan novényekben el6forduld dsRNS-virusok
vizsgélataval foglalkozik, amelyek nem idéznek eld tiineteket, €s egyes novényfajok/fajtak
egyedeiben feltehetdleg azok egész élete folyaman fennmaradnak €s replikalédnak. Ezek kozé
tartoznak a Partitiviridae csalddba sorolt, szegmentélt genommal rendelkez6 kriptikus virusok
(Ghabrial és mtsai., 2005), illetéleg az Endornavirus nemzetségbe tartozd, egyetlen, 14-17

kbp hosszisdgi genomi dsRNS-sel rendelkezd endornavirusok (Fukuhara és mtsai., 2006).

1. tablazat: dsRNS-virus csaladok és nemzetségek

Genom szegmensek

Csalad / nemzetség Virus partikulum tipusa Gazda

szdma
Birnaviridae 2 60 nm, izometrikus hal, rovar, madér, puhatestii
Chrysoviridae 4 30-40 nm, izometrikus gomba
.. 85 nm, izometrikus, harmas .
Cystoviridae 3 fehérjeburok, lipid burok baktérium
Hypoviridae 1 nem képez viriont gomba
Partitiviridae** 2 vagy 3 30-40 nm, izometrikus gomba és novény

Reoviridae 10, 11 vagy 12

Totiviridae 1
Endornavirus (nemzetség)* 1
Varicosavirus (nemzetség) 2

70-90 nm, izometrikus kettds
fehérjeburok

30-40 nm, izometrikus

nem képez viriont

18 x 320-360 nm, palca alakui

novény, gomba, héjasillatok,
magasabb rendli dllatok
gomba

novény, gomba

novény

(Mertens, 2004; *Fukuhara és mtsai., 2006; **Tzanetakis és mtsai., 2008 nyoman)



2.1. A Partitiviridae csalad virusai

2.1.1. A kriptikus virusok rendszertana és molekularis jellemzd6i

A novényi virusok egyik elterjedt, de mindmadig alig karakterizalt csoportjat kriptikus
virusoknak nevezték el. Elnevezésiik onnan ered, hogy fertdzott ndvényben nem okoznak
tiineteket, ezért jelenlétiik rejtve marad és felfedezésiik éltalaban a véletlennek koszonheto.
Patogén virusok vagy ismeretlen kérokozdok utdn folytatott szisztematikus kutatdsok sordn
tlintek fel a jellegzetes, 32-34 nm atmérdju izometrikus virusrészecskék, ill. a két vagy hdrom,
egyenként 1-3 kbp hossziisdgu genomi dsRNS-szegmensek. Ezek a virusok azért keltették fel
az érdeklodésiinket, mert a virusperzisztenciat olyan tokélyre vitték, hogy a gazdaszervezet-
ben, annak teljes életciklusa sordn fennmaradnak és hatékonyan keriilnek 4t az utédnemzedé-
kekbe is, de tiineteket nem valtanak ki, és feltehetdleg termésveszteségeket sem okoznak.
Ezért a szigort értelemben vett virusdefinicionak (Hull, 2002) tulajdonképpen nem is felelnek

meg, hiszen nem ismeriink olyan organizmust, amelyben megbetegedést okoznanak.

A ndvényi kriptikus virusokat a Partitiviridae csalddba, azon beliil az Alphacryptovirus
és a Betacryptovirus nemzetségbe soroljuk (Ghabrial és mtsai., 2005). A csaldd harmadik
nemzetségébe, a Partitivirus nemzetségbe kizardlag gombavirusok tartoznak. Ismeretes, hogy
a kriptovirusok egyes novényfajokban, igy szdmos mezOogazdasagi €s kertészeti ndvényben
rendkiviil elterjedtek, s példaul cukorrépandl, 16herénél, mangoldndl, céklandl, reteknél, szeg-
flinél és lucernandl az adott faj/fajta szinte minden egyedében kimutathaték (Boccardo és
mtsai., 1987). Egy gazdandvényben egyidejiileg tobb kriptikus virus is jelen lehet. Ilyen
egyiittélésre taldltak példat a cukorrépanal, ahol haromféle kriptikus virus (Beet cryptic virus
1, -2 és -3), a fehérherében, ahol szintén harom (White clover cryptic virus 1-3) és a sargaré-
paban, ahol 6t (Carrot cryptic virus 1-5) kriptikus virus is el6fordulhat egyszerre (Ghabrial és
mtsai., 2005). Ezek a virusok genomi szegmenseik méretén til, a szeroldgiailag kiilonb6zo

kopenyfehérjéjiik alapjan is megkiilonboztethetdk egymdstol.

A kriptovirusokrol - gyakorisdguk ellenére - keveset tudunk. A klasszikus virusétviteli
moddszerek nem bizonyultak eredményesnek, tehat mesterséges fert6zés vagy tesztnovényeken
valé vizsgdlat mindmdig nem lehetséges. Az atviteliik atoltdssal sem valdsithaté meg, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a kriptikus virusok nem rendelkeznek a sejtkozotti transzportot
lehetévé tevd transzportfehérjével. Transzmisszidjuk jelenlegi ismereteink szerint maggal és
pollennel lehetséges. A gazdanovényben alacsony, <1 ug/g levélszovet koncentraciéban for-

dulnak el6 (Boccardo és mtsai., 1987). A felsorolt tulajdonsidgok a kriptovirusok kutatdsat



rendkiviill megnehezitik, és jelenleg teljesen lehetetlen megbecsiilni az éldvildgban eldforduld

kiilonboz6 kriptikus virusfajok szdmat.

Bar koncentracidjuk alacsony a novényben, eliminacidjuk kordntsem egyszerii. Ko-
rabbi kisérletekben tobb kutatdcsoport is megprobalkozott azzal, hogy a kriptikus virusokat
elimindlja a novényekbdl. Ezek a kisérletek egyes kivételes esetekben valdszintileg sikerrel
jartak, de az akkoriban rendelkezésre all6 moddszerek alacsony érzékenysége miatt nehéz
megéllapitani, hogy a negativnak vélt névényekben csak a viruskoncentracié csokkent a ki-
mutathatdsdgi hatdr ald, vagy véglegesen virusmentesek maradtak (Stanarius és mtsai., 1989).
Altalanossdgban azt kell megallapitanunk, hogy a kriptikus virusok kivdléan alkalmazkodtak

a gazdandvényhez, és az elimindldsukra irdnyuld6 eljardsok dltaldban sikertelenek maradtak.

A kriptovirusok genomja szegmentdlt, és két vagy harom, egyenként 1-3 kbp hossztisa-
gl genomi dsRNS-szegmens alkotja. Kordbban néhany publikacid utalt arra, hogy a genomot
felépitd szegmensek kozott eléfordulhatnak szatellit RNS-ek vagy értelmetlen szekvencidkat
tartalmazé defektiv dsRNS-ek is (Chen és mtsai., 2006a). A legijabb irodalmi adatok és a
kovetkezd fejezetekben ismertetett sajat eredményeink ennek a feltevésnek ellentmondanak,
és azt valosziniisitik, hogy bizonyos kriptovirusokndl a genom a virdlis RdRp-t k6dold szeg-
mens mellett nem egy, hanem két kdpenyfehérjét kodolé szegmenssel rendelkezik (Boccardo
és Candresse, 2005a és b; Salem és mtsai., 2008). Fontosnak tartom megjegyezni azt is, hogy
eddig még egyetlen kriptikus virus esetében sem hatdroztdk meg kozvetleniil, fizikai vagy
proteinkémiai moédszerekkel a virionfehérjék teljes vagy részleges szekvencidjat, azaz nem
nyertek kozvetlen bizonyitékot arrél, hogy a dsRNS genom adott szegmensén kdédolt szek-
vencia megfeleltethetd a virion kopenyfehérjéjének. Az RdRp és a kopenyfehérje mellett mas
kédolt fehérjét eddig nem azonositottak, de alaposabb vizsgilatok még fényt derithetnek to-
vabbi fehérjék jelenlétére is, ugyanis a virusok esetében nem szokvanyos a kodold kapacitas

ilyen kevéssé hatékony kihasznélasa (Hull, 2002).

Az elso részleges kriptovirus szekvenciat, a Beet cryptic virus 3-t (BCV3) - amely kuta-
tasi téménk szempontjabol is fontos - 1993-ban publikaltik (Xie és mtsai., 1993). A téma egy
évtizedes mell6zését kdvetden az elmilt néhdny évben tobb kriptikus virus teljes szekvencia-
jat is nyilvanossagra hoztdk: a White clover cryptic virus 1-t (Boccardo és Candresse, 2005a
és b) 2005-ben, a Raphanus sativus cryptic virus 1-t és -2-t 2006-ban (Chen és mtsai., 2006a
és b), a Vicia cryptic virus-t (Blawid és mtsai., 2007) 2007-ben, a Fragaria chiloensis cryptic
virus-t (Tzanetakis és mtsai., 2008), a Rosa multiflora cryptic virus-t (Salem és mtsai., 2008)

pedig 2008-ban. Kordbban foként bipartita genomokat azonositottak, de a Raphanus sativus



cryptic virus 2, a Fragaria chiloensis cryptic virus €s a Rosa multiflora cryptic virus esetében
a genom hdrom szegmensbdl all. Ezeknél a kriptovirusokndl is azt feltételezik, hogy a
dsRNS-ek monocisztronosak, a genomjukat az RdRp-t k6dolé szegmensen mellett két ko-
penyfehérjét kédold dsRNS alkotja (Chen és mtsai., 2006a, Tzanetakis és mtsai., 2008; Salem
és mtsai., 2008). Erdekes, hogy az irodalomban féként zarvatermé novényeket vizsgéltak, és a
nyitvatermd fajokra csak néhédny kisérlet irdnyult. Flachmann és munkatérsai (1990) jegenye-
feny6ben és erdei fenyOben azonositottak putativ kriptovirusokat, Veliceasa és munkatérsai
(2005) pedig meghataroztdk az erdei fenydbdl izoldlt virus (Pinus sylvestris partitivirus)
RdRp-jének parcidlis szekvenciajat, ami a novényi kriptikus virusokkal mutat hasonlésagot.
Mas putativ kriptikus virusok vizsgédlata pedig meglepd eredményt hozott: A mikuldsvirdgban
(Euphorbia pulcherrima) el6forduld Poinsettia cryptic virus részleges szekvencidjanak ossze-
hasonlitaskor azt talaltdk, hogy ez a virus a polemovirusokkal és a sobemovirusokkal rokon,

igy ezt a virust mar nem soroljdk a kriptikus virusok kozé (Siepen és mtsai., 2005).

A kriptikus novényi virusok eredetérol 6sszehasonlité szekvencia vizsgalatokbdl nyer-
hetiink felvilagositast. Korabbi, egyetlen kriptikus virus RdRp-jének részleges szekvenciajara
épito analizisek alapjan azt a hipotézist llitottdk fel, hogy a kriptikus virusok a gazdanovényt
fert6z0 endofita gombakbdl szarmazhatnak, vagy forditva, a gombdk a gazdandvénybdl ve-
hettek fel az infekcid sordn olyan virusokat, illetve genom szakaszokat, amelyek a gombakban
is képesek replikalddni (Oh és Hillman, 1995). Az Gjabban publikélt szekvenciaadatok is egy-
értelmiien ezt hipotézist tdmasztjdk ald. Ma mar tudjuk, hogy a kriptovirusok kivétel nélkiil
viszonylag nagy hasonlésdgot mutatnak a Partitiviridae csalddba tartozé gombavirusokhoz,
és gyakran ez a hasonldsdg joval nagyobb, mint a csaldd novényi virusaihoz valé hasonldsé-
ga, igy van ez pl. a Vicia cryptic virus vagy a Raphanus sativus cryptic virus I esetében is
(Blawid és mtsai., 2007; Chen és mtsai., 2006b). Az egyszali novényi RNS-virusokra azon-
ban kevéssé hasonlitanak. Az 0sszehasonlité szekvencia analizisek eredménye azt valdszini-
siti, hogy a kriptikus novényi virusok és bizonyos gombavirusok kozotti hasonldsdg inkabb
horizontdlis géntranszfer, mint konvergens evolici6 kovetkezménye lehet, bar eddig még nem
sikeriilt ilyen gombavektort kell6 tudomédnyos bizonyossdggal azonositani (Salem és mtsai.,

2008).

Ezt a feltételezést latszanak aldtdmasztani egy ukran kutatécsoport 2005-ben, ukran és
orosz nyelven publikdlt eredményei. A kutatdk, allitdsuk szerint, egy cukorrépat fert6zo
endofita gombdbdl, a Helicobasidium purpureum-bdl klénoztak egy 486 nt hosszisigi

dsRNS-szakaszt, amit a Partitiviridae csaldidhoz mutatott hasonldsidga miatt Helicobasidium



purpureum partitvirus-nak neveztek el (Melnychuk és Spyrydonov, 2005). Ez a szekvencia a
BCV1 RdRp csoportunkban meghatdrozott szekvencidjanak megfeleld szakaszdval szinte
teljesen azonos volt. A kriptikus virusokra jellemz6é morfoldgidju virionokat a cukorrépa leve-
lekbdl izolalt endofita gombdkban is sikeriilt kimutatniuk az ukrdn kutatéknak, és PCR-rel a
részleges RdRp szekvenciat amplifikdlni tudtdk a gombdkban (Melnychuk és mtsai., 2005).
Az eddig publikalt eredmények nem képeznek egy tudomdnyosan hidnytalanul meggy6z6
bizonyitasi lancolatot, ha azonban a késébbiekben megerdsitést nyernek, mindenképp levon-
hat6 lesz beldliikk az a kovetkeztetés, hogy a novényi kriptovirusok mind gombdkban, mind
novényben képesek fennmaradni. Ez esetben azonnal felmeriil a kérdés, hogy vajon nem ter-
jedhetnek-e mégis ezek a virusok gombavektorok segitségével horizontélisan, és tovabbi in-

dikéciot nyeriink a partitivirusok kozos eredetérol.

A kriptikus virusok gazdaszervezettel vald viszonya sem tisztdzott még. Nem tudni,
hogy szarmazik-e valamilyen elénye a ndvénynek ezen dsRNS-virusok jelenlétébdl, betolt-e
valamilyen funkciét a virus a sejten beliil, vagy csupdn parazitilja azt. Nemrégiben japan ku-
tatok egy olyan eredményt publikaltak, melynek alapjan feltételezhetd, hogy a kriptikus viru-
sok jelenlétébdl a novény profitdlhat. Vizsgélataik soran a Trifolium repens cDNS konyvtara-
ban egy olyan a novényi kromoszémarol atir6dé fehérjét, a TrEnodDRI-t taldltak, amely a
gyokérgiimok noduldcidés mechanizmusaban vesz részt. Ennek a fehérjének a szekvencidja
teljesen azonos volt a WCCV 1 kriptikus virus kopenyfehérjéjével. A WCCV1 kdpenyfehérjé-
jét a pillangdsvirdgiiak modellndvényében, a Lotus japonicus-ban tilexpresszaltatva megfi-
gyelték, hogy az gitolja a nodulaciét, és ugyanakkor fokozott védelmet biztosit a ndvénynek a
fertdzések ellen. A szerzOk feltételezik, hogy a TrEnodDRI fehérje a novény velesziiletett
immunvalaszit aktivdlja, és ezen keresztiil az abszcizinsav koncentraciéjat befolydsolja
(Nakatsukasa-Akune és mtsai., 2005). Ez az els6 olyan eredmény, aminek alapjin arra lehet
kovetkezetni, hogy a kriptikus virusok, ill. géntermékeik befolydsolhatjik a novények életfo-
lyamatait, s a novénynek eldénye szdrmazhat a jelenlétiikbdl. Ez egyben megmagyardzhatna,

hogy miért maradnak fenn, és miért olyan gyakoriak a novényvildgban a kriptovirusok.

Azt mér régdta tudjuk, hogy léteznek olyan dsRNS-mikovirusok, amelyek képesek be-
folyasolni egy adott kérokozd virulencidjat (Hansen és mitsai., 1985). J6 példa erre a
Cryphonectria parasitica, vagyis a szelidgesztenye-kéregrak hipovirulens torzsei, amelyek
citoplazmdja egy dsRNS-virust, a Cryphonectria hypovirus 1-t (CHV-1) tartalmaz. Amennyi-
ben a hipovirulens torzsek elvesztik sejtjeikbdl (vagy mesterségesen blokkoljdk benniik) eze-

ket a virusokat, akkor minden esetben djra virulensekké valnak (Dawe és Nuss, 2001).
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1. abra: A Curvularia thermal tolerance virus (CThTV) hatasara kialakulé hémérséklet tole-
rancia vizsgélata Dichanthelium lanuginosum (A) és Solanum lycopersicon (B) no-
vényekben (Marquez €s mtsai., 2007 nyomadn). A vizsgalatot 14 napon keresztiil
folytattak 65°C-os (10 6ra) és 37°C-os (14 o6ra) talajhémérsékleten. J6l lathato, hogy
a virus jelenléte a gombdban a gazda fokozott hétliréséhez vezet. Wt, szimbidzis
CThTV virust tartalmazé C. protuberata-val; An, CThTV virus reinfekcié hifa-
anasztomozison keresztiil; Ns, nincs szimbidzis.

Nemrégiben napvildgot latott azonban egy olyan publikécié is, amelyekben a mikovirus
jelenléte a gazda szdmdra eldényds tulajdonsidgokat eredményezett. Marquez és munkatarsai
(2007) azonositottak egy olyan gombavirust, a Curvularia thermal tolerance virus-t
(CThTV), amelynek szerepe van a Yellowstone Nemzeti Park magas talajhdmérsékletii régio-
iban é16 Dichanthelium lanuginosum és a Curvularia protuberata endofita gomba kozott ki-
alakul6 és mindkét fél szamara elonyos kolcsonhatasban. A szimbidzis sordan mind a novény,
mind a gomba partner tolerdnssa valik a novény gyokérzondjiban jelentkezd magas hémér-
séklettal szemben. A hémérséklet-tolerancia Osszefiigg a CThTV virus jelenlétével, és nem
alakul ki abban az esetben, amikor a C. protuberata nem tartalmazza a CThTV-t. A
mikovirussal torténd reinfekcié hatdsdra azonban djra megjelennek a hoétolerancia jelei. A C.
protuberata nem fajspecifikus, igy paradicsom novényeket fertdézve is ki tudtak - bar gyen-

gébb hatékonysaggal - hétoleranciat alakitani (Isd. 1. dbra; Marquez és mtsai., 2007 nyomaén).
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2.1.2. A Beta nemzetség kriptikus virusai

A Beta nemzetségben eddig haromféle kriptikus virust irtak le, valamennyit Beet cryptic
virus-nak (BCV) nevezték el, és szamozdssal kiilonitették el egymastol: BCVI1, -2 és -3
(Kassanis és mtsai., 1977). E kriptikus virusok rendkiviil elterjedtek a nemzetség kiilonb6zo
fajaiban, igy a cukorrépdban, a mangoldban, a cékldaban és a takarmanyrépdban, valamint vad
Oseikben a Beta maritimd-ban és a Beta macrocarpd-ban (Boccardo és mtsai., 1987). A Beet
cryptic virus-okra is jellemz0, hogy egy novényegyedben egyszerre tobbféle kriptikus virus is
eléfordulhat, melyek a genom szegmenseik mérete, valamint a kopenyfehérjéjiik immunol6-

giai tulajdonsdgai alapjan biztosan elkiilonithetok egymdstol (Antoniw és mtsai., 1986).

A Beet cryptic virus 1 virionokban két dsRNS molekula van jelen. A dsRNS1 (M,
1,36-10°) in vitro transzldci6ja sordn egy 67 kDa, a dsSRNS2 (M, 1,15-10°) transzldci6ja sordn
pedig egy 52 kDa becsiilt molekulaméretii fehérje szintetizalhatd. A szintetizalt fehérjék reak-
tivitasit BCV1-specifikus ellenanyaggal vizsgiltdk meg, és azt taldltdk, hogy a BCV1-
specifikus antiszérummal a kisebb protein mutat immunoldgiai reakciét. Ezen adatok alapjin
feltételezték, hogy a BCV1 genom nagyobb szegmense az RNS-fiiggé RNS-polimerizt
(RdRp), a kisebb pedig a virdlis kopenyfehérjét (CP) kédolja (Accotto és mtsai., 1987).

A Beet cryptic virus 2-10l kevesebb adat all a rendelkezésiinkre, és a legtobb vizsgalatot
BCV1 és BCV2 virusokat egyiittesen tartalmazé mintdkkal végezték. Kiihne és munkatérsai
(1986) BCV 142 virionokban harom kopenyfehérje jelenlétét irtak le: 55, 36 és 33 kDa mé-
retben. Mivel Accotto €s munkatarsai (1987) a BCV1 dsRNS2 in vitro transzlacidja soran 52
kDa becsiilt molekulaméretii proteint szintetizaltak, feltételezték, hogy a 33 és 36 kDa méretii
fehérjék a BCV2 virus képenyfehérjéi. A BCV2 dsRNS genom méretét is meghataroztak: a
BCV?2 virionokban két, 0,94-10° és 0,87-10° molekulatomegii dsRNS szegmenst azonosi-
tottak, ami kozel 1320 és 1420 bp hosszisdgnak feleltetheté meg (Antoniw és mtsai.,
1986).

A Beet cryptic virus 3 virus genomjat szintén két dsSRNS molekula alkotja, melyek
~1740 és ~1600 bp hosszisdguak (Xie, 1992). A BCV1 virustdl eltéréen a BCV3 virionokban
a dsRNS2 szegmens kddolja a virdlis replikdzt és a dsRNS1 a kdpenyfehérjét. Xie és munka-
tarsai klénoztak és szekvenaltdk a BCV3 RdRp-jét kddolé dsRNS2 jelentds részét, amelyen
egy 1431 nukleotid hosszusdgu, 478 aminosavat kodold nyilt leolvasdsi keretet és tobb RdRp

motivumot is azonositottak (Xie és mtsai., 1993).
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2.1.3. Carnation cryptic virus jellemzése

A Dianthus caryophyllus-ban el6forduld, szegmentalt genommal rendelkezd dsRNS-
virust Carnation cryptic virus-nak (CarCV) nevezték el. Az egészséges szegfii levelekbdl
izolalt CarCV virionokban hdrom "major" (MW 1,04-10°, 0,95-10° és 0,84-10° Da) és egy
"minor" (MW 0,88:10° Da) dsRNS molekuldt azonositottak (Lisa és mtsai., 1981a). A kis

molekulatomegli dsSRNS nem volt jelen minden izoldtumban (Lisa és mtsai., 1981b).

2.1.4. A Partitvirus nemzetség néhany tagjanak jellemzése

A novényi kriptikus virusok altalanos jellemzése soran fent leirt valamennyi tulajdon-
sag, azaz a dsSRNS genom mérete, szegmentéltsdga, a virionok struktirdja Partitivirus nem-
zetségbe tartozé mikovirusokra is igaz (Tuomivirta és Hantula, 2003), azzal az eltéréssel,
hogy a virusok transzmisszi6ja spérakon (Ihrmark és mtsai., 2002) és hifa-amasztomoézisokon

keresztiil (Nogawa €s mtsai., 1996) zajlik.

A Partitivirus nemzetségen beliil két virus jellemzésére szeretnék részletesebben kitérni.
A Cherry chlorotic rusty spot-associated partitivirus (CCRS-PV), valamint az Amasya cherry
disease-associated partitivirus (ACD-PV) azért keltette fel az érdekl6désiinket, mert e viru-
sok genom szegmensei rendkiviil hasonlénak bizonyultak a csoportunk altal meghatarozott
Beet cryptic virus 1 szekvencidihoz. A fertdzott cseresznye szovetekben minden esetben egy
komplex dsRNS mintazat figyelhetd meg, amely tiz linedris dsRNS molekulabol, melyek mé-
rete 1700 és 5500 bp kozott valtozik, valamint két kis cirkuldris RNS-bdl 4ll. Ezek a dsRNS-
ek az egészséges novényekben nem mutathat6 ki (Di Serio és mtsai., 1996; Coutts és mtsai.,
2004). A linearis dsRNS-ek koziil ketté a Partitivirus, négy pedig a Chrysoviridae csalad,
Chrysovirus nemzetségébe tartoz6 virus genomjat épiti fel. A tobbi linedris dSRNS molekula

eredete még nem ismert (Coutts és mtsai., 2004; Covelli és mtsai., 2004).

A fertzés természetes vektorat sem tudtdk azonositani. Fény- és elektronmikroszképos
kisérletek sordan ugyan megfigyeltek gomba-szeri micéliumokat a fert6zott levél szoveteiben,
azonban azonositani vagy izoldlni ezt az endofita gombat mindmadig nem sikeriilt. (Alioto és
mtsai., 2003). Ujabb ismeretek szerint tigy tiinik, hogy az ACD és a CCRS elnevezések csak
geografiai kiilonbségeket jelolnek, ugyanis a két fert6zés a tiinetek, valamint a vele asszocidl-
tan jelentkez6 dsRNS molekuldk molekuléris jellemz6i alapjan azonosak tekinthetd (Covelli

és mtsai, 2004).
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2.2. Az endornavirusok rendszertana és molekularis jellemzoi
2.2.1. Endornavirusok, enigmatikus dsRNS-ek

Az ICTV (International Committee of Taxonomy of Viruses) 2004-ben sorolta be a
nagy molekulatomegii dsRNS genommal rendelkez6 és virionokat nem képezd virusokat a
novényi virusok kozé, és megalkotta az Endornavirus nemzetségnevet (Gibbs és mitsai.,
2004). E bejelentést megeléz6en a nemzetkdzi irodalomban RNS-plazmidként vagy
enigmatikus dsRNS-ként taldlkozhattunk az endornavirusokkal (Moriyama és mtsai., 1995;

Brown és Finnegan, 1989).

Az els6 nagyméretli endogén dsRNS-molekuldkat az 1980-as években azonositottak
novényi szovetekben (Dodds és mitsai., 1984). Ezt kdvetden szdmos egészséges novényben
kimutattdk ezeket a feltiin6en nagyméretii dsRNS molekuldkat, igy pl. termesztett rizsben
(Oryza sativa ssp. japonica; Moriyama és mitsai., 1995), vad rizsben (Oryza rufipogon;
Moriyama és mtsai., 1999), paprikdban és siargadinnyében (Capsicum annuum és Cucumis
melo; Valverde és mtsai., 1990), I6babban (Vicia faba cv. 447’; Dulieu és mtsai., 1988), ve-
teménybabban (Phaseolus vulgaris cv. ’'Black turtle soup’; Wakarchuk és Hamilton, 1985) és

arpaban (Hordeum vulgare cv. 'Barsoy'; Zabalgogeazcoa és Gildow, 1992; Isd. 2. dbra).

19.3
7.7

L-dsRNA

kbp

2. abra: Az endornavirusok elterjedtségének vizsgalata kiilonb6z6 tiinetmentes novény fajok-
ban és az ibolya gyokérrothadasat okozé gombéban (Fukuhara és mtsai., 2006 nyo-
man). M, molekulasuly marker; 1, Cucumis melo dsRNS; 2, Basella alba dsRNS; 3,
Capsicum annuum dsRNS; 4, Zostera marina dsRNS; 5, Lagenaria siceraria
dsRNS; 6, Oryza sativa dsRNS; 7; Phaseolus vulgaris dSRNS; 8, Hordeum vulgare
dsRNS; 9, Helicobasidium mompa dsRNS.

Az endornavirusok jelenléte a gazdandvényben gyakran rejtve marad, mivel jelenlegi is-
mereteink szerint tiineteket nem okoznak. Genomi dsRNS-iikk nem szegmentélt és mindig na-
gyobb, mint 10 kbp (Fukuhara és mtsai., 1993), virionokat nem képeznek. Linedris dsRNS
genomjuk egyetlen, szokatlanul hosszi, folyamatos nyilt leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz,

melyr6l eziddig csak egy RNS-fiiggd RNS-polimerdz-szerii, egy helikdz-szeri és egy
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glikoziltranszferdz-szerti régidt sikeriilt azonositani (Fukuhara és mtsai., 1995; Osaki és
mtsai., 2006). Abbdl a ténybdl, hogy nem fordulnak el6 minden névényben, arra kovetkeztet-
hetiink, hogy jelenlétiik nem esszencidlisan fontos a ndvény szdmara. A rizsben taldlt dsRNS-
ekrdl kimutattdk, hogy a gazda kromoszomalis DNS-e nem tartalmazza a virdlis szekvenciét,
igy itt joggal beszélhetiink nemcsak enigmatikus dsRNS-rdl, hanem egy uj viruscsalad, az
endornavirusok jelenlétérél (Moriyama és mtsai., 1995). A 12 kbp hosszisdgi dsRNS-ek a
paprika novények tobbféle szovetében - levél, virdg, gyokérszovet és kalluszkultira - is kimu-
tathatdak voltak. Jelent6s mennyiséget talaltak kloroplasztisz kivonatokban, de keveset, illet-
ve semennyit sem a sejtmagban és a mitokondriumban (Valverde €és mtsai., 1990). A paprika-
ban taldlt dsRNS hasonlé méretii volt, mint a l6babban és a sargadinnyében kimutatott
dsRNS, de a szekvencia oly mértékben eltéronek bizonyult, hogy a jelolt cDNS nem mutatott

kereszthibridizaciét mas faj dsSRNS-ével (Valverde és mtsai., 1994).

A dsRNS-ek horizontélis atvitelét tobb esetben is megkisérelték. A rizsben taldlt
endornavirusok esetében tobbféle atviteli modot is kiprobaltdk: pl.: mechanikai fert6zés dor-
7s0l€s, gyokéralanyba oltds, levéltetvek és aranka segitségével torténd atvitel, magvetés
(Dodds, 1984). A hagyomanyos viroldgiai mddszerek egyik esetben sem bizonyultak eredmé-
nyesnek, az endornavirusokat egyik novényrdl a masikra nem sikeriilt atvinniiik, maggal és pol-
lennel azonban hatékonyan terjednek (Moriyama és mtsai., 1999). A virusok atvitelét vizsgald
magvetési kisérletek minden esetben 100 %-osan pozitiv eredményt hoztak (Horiuchi és

mtsai., 2003).

Valverde és Gutierrez (2007) Capsicum annuum fajtdkndl (cv. ’Yolo Wonder’,
"Jalapeno M’ és "Hungarian Wax’) irdnyitott keresztezési kisérletekben vizsgéltak a dsRNS-
virusok atvitelének hatékonysagat (3. dbra). A reciprok keresztezési kisérletek F1 generacio-
jaban 20 novényt analizaltak, és Ok is azt taldltdk, hogy a nagy molekulatomegii BP-dsRNS
(Bell pepper dsRNS, putativ endornavirus dsRNS) anyai és apai tton is 4tvihetd, bar az atvitel
a petesejttel hatékonyabb volt, mint a pollennal. A Yolo Wonder és a Hungarian Wax fajtdk
keresztezése sordn a pollenatvitel az utédnovények 35 %-anal bizonyult eredményesnek, mig

a virus petesejttel torténd oroklédése az utédok 75 %-aban volt kimutathatd.

Ugy tiinik, hogy az endornavirusok replikdcidja oly médon szabalyozott, hogy a dsRNS
allando, alacsony koncentraciéban legyen jelen a gazda minden sejtjében, kivéve a pollent,
ahol ez a koncentraci6 jéval magasabb (Fukuhara és mtsai., 1993; Moriyama és mtsai., 1995;
Moriyama és mtsai., 1999). Altaliban sejtenként hiisz képidt mutattak ki, mig a pollenben

2000 kopiat talaltak. Mas fajokban is hasonléan alacsony szinteket detektaltak (Gabriel és
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mtsai., 1987; Valverde és mtsai., 1990). Ez a szabdlyozds és a nem-fert6z6 jelleg mind arra
utal, hogy ezek a dsRNS-ek, hasonldan a bakteridlis DNS-plazmidokhoz, a sejtciklustdl fiig-
getleniil 6ndlldan replikélédni képes RNS-replikonok.

kbp

13.0

3.0
1.1

0.5

3. abra: Paprika (Capsicum annuum) reciprok keresztezési kisérlet eredménye (Valverde és
Gutierrez, 2007 nyoman). 1, C. annuum cv. Yolo Wonder (YW); 2, C. annuum cv.
Jalapeno M (JM); 3, C. annuum cv. Hungarian Wax (HW) dsRNS kivonata; 4 YW
és JM fajtak kersztezésébol szarmazo F1 novények dsRNS kivonata; 5, YW és HW
fajtak kersztezésébol szarmazé F1 novények dsRNS kivonata.

Az Oryza sativa ssp. japonica-ban taldlt endornavirussal végezték el az elso, teljes szek-
vencia analizist. Ennek a virusnak tobb mint 50 fiiggetlen cDNS kl6njabdl hataroztak meg a
teljes, 13952 nukleotidbdl all6 szekvencidjat (Fukuhara és mitsai., 1995). A cDNS klénok
vizsgélata sordn azt taldltdk, hogy a dsRNS egyetlen hosszi ORF-et tartalmaz. A nukleinsav
sorrend meghatdrozdsa sordn feltartdk, hogy a dsRNS molekula harom szerkezeti egységre
tagolhatd. A kédol6 szdl 5° végénél taldlhaté nem kddold régid 166 nukleotidbdl dll, ezt kove-
ti a nagy, 13716 nukleotidot tartalmaz6é ORF, ami vélhet6en egyetlen, 4572 aminosavbdl all6
poliproteint kddol. A dsRNS molekula az ORF-et kdvetden, egy 70 nukleotidbdl all6 nem-
kédold régidban végzddik, polyA-véget nem azonositottak (4. dbra). A parhuzamosan nyert
c¢DNS klonok kozott szamos eltérést azonositottak a nyilt leolvasasi keretben (ORF) és a ter-
mindlis régidban, ez inszerciok és szubsztiticiok jelenlétére vezethetd vissza, és ez a dsSRNS
populacié heterogenitasat jelzi. Az ORF elején taldlhaté nukleotidok (5° AAGAAUGGA)
megegyeznek a novények transzlacidjanak kezdetét kodold nukleotid sorral. Adatbazisokban
talalhat6 kiilonféle, ismert RNS virusok 4ltal kédolt proteinek aminosav szekvencidinak 6sz-

szehasonlitdsa alapjan kideriilt, hogy ez a nagy poliprotein egy RNS-helikdz-szeri és egy
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RNS-fiiggd RNS-polimerdz-szeri (RdRp) régiét tartalmaz (Fukuhara és mitsai., 1995;
Horiuchi és mtsai., 2001). A dsRNS valészintileg nem kédol kapszid fehérjéket. Késobbi
vizsgélatok sordn az RdRp szekvencidja alapjan végezték el e virusok pontos rendszertani

besorolasat (Gibbs és mtsai., 2000).

Feltehetden az 6sszes dsRNS molekuldban megtaldlhat6 egy torés, ami két részre osztja
a kodol6 szélat: egy 1,2 kbp hosszd, és egy 12,6 kbp hosszi szakaszra (Fukuhara és mitsai.,
1995). A kédolé szdlon elhelyezkedd torés pontos helyét oligonukleotid primerek segitségé-
vel hatdroztdk meg. Két lehetséges ok adddik a diszkontinuitds magyardzatdra. Vagy az RNS
sajat ribozim aktivitdsa végta el a kodolé szdlat, vagy pedig egy specidlis, a gazdandvény altal
koédolt ribonukledz hasitotta ketté. Az el0szor rizsben és babban megtalalt (Pfeiffer és mtsai.,
1993) torés bioldgiai jelentdsége ismeretlen, mivel azdta szamos, kiilonb6z6 dsSRNS-ben meg-
talaltak, feltételezhetd, hogy fontos szerepet tolt be az endornavirusok dsRNS-ének életciklu-
saban. A torés minden bizonnyal hatassal van a dsRNS molekula replikécidjara, a kddolo szal

transzkripcidjara €s a hosszi ORF transzlacidjara.

2.2.2. Az endornavirusok torzsfejlodése

Eziddig harom novényi endornavirus teljes nukleinsav szekvencidjat hatdroztdk meg: a
termesztett rizsben (Oryza sativa ssp. japonica; Moriyama €s mtsai., 1995), a vad rizsben
(Oryza rufipogon; Moriyama és mtsai., 1999), és a 16babban (Vicia faba convar. 447; Dulieu
és mtsai., 1988; Pfeiffer, 1998) el6fordulé endornavirusokét. Bebizonyosodott, hogy mindha-
rom endogén virusban jelen van a kiilonlegesen hosszi ORF. Az O. sativa és a V. faba
dsRNS-ének aminosav szekvencidjanak Osszehasonlitisa sordn kideriilt, hogy hasonld
helikdz-, RdRp- és glikoziltranszferaz-szerii kodolé régiot tartalmaznak (4. dbra). Fukuhara és
munkatérsai (2006) a rizs, ill. 16bab endornavirus RdRp szekvencidi alapjan primereket ter-
veztek €s meghatdroztak egy-egy szekvencia részletet az arpa, hinarfi, malabari spenét és a

sargadinnye endornavirusok RdRp-eibdl.
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NT1211

‘ Oryza sativa endornavirus (13952 bp)
[ N 0000 I -
e (4572 aa) ol
NTi'."SS Vicia faba endornavirus (17635 bp)
1 SN -
by (5825 aa) 119 bp

4. abra: Az Oryza sativa endornavirus és a Vicia faba endornavirus genomszervezodése
(Osaki és mtsai., 2006 nyoman). Az ORF-en beliil bejelolték a helikdz-szerti (csi-
kos), az glikoziltranszferaz-szerii (pottyos) és az RdRp-szerii (fekete) régiok elhe-
lyezkedését. Az NT a torés pontos helyét adja meg. A 3’ és 5’ nem kddold régié az
ORF-et megel6zden, ill. azt kovetoen helyezkedik el.

Ujabb kutatdsok sordn fitopatogén gombdkban is kimutattak endornavirusokat. Dugldsz-
feny6bdl szarmazd Phytophthora-bdl izoléltak egy 13883 bp hosszisdgi dsRNS-t, amely
egyetlen nagy ORF-et tartalmaz, és 4548 aminosavbdl allé poliproteint kédol. Ennek C-
termindlis régidjadban a virusok RdRp szekvencidjara jellemzd szekvencia motivumot, az N-
termindlis régiéban pedig RNS-helikdz motivumot talédltak (Hacker és mitsai., 2005). Ez az
elsé olyan publikdcid, ahol nem-novényi dsRNS-t, mint endornavirust frnak le. Ugyancsak
novénypatogén gombabodl, az ibolya gyokérrothaddsit okozd Helicobasidium mompa-ban
azonositottak egy 16614 nukleotid hosszi dsRNS-t, melynek a nyilt leolvasasi kerete 5373

aminosavbdl all6 fehérjét kddol. (Osaki és mtsai., 2006).

Az Endornavirus nemzetség virusainak egymashoz valé viszonydt a putativ RNS-fiiggd
RNS-polimeraz szekvencidk dsszehasonlitdsdval (5. dbra) lehet a legjobban jellemezni. Bér a
rendelkezésre all6 virusszekvencidk szdma még kevés, Fukuhara és munkatérsai (2006) az
irodalomban talalhat6 és az édltaluk meghatarozott részleges RdRp szekvencidkbdl elkészitet-
tek egy filogenetikai fat. Kezdetben a horizontalis virusatvitel hidnya miatt azt gondoltak,
hogy az endornavirusok fajspecifikusak. Ezért volt varatlan eredmény, hogy olyan gazdano-
vényekben taldltak egymashoz nagyon hasonld szekvencidji endornavirusokat, amelyek rend-
szertanilag nagyon tavol dllnak egymastol. Az 5. dbran az is jol lathatd, hogy a veteménybab
dsRNS (Pv-dsRNS) és a 16bab dsRNS (V{-dsRNS) a filogram kiilonb6z6 dgain helyezkedik el
annak ellenére, hogy gazdandvényeik a Fabaceae csaldd tagjai. Az RdRp szekvencidk anali-
zise soran bizonyossagot nyert az is, hogy a novényi endornavirusok mellett a Helicobasidium
mompa-bol és a Phytophthora-bdl izolalt dsRNS-ek is az Edornavirus nemzetség tagjai. A
Helicobasidium mompa endornavirus RdRp-t kodolé szekvencidja a Phytophthora

endornavirus 1-el 43,3 %-o0s, novényi endornavirusok RdRp-t kédolé szekvencidjaval kozel
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ugyanekkora, 36,2 — 40,7 % hasonlésdgot mutat (Osaki. és mtsai., 2006; Hacker és mtsai.,
2005). Az Endornavirus nemzetség tehat immadaron a novényi virusok mellett gomba gazdabdl

szarmaz6 tagokkal is kiboviilt.

Az Endornavirus nemzetség RdRp-inek Osszehasonlité analizise sordn nyert eredmé-
nyek alapjdn egyértelmiien megdallapithatd, hogy nincs kapcsolat az endornavirusok szekven-
cidja €s a gazdaszervezetek filogenetikai besoroldsa kozott. A gazdaszervezetek nagyfoku
heterogenitdsa azt valdsziniisiti, hogy az RNS horizontdlis transzferrel cserélédhetett ki a no-

vény és a patogén gombdak kozott (Fukuhara és mtsai., 2006).

100 Pv-dsRNA (Kidney bean, Fabaceae™)
99 Ba-dsRNA (Malabar spinach, Basellaceae™*)
Ls-dsRNA (Bottle gourd, Cucurbitaceae™*)
85 Cm-dsRNA (Melon, Cucurbitaceae™*)

Os-dsRNA (Rice, Poaceae™)
100 Or-dsRNA (Wild rice, Poaceae*)
81 Vf-dsRNA (Broad bean, Fabaceae**)
B65 PEV1 (Phytophthora, Protist)
100 L,— Hv-dsRNA (Barley, Poaceae*)
69 Zm-dsRNA (Seagrass, Zosteraceae®)

Hm-dsRNA (Helicobasidium, Fungus)

99

_
0.2 substitutions/site

5. abra: Az Endornavirus nemzetségbe tartozé virusok filogramja, amit parcidlis RNS-fiiggd
RNS-polimerdz (~90 AA) szekvencidk alapjan szerkesztettek (Fukuhara és
mtsai., 2006 nyomdn). Az Osszehasonlitdsban szerepld virusok neveinek rovidi-
tésjegyzéke: Pv-dsRNA, Phaseolus vulgaris dsRNS; Ba-dsRNA, Basella alba
dsRNS; Ls-dsRNA, Lagenaria siceraria dsRNS; Cm-dsRNA, Cucumis melo
dsRNS; Os-dsRNA; Oryza sativa dsRNS; Or-dsRNA; Oryza rufipogon dsRNS,
VI-dsRNA, Vicia faba dsRNS; PEV1, Phytophthora dsRNS; Hv-dsRNA,
Hordeum vulgare dsRNS; Zm-dsRNA, Zostera marina dsRNS; Hm-dsRNA,
Helicobasidium mompa dsRNS. * egyszikii, ** kétszikli névények.

A rizsben taldlt endornavirus RdRp-t, a helikdz enzimet k6dolé doménjét és teljes nukle-
insav szekvencidjat 0sszehasonlitottdk mds virusokkal is: a potyvirus egyszalu, 10 kbp hosszud
RNS-ével (Allison és mtsai., 1986), valamint a Cryphonecrtria hypovirus 12,7 kbp hosszui
dsRNS-ével (Hillmann és mtsai., 1995). A kapott eredmények alapjan a rizs endornavirus
fejlodéstorténeti helye e két virusfaj kozott taldlhatd (Gibbs és mtsai., 2000). Az RdRp tovab-
bi vizsgalata soran az is kideriilt, hogy ez a régié hasonlit szdmos egyszali RNS RdRp-t ké-

dol6 szakaszdhoz, féleg az alfavirusokéhoz. Az erdsen konzervélt domének az RdRp szek-
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vencidk mintegy 20 %-at teszik ki. Rokonségi torzsfat készitettek az RdRp aminosav szek-
vencidi alapjan, és arra az eredményre jutottak, hogy az endornavirusok mellett két viruscso-
port is tartalmazza ezeket a konzervélt RdRp szekvencidkat. A két csoportba a kdvetkezd vi-
rusok tartoznak: (1) alfamovirusok, bromovirusok, closterovirusok, crinivirusok,
cucumovirusok, furovirusok, hordeivirusok, idaeovirusok, ilarvirusok, pecluvirusok,
pomovirusok, tobamovirusok, tobravirusok; (2) capillovirusok, carlavirusok, marafivirusok,

potexvirusok, trichovirusok, tymovirusok és vitivirusok.

Zanotto és munkatarsai (1996) nemcsak az enigmatikus dsRNS-eknek az alfavirusokhoz
val6 hasonldsigat fedezték fel, hanem azt is aldtdmasztottdk, hogy fejlodéstanilag egységes
eredetliek, szdrmazdsuk azonos Osre vezethetd vissza. Az endornavirusok éltal kédolt RdRp
és helikdz enzim funkciondlisan megegyezik az alfavirusok altal koédolt enzimekkel, de a két
virus replikdciéjanak moédjdban eltérések figyelhetok meg. Az alfavirusok genomi RNS-e a
gazdasejtben elsddlegesen pozitiv, egyszali RNS-ként ((+)ssRNS)) van jelen, mig az
endornavirusok dsRNS-ei sohasem képeznek teljes hosszisagu, pozitiv szdld ssRNS-t
(Wakarchuk és Hamilton, 1985). Még nagyobb eltérés, hogy a hiarom ismert szekvencidji
novényi endornavirus genomi dsRNS kodolé szdlainak mindegyike tartalmazott egy torést,
ami nem volt megtaldlhaté a negativ szdlon (Fukuhara és mtsai., 1995). A torés két részre
osztja a teljes molekulat, és mindig kozel ugyanazon a helyen taldltdk meg. Az endogén
dsRNS-virusok és az ssRNS-virusok kozotti hasonldésdg oka az lehet, hogy vagy a dsRNS-
virusok véltak ki az 8si ssSRNS-virusokbdl, vagy forditva. Az RdRp és a helikdz enzim anali-
zisének segitségével készitett torzsfa az elsd alternativat valdszinisiti, és azt mutatja, hogy az
alfavirusok sokkal diverzebbek, mint a dsRNS-virusok. Az Osszes alfavirus kdédolja a sajat
kopenyfehérjéjét, amely a dsRNS 6sében szintén meglehett. E tulajdonsdgok azt tdmasztjak
ald, hogy az ssRNS-virus az 6sibb forma. Az endornavirusok szekvencidjdnak mads ismert
virusszekvencidkkal valé 0sszehasonlitdsa sordn nem taldltak kopenyfehérjét kédolo részt. Ez
a tény kapcsolatban van azzal, hogy a dsRNS nem képez virus-partikulumokat. Ez a szokatlan
tulajdonsag Osszefiiggésben éllhat a virus evolicidjaval, és feltételezhetd, hogy az alfa
sSRNS- és az endogén dsRNS-virusvonalak akkor valhattak el egymadstol, mikor a pozitiv
szald RNS novényi virusok elvesztették kopenyfehérjét kodold génjiiket. A dsRNS forméba
val6 atalakulas visszafordithatatlannd valt, amikor a dsRNS pozitiv szalaban torés kovetkezett

be (Hayes és Buck, 1993).
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Mivel az endogén dsRNS-virusok igen elérd csoportot képeznek, egy j nemzetségbe,
az Endornavirus nemzetségbe soroltdk be 0ket. Megdrizve a nevezéktani szabélyokat, a fajo-
kat a gazdanSvényrél nevezték el. Igy a megszekvenalt dsRNS fajok nevei a kovetkezok let-
tek: Phaseolus vulgaris endornavirus (PVuV), Oryza rufipogon endornavirus (ORV), Oryza
sativa endornavirus (OSV) és Vicia faba endornavirus (VFV) (Gibbs és mtsai., 2000), Bell

pepper endornavirus (Valverde és Gutierrez, 2007).
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3. CELKITUZES

A doktori munkdm sordn elsddleges célom két kriptikus novényi virus, a Beet cryptic
virus 1 és -2 molekularis jellemzése, valamint a kriptikus- és endornavirusok elterjedésének

és a gazdaszervezettel valo tartds egyiittélésének vizsgélata volt.

A kriptikus virusok azért keltették fel az érdeklddésiinket, mert a ndvényvildgban rend-
kiviil elterjedtek, evoliciés eredetiik ugyanakkor nem ismert. Kisérleteim kezdetén rdaadésul
egyetlen kriptovirus teljes szekvencidja sem volt ismeretes, és a gazdaszervezettel val6 kol-
csonhatasokrol is igen kevés adat 4llt a rendelkezésiinkre. A gazdanovénnyel kialakult, annak
teljes életciklusdban érvényesiilo harmonikus egyiittélés megértésének elsd 1épéseként azt
kivantuk megvizsgdlni, hogy a ndvényben perzisztald kriptikus virusok képesek-e a szovette-
nyésztés természetestdl nagyban eltérd koriillményei mellett hosszabb ideig fennmaradni az in
vitro tenyészetekben, valamint hogy virusmentesitésre szokdsosan haszndlt merisztéma hoke-

zeléssel elimindlhatdk-e e virusok a névényekbdl.

A kriptikus- és endornavirusok elterjedésének vizsgalata azon tilmenden, hogy infor-
maciét nyerhetiink a sokféleségiikrol, evolicidjuk megértéséhez is feltétleniil sziikséges. An-
nak kideritésére, hogy e virusok megjelenése a kozel rokon fajok elvélasa eldtt tortént vagy
kés6bbi idépontra tehetd, nyolc kiilonb6z6 Capsicum fajbol és szamos fajtabdl allé génbanki
gyljteményben vizsgaljuk meg a feltehetdleg kriptovirusok ill. endornavirusok genomi RNS-
ét reprezentdlé6 dsRNS-ek el6forduldsat. A megfigyelt dsSRNS-mintdzatot a vizsgalt fajok
mikroszatellit markerek alapjan Osszedllitott torzsfdjaval (Nagy és mtsai., 2007) dsszehason-

litva kovetkeztethetiink arra, hogy a mintdzat valtozdsa koveti-e a rokonségi kapcsolatokat.

A kriptikus virusok eredetének €s bioldgidjanak megértéséhez elengedhetetlen a genom
pontos ismerete. A molekuldris szintli jellemzésre a Beta nemzetségben el6fordulé Beet
cryptic virus 1-t (BCV1) és Beet cryptic virus 2-t (BCV2) valasztottuk ki. A genomikus szek-
vencia teljes meghatdrozdsa nemcsak a putativ kodolt fehérjék predikcidéja szempontjabol
fontos, hanem azért is, hogy megéllapitsuk, hogy milyen k6z6s szekvencia-, ill. szerkezeti
tulajdonsagok teszik lehetdvé a dsRNS-eknek a replikdz 4ltal torténd felismerését és az intakt
genom megorzését. A klénozds sordn nyert szekvencia adatokat Osszehasonlité szekvencia
vizsgélatokra hasznélhatok fel, hogy tovdbbi megerdsitést és a jelenleginél pontosabb infor-
mécidkat szerezziink a kriptikus virusok eredetérdl, a gombavirusokhoz valé hasonlésdgardl
és a gazdaszervezetben betoltott esetleges szerepérol. A kriptikus virusok, mivel jelenlétiik

tiinetek hidnydban gyakran rejtve marad, diagnosztikai szempontbdl is problémait jelenthet-
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nek. Ezért tztiik ki célul azt is, hogy részleteiben kidolgozunk és bevezetiink egy olyan PCR-
en alapulé kimutatdsi médszert, amivel a Befa nemzetségben el6fordulé mindharom kriptikus

virus szelektiven és érzékenyen kimutathato.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Novényanyag

4.1.1. Paprika

A paprika novényanyagot Csilléry Gabor paprika génbanki gytijteménye alkotta, melyet
Nagy Istvan és munkatarsai gondoztak a godolléi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutat6-
kozpontban. A gylijtemény 8 paprika faj (Capsicum annuum, C. baccatum var. baccatum, C.
baccatum var. pendulum, C. chacoense, C. chinense, C. eximium, C. frutescens, C.
praetermissum, C. pubescens) 63 fajtajabol all. A mintdk megjelolésénél az adott génbankban
(MBK, Go6dolld) szokésos jeloléseket vettiik at. A levélmintdkat novényhazi koriilmények
kozott nevelt, egészséges, rovarmentes paprikanovényekrol szedtiik. Ahol lehetett, igyekez-

tiink fiatal leveleket szedni, hogy a magasabb RN4z-tartalmu oregedd leveleket elkeriiljiik.

4.1.2. Cukorrépa

A 28 cukorrépa fajtat tartalmaz6 fajtasor a Sopronhorpacsi Beta Kutaté Intézet Kht. te-
lepérdl szarmazik, a mintdkat Potyondi Léaszl6 és munkatdrsai bocsatottdk rendelkezésiinkre
(2. tdblazat). Immunoldgiai tesztek alapjan a 28 fajtabol - a késobbi kisérletekhez - két fajtat
(Mars, Apollo) vélasztottunk ki, melyekbdl Sopronhorpéacsrol magokat kaptunk, és Soroksa-
ron a Budapesti Corvinus Egyetem Kisérleti Uzemében, valamint a tanszéki novényhdzban
neveltiik 6ket. Kisérleteinkhez mindig egészséges, fertdzésre vagy rovarkorokozé jelenlétére

utal6 tiineteket nem mutaté novényeket hasznaltunk.

Vizsgdlataink sordn felhasznaltunk in vitro kultirdb6l szdrmaz6 ndvényanyagot is,
amely szintén Sopronhorpdcsrdl szarmazott. Cukorrépa és takarmanyrépa kéttipusu, in vitro
kulturait vizsgaltuk meg. Az egyik estében, eredetileg zold, ovulum kultirdkat inditottak, s az
azokbol szarmaz6 piros (0-25, 0-27) és fehér levelu (0-48) mutansokat nevelték tovabb, mig a
masik esetben sterilezett magrdl inditott kultdrdkat neveltek tartésan in vitro koriillmények
kozott (Potyondi és Heszky, 1992). Az 1., 6/1., 4.48h. és 5. jelii kultirdkat az USA-bo6l kapott,
a BETA-Aranymono takarmanyrépa és a cikoria kultdrdkat pedig Sopronhorpacs kornyékérdl
1998-ben begylijtott magokbdl inditottdk. Vizsgilataink megkezdéséig hormonmentes
Murashige-Skoog taptalajon, 5-7 éven keresztiil nevelték a novényeket in vitro koriillmények

kozott (Murashige és Skoog, 1962).
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2. tablazat: A dolgozatban vizsgélt cukorrépafajtik €s rezisztencia tipusaik.

No. Fajta név Rezisztencia No. Fajta név Rezisztencia
1. Goldorak Rz/Cr 15.  Apollo Rz/Cr
2. Triplex Rz 16.  Cronos Rz/Cr
3.  Canaria Rz/Cr 17.  Picasso Rz/Cr
4. Federica Rz/Cr 18.  Baltika Rz/Cr
5. Chellabeta Rz/Cr 19. Mondial Rz
6.  Franklin Rz/Cr 20. Casino Rz
7. Brigitta Rz 21. Canasta Rz/Cr
8.  Evelina Rz/Cr 22.  Bounty Rz/Cr
9. Clementina Rz/Rc/Cr 23. Gébor Cr

10. Oregon Rz/Cr 24, Flair Rz
11. Belinda Rz 25. Ruist Rz
12. Georgina Rz 26. Mars Rz
13. Lolita Rz 27. Libero Rz/Cr
14. Gazeta Rz/Rc/Cr 28. Delphina Rz

Rz/Cr: rizomania tolerdns és cerkospora rezisztens; Rz: rizomdnia tolerdns; Rz/Rc¢/Cr: rizomadnia, rizoktonia
tolerdns és cerkospdra rezisztens

A begytijtott mintdkat a szedés utdn legkésdbb 2 ordval lefagyasztottuk. A nagyobb ere-
ket kivagtuk, lemértiik a levél tomegét, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és -80 °C-on

taroltuk nukleinsav izolaldsig.

4.1.3. Szegfii

A 16 éve in vitro koriilmények kozott nevelt 17 kiilonbozd Dianthus fajt (D. giganteus,
D. armeria, D. sylvaticus, D. pontederae, D. fischeri, D. serotinus ssp. regis-stephani, D.
superbus, D. anatolicus, D. giganteiformis, D. chinensis, D. deltoides, D. knapii, D.
carthusianorum, D. gratianopolitanus, D. plumarius ssp. praecox, D. gallicus, D.
monspessulanus), a két D. caryophyllus fajtat (D. caryophyllus *Chabaud’, D. caryophyllus
’Grenadin’) és a Silene vulgaris novényeket tartalmazé gytijteményt Téth Endre (Obuda Ker-
tészeti Kft., Budapest) bocsdtotta rendelkezésiinkre. Valamennyi kultirét steril magvetéssel

inditottdk és hormonmentes Murashige-Skoog taptalajon nevelték (Murashige és Skoog,

1962).

A virusmentesités céljabol elvégzett merisztéma hdkezelést Téth Endre és munkatarsai
végezték el. A kriptikus virust tartalmazé novényekbdl 0,2-2 mm atmérdjii merisztémat izo-
laltak, melyet a-naftil-ecetsav és kinetin tartalmid MS tdptalajon 6 hétig regenerdltak. A hoke-
zelés 7,0 umM'zs'1 fotonfluxus mellett folyamatos megvildgitdssal zajlott, 5 napig 30 °C-os,

majd 5 hétig 36 °C-os hémérsékleten.
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4.2. Reagensek

A kisérlet sordn hasznalt legtobb molekularis bioldgiai reagensiink a Fermentas International

Inc., Lithuania terméke, az eltéréseket a megfeleld helyen kiilon jeloljiik.
4.3. Nukleinsav izolalas

4.3.1. Ossznukleinsav izolalas

2 g levelet dorzsmozsarban folyékony N, segitségével homogén porra tortiink. Az igy
keletkezett 6rleményt 2 ml TNE-puffer (100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0)),
400 ul 10 % natrium-dodecil-szulfat (SDS) és 4 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 8,0) oldattal telitett
fenol tartalmi oldatban szuszpendaltuk és 10000 g-n 10 percig centrifugaltuk (Sambrook és
mtsai., 1989). A centrifugildst kdvetden a fenolos fazist ismételten 1 térfogat TNE pufferrel
extrahdltuk, majd a vizes fazist 1 térfogat fenol-kloroformos és kloroformos tisztitisnak vetet-
tilk ald. A nukleinsavat Na-acetdtos — etanolos kicsapas utdn, 100 pl milli-Q vizben oldottuk
vissza és tovabbi felhaszndlésig -20 °C-on taroltuk (Ziegenhagen és mtsai., 1993). A koncent-
raciot 260 nm-nél mért abszorbancidbdl szamitottunk, amit spektrofotométerrel (UV-160A,
Shimadzu) mértiink. Szamitasainkndl Aseonm=1 oldatot, 40 pg/ml nukleinsav-koncentracionak

feleltettiink meg.

4.3.2. Teljes RNS tartalom izolalasa

A novény teljes RNS-kivonatat RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) és Plant Total RNA

miniprep kit (Viogene) felhaszndldsaval készitettiik, kovetve a gyartd utasitdsait.

4.3.3. dsRNS-izolalas CF-11 oszlopkromatografiaval

A virdlis dsRNS-t a novény teljes nukleinsav kivonatdbol CF-11 oszlop-
kromatogréfidval tisztitottuk (Dodds és mtsai., 1984). 1 g CF-11 oszloptoltet 20 ug dsRNS
elvdlasztasara haszndlhatd. Az 1XxSTE/15% EtOH-ban duzzasztott és ekvilibralt CF-11 toltetet
a minta felvitele utdn 15 %-os etil-alkohol tartalmi 1x STE-oldattal (100 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI (pH 7,0), 1 mM EDTA) mostuk addig, amig az atfolyé abszorbancidja el nem érte
az alapvonalat. A dsRNS eludlasdhoz 1x STE-oldatot hasznéltunk. Mind moséskor, mind
eludlaskor 500 pl-es frakcidkat szedtiink és folyamatosan mértiik a koncentricié véltozasat
260 nm-nél spektrofotométerrel. A dsRNS-t tartalmazé frakcidkat DE 52 anioncserélé oszlo-

pon koncentrdltuk és 2 M NaCl oldattal eludltuk. A nukleinsavat Na-acetitos — etanolos ki-
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csapds utdn milli-Q vizben oldottuk vissza, majd a tisztitds eredményét nem-denaturdld

gélelektroforézissel ellendriztiik.

A tisztitott dsRNS-oldatban el6fordulé DNS szennyezéseket RNaz-mentes DNaz I en-
zimes kezeléssel bontottuk le MgCl, tartalmu pufferben (10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 2,5 mM
MgCl,, 0,1 mM CaCly). 1 ug dsRNS tisztitdsahoz 0,2 U RN4z-mentes DN4az I enzimet hasz-
naltunk, 37 °C-on egy 6rédn keresztiil inkubdltuk. Ezt kloroformos tisztitds és alkoholos Kicsa-

pas kovette az enzim fehérje és egyéb szennyezddéseket eltdvolitisara.

A ssRNS maradvanyok eltdvolitdsira RN4dz A (Sigma) enzimes emésztést is végeztiik.
Ez az enzim magas sékoncentracié (3x SSC, azaz 450 mM NaCl, 45 mM Na-citrat (pH 7,2))
mellett csak az egyszalid RNS-ket emészti, a duplaszaliakat nem. 1 pg dsRNS kezeléséhez 25
ng RNdz A enzimet hasznéltunk, az emésztést 37 °C-on végeztiik, 30 percen keresztiil. Az
RN4z A enzimet proteindz K enzimmel bontottuk le (55 °C, 60 perc). Az emésztések utan
kloroformos extrakciét, majd alkoholos kicsapdst végeztiink. A tisztitott dsRNS-t dietil-

pirocarbonéttal (DEPC)-kezelt vizben oldottuk vissza.

Egyes kisérletekben sziikségessé vélt a mintdban jelenlevd dsRNS-fragmentek szétva-
lasztasa is, ezért a mintat 1%-os ethidium-bromidot tartalmazé TAE (40 mM Tris-acetat, 1
mM EDTA (pH 8,0)) agar6z gélen futtattuk meg. A visszaizoldland6é sdvokat UV-
megvilagitds mellett vagtuk ki a gélbol. A visszaizolalast RNaid-kittel (BIO 101) a gyarté

utasitdsait kovetve végeztiik el. A mintdk ellenérzése ebben az esetben is PAGE-vel tortént.
4.4. Nukleinsavak elvalasztasa

4.4.1. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A nukleinsav-kivonatokat 5 % nem-denaturdld poliakrilamid (PAA) gélben (30:0,8
akrilamid-biszakrilamid ardny), 1xXTBE (89 mM Tris-HCI, 89 mM bérsav, 2,5 mM EDTA
(pH 8,3)) elektroforézis-puffer jelenlétében valasztottuk el. A futtatast kovetden a nukleinsa-
vakat Sammons-Schumacher-féle eziist-festéssel tettiik lathatova (Sammons és mtsai., 1981;

Schumacher és mtsai.,1983) vagy dsRNS-specifikus immunoblotot készitettiink.

4.4.2. dsRNS-immunoblot

Az immunolégiai eljards olyan monoklondlis ellenanyagok hasznalatan alapul, amelyek
a dsRNS-ek szerkezetét specifikusan, szekvencidtol és nukleotid Osszetételtdl fiiggetleniil

ismerik fel. A poliakrilamid gélre 25-50 pg/zseb teljes nukleinsav kivonatot vittiink fel. A
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nagy molekulatomegii (>12 kbp) dsRNS-k kimutatdsandl sziikség volt a teljes nukleinsav ki-
vonat DNézos kezelésére is (I U RN4az-mentes DNédz 1 / 3 pg teljes nukleinsav kivonat, 37
°C, 30 perc), mivel a nagy mennyiségii novényi DNS és az egyéb szennyezddések zavartik az
azonos elektroforetikus mobilitasd dsSRNS-ek membranhoz valo kotd6dését, és elmosddottabba
tették a jelet. A gélt viszonylag alacsony fesziiltségnél, 80 V-on (8 V/cm), 4 °C futtattuk,
hogy elkeriiljiikk a gél felmelegedését és a dsRNS-ek esetleges részleges denaturicidjat. Az
elektroforézist kovetden a nukleinsavakat pozitiv toltésii Zeta-probe membranra (Bio-Rad)
blottoltuk 4t, majd a szabad kotOhelyeket 0,5 %-os blocking reagenssel (Boehringer
Mannheim) telitettiik. A dsRNS-ket szelektiven, a J2 monoklonélis ellenanyag (anti-dsRNS
Mab) segitségével mutattuk ki. Masodlagos antitestként alkalikus foszfatdzzal konjugalt kecs-
ke-anti-egér IgG-t (GAM-IgG (H+L), Jackson Immunoresearch) hasznaltunk nitroblue
tetrazolium (NBT) és 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) szubsztratokkal. A méd-
szerrel 40-60 pg dsRNS mutathat6 ki egy maximum 50 pg nukleinsavat tartalmazé mintaban

(Schonborn és mtsai., 1991).
4.5. RT-PCR

4.5.1. ¢cDNS szintézis és klonozas

A dsRNS molekuldk végeinek pontos meghatirozdsdhoz a dsRNS molekula 3’ végeire
polyA-polimerdz enzim segitségével adenozin farkat szintetizdltunk, kovetve a gyartd
(Amersham Biosciences Co.) utasitdsait (Compel és mtsai., 1999). 100 ng tisztitott dSRNS-t
99 °C-on, 5 percig denaturdltuk 1,5 % dimetil-szulfoxid és 0,2 pM primer (oligo dT:
5" GCTCTGCAGAATTCTTTTTTTTTTT, UNRH: 5° GCCGGAGCTCTGCAGAATTCNN
NNNN; a szekvencia-specifikus primereket a 3. tdbldzat tartalmazza) jelenlétében, majd 3
percre jégbe helyeztiik (Cheng és mtsai., 2003). Ezt 1 6radn keresztiil tartd reverz transzkripcio
kovette 50 °C-on. A reakcidelegy 1x reakcidpuffert, 200 uM dNTP-t, 5 mM DL-dithiothreitolt
(DTT) és 0,75 U Thermoscript reverz transzkriptdzt (Invitrogen) tartalmazott, 20 pl végso
térfogatban (Choi és mtsai., 1999). Ezt kovetden a masodik szdl szintézisét végeztiik el. Eh-
hez 0,2 uM dNTP-t, 1x Klenow-puffert, 0,3 U Klenow-fragmentet és 0,01 U RN4z H enzimet
hasznéltunk. Az RNS-DNS hibridek RNS részének lebontdsiahoz a reakcid elsd ordjdban az
RNdz H enzim szdméra optimélis 15 °C-os hdmérsékletet allitottunk be, majd a Klenow-
polimerdz miikodéséhez 37 °C-os inkubaciét alkalmaztunk (Tzanetakis és mtsai., 2005). A
reakciét 30 mM EDTA-val allitottuk le, amitdl késObb, Na-acetitos, etanolos kicsapdssal il-

letve tisztito kittel (E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit, Omega Bio-Tek) tisztitottuk meg a mintat.
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3. tablazat: A klénozashoz hasznalt BCV1 és -2 szekvencia-specifikus és degeneralt prime-
rek nukleotid sorrendje.

Forward primerek (5’-3”) Reverse primerek (5°-3”)
BCV1 | NPO5 TCCCGAAATCTCTCTTGAACA NP04 ATGCCAGAGCGGCGATAGTC
RNS1 | NP26 CGACCCCAAACACTGCATA NP68 GAAACAAACAAAGCGATCGGC
NP66 AACCGAATCACTCACTGGTTC
NP67 CAATCAAAATAGAACGCGAATC
BCV1 | NP67 CAATCAAAATAGAACGCGAATC NP69 CGRCGTTGYTCGGTGTACAT?
RNS2 | NP70 GCHTAYCCIATGTACACCGA® NP71 CATAACATTCCAVAGIACAG®
NP72 CARCTTTACRTCTCTGTICT? NP73 CTATCCAGTCAAAAGGGCCA
NP74 GTCCCCTTYTTCCAATCCYT? NP75 GAGDTGAAIAGIGAGCCACA®
NP76 CCCATICCTGCCATCYTBCT? NP77 AGGGGIACDGAACCATTGAA®
NP78 TTCAATGGTTCHGTICCCCT? NP79 ATDGMRTACTGTTCAGCTTG?
NP80 GTCCGYGACTGGCTCTAYCC? NP81 TGGTGRTAGCGDGAAGCGAT?
NP83 GTTAACACCTTTGTCCCTGA NP84 CCGATGAGGTCATTGATAAG
NP85 TGGCGCTTTCTACACTTATG NP86 GCATGGGAGAAGATCATACC
NP88 TTGGATCATGATGAACTACC NP97 GGCACAGTGTACATAGGAAG
BCV2 | NP12 aaaactgcagCAATGATCCCCCTCTAAGCA® NP13 gggaagctt TTCGTTGAGATGCTGTTTGCS
RNS1 | NP60 aaaactgcagTACCTCAACACAAGCGAAGA® NP59 gggaagctt CCAATTTGGTTCTCCTCTTGS
NP82 GATGCTGAGATGTCTACTGAAG NP61 AAAGGGCACGTCGTTGCATA
NP89 AACGCTTTATTGTTTCGTACA NP90 TTCCAAGAATGTAAGGTGCT
NP91 CTACTCGACTTCAAGCAAGG NP92 AGGGCTGTATAGTCCCTCAG
BCV2 | NP37 aaaactgcagCGGATCAGTCGTGAATAGATTG® | NP38 gggaagcttGATCTCTCCTGGACCCCTGTS
RNS2 | NP41 ACAGGGGTCCAGGAGAGATC NP42 CGGACCAAAGTACTGCCTTG
NP43 CCAGACTGTGAGGGCATTCA NP44 TCGGTACGCTAACTCGTTCG
NP45 CTTCTAGAAGGAACTTCAGCGG NP46 CGTCGCCTTGAGTGARACAT
NP52 aaaactgcagTTCTAGAAAGACGGGAGTCA® NP53 gggaagcttGTGCTGGATACCTGCTTAAC
NP54 aaaactgcagTCGGATCAGTCGTGAATAGA? NP55 gggaagcttATGCTGATTAGGCTTTCCAGS
NP58 aaaactgcagGAGTACCCGGTTACATCTGGD NP93 CCCTTGGTGTACGAAATTAG
NP94 ATTGAGGTATGGATGCTGAT
BCV2 | NP98 TCATTTCAGCCGACTACAGA NP99 TGGTGTCTCAGTTCTGGTTG
RNS3 | NP104 GCTCTGCActgcagAGAATTAT NP102 TCTGTAGTCGGCTGAAATGA

*H: T/C/A, Y: C/T, R: A/G, V: C/A/G, B: G/T/C, D: G/A/T, M: A/C, I: C/G/A/T; b Pstl restrikciés hasitohely:
ctgcag; © HindIII restrikciés hasitéhely: aagett

A PCR reakciét PalmCycler (Corbett) tipusi késziilékben végeztiik. A reakcidhoz 1x
Taq polimeraz puffert hasznaltunk, 200 uM dNTP-vel, 1,5 mM MgCl,-dal, 300 ng UN-
primerrel ill. 0,2 uM szekvencia-specifikus inditészekvenciaval, 0,04 U Taq polimerédzzal és 5
pl cDNS-sel kiegészitve, 25 pl végso térfogatban. A PCR reakciét 5 perces, 95 °C-on torténd
denaturdcids 1épéssel kezdtiik, majd az aldbbi 1épéseket ismételtitk 40 cikluson keresztiil:
denaturdcié 95 °C-on, primerkotddés a primerek Ty értékének megfeleld hdmérsékleten és
atirds 72 °C-on 30-30 mésodpercig. A reakcidt egy 72 °C-on torténd 30 perces 1épéssel zar-
tuk, amely eldsegiti a klénozdshoz sziikséges adenilat farok kialakitdsat. Az igy kapott DNS
szakaszokat 1%-os agar6z gélben vilasztottuk el és ethidium-bromidos festéssel tettiik latha-
tova.

A mintdkat tisztitd kittel (E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit, Omega Bio-Tek) tisztitottuk meg,
majd klénozé vektorba (pGEM3z, pGEM7zf (Promega); pCR2.1-TOPO (Invitrogen) illetve
pTZ57R/T (Fermentas)) ligaltuk, a gyarté altal mellékelt protokollt kovetve. A konstrukciot
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transzformaéltuk Escherichia coli XL1 Blue vagy IM109 kompetens sejtekbe (Inoue és mitsai.,
1990). A transzformadlés 42 °C-on 30 mdsodpercig tortént, ezutén a sejteket rogton jégbe tet-
tilk, majd SOC (20 g/l Bacto-tripton, 5 g/l Bacto-élesztékivonat, 10 mM NaCl, 2,5 mM KClI,
5 mM MgCl,-6H,0, 5 mM MgSO,-7H,0, 20 mM gliik6z) oldatban 37 °C-on 1 6rdn keresztiil
250 rpm-en razatva inkubdltuk. A transzformalt sejteket 100 mg/l ampicillin tartalmi LB tap-
talajon (10 g/l Bacto-tripton, 5 g/l Bacto-élesztékivonat, 10 g/l NaCl, 7 g/l agar (pH 7,4)) ne-

veltiik 37 °C-on egy éjszakén keresztiil.

A transzformdnsokat ,,blue-white” teszt alapjan (Sambrook és mtsai., 1989) eldszelek-
taltuk, majd az inzertek meglétét koloénia PCR-rel vizsgéltuk. A fehér koldnidkat 30 pl milliQ
vizben szuszpendaltuk és 99 °C-on denaturdltuk 5 percen keresztiil. Az igy kapott oldatot
12000 g-n 2 percig centrifugaltuk és a feliilisz6 2,5 pl-jét hasznaltuk a kolénia PCR
templatjaként. A reakcidelegyet a fent emlitett mdédon allitottuk 6ssze M13/pUC forward (5°
GTTTTCCCAGTCACGAC) és MI13/pUC reverse (5° CAGGAAACAGCTATGAC)
szekvendlé primerekkel és 42 °C primerkotédési homérséklettel. A plazmid izolalast

GenoPrep gyongyokkel végeztiik a gyartd utasitasait kovetve (GenoVision).

4.5.2. Szekvenciaanalizis

A beépiilt inzert nukleotid sorrendjét ABI 3100 Genetic Analyzer szekvenal6 késziilék-
kel (Applied Biosystems, USA), a MTA Szegedi Biol6giai Kézpontjaban hatdroztik meg. A
szekvencidkat Chromas — lite version 2.01 (Technelysium Pty Ltd) és a Vector NTI Advance
10 (Invitrogen Co.; Lu és Moriyama, 2004) programmal analizaltuk. A DNS- és aminosav-
szekvencidk  homoldgia  vizsgdlatdhoz az NCBI  BLAST  szoftverét (URL:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Altschul és mtsai., 1990) hasznaltuk.

A szekvencia-specifikus primereket a Primer3 (URL:http://frodo.wi.mit.edu/cgibin
/primer3/primer3_www.cgi; Rozen és Skaletsky, 2000) és az Integrated DNA Technologies

(URL: http://www.idtdna.com) oldalon taldlhat6 szoftverek segitségével terveztiink.

4.5.3. Filogramok készitése

A szekvenciak illesztése CLUSTALW?2 (Larkin és mtsai., 2007) program segitségével
tortént, az alapbedllitisok alkalmazdsdval. Az illesztéseket a MEGA4 programcsomag
(Tamura és mtsai., 2007) felhasznalasaval végeztiik, ahol a filogenetikai fa a Neighbour-
Joining metddussal (Saitou és Nei, 1987) késziilt, a nukleotidokat a Kimura-2 paraméter mo-

dellel (Kimura, 1980) kezeltiik, és a gap-ek definidldsdhoz a pairwise-deletion opcidt vélasz-
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tottuk. Az egyes dgak josdgdnak becslésére 1000 ismétlésbdl allo bootstrap analizist
(Felsenstein, 1985) végeztiink, melynek szdzalékban kifejezett értékeit a ndduszok mellett

feltiintettiik. Outgroup-ot nem jeldltiink ki.

4.6. Virion izolalas

375 g cukorrépa levelet 600 ml hideg NaCP-pufferben (0,1 M Na-citrat (pH 5,2), 1%
tioglikolsav, 1 mM EDTA, 0,02 % Na-azid, 0,1 % celluldz, 0,02 % macerdz) homogenizal-
tunk. A homogenizdtumot 10 °C-os inkubdtorban 1 éjszakdn keresztiil 50 rpm-en rizattuk.
Masnap reggel 1,5 térfogat% Triton X-100-at adtunk a levél-homogenatumhoz és 30 perces
razatast kovetden, 30 percig szobahOmérsékleten centrifugiltuk 5000 g-én. A feliiliszot
Miracloth sziirén (Calbiochem) sziirtiik at és 2%2 6ran keresztiil 80000 g-én centrifugéaltuk 10
°C-ra elohiitott ultracentrifugaban (L8-55M, Beckman). A csapadékot 45 ml 50 mM kalium-
foszfat (pH 7,0) + 1 % Triton X-100 oldatban szuszpendaltuk fel, és hagytuk allni 4 °C-n 1
éjszakan keresztiil. A nem oldodd tormeléket 10 perces szobahdmérsékletii centrifugalassal
vélasztottuk le 10000 g-én. A tiszta feliilldszot 20 ml 20 % szahar6z parnéra rétegeztiik és 10
°C-ra eléhiitott ultracentrifugaban 110000 g-én 3 6rdig centrifugaltuk. A csapadékot 2,5 ml 50
mM kélium-foszfat (pH 7,0) pufferben szuszpendaltuk djra és 1 éjszakdra a hiitdben hagytuk.
A nem old6do iiledéket ismételten 10000 g-és centrifugdldssal tavolitottuk el. A tiszta, virion
tartalmu oldatot linedris szahar6z gradiensre (10-50 % szahar6z koncentracio) rétegeztiik ra,
15 °C-n 2¥%2 6rén keresztiil 65000 g-én iilepitettiik. A kiilonboz6 koncentraciéji cukorrétegben
elhelyezkedo virionokat fecskendovel leszivtuk, majd 50 mM kaliumfoszfat (pH 7,0) oldattal
kihigitva 22 6rés, 80000 g-én végrehajtott ultracentrifugaldssal iilepitettiik ki. A virionokat

milliQ vizben szuszpendaltuk (Kiihne és Stanarius, 1989).

Az izolalt virionok ellendrzését harom kiilonb6zd médszerrel végeztiik el. A virionokrdl
negativ festést kovetden, elektronmikroszképos felvételek késziiltek (Crawford és mitsai.,
2006). A nukleinsav-tartalmat a kopenyfehérje proteindz K-val 55 °C-n torténd emésztése
utdn dsRNS-specifikus immunobloton vizsgaltuk (Sambrook és mtsai., 1989; Lukacs, 1994).
A kopenyfehérjéket 12,5 %-os Laemmli gélben (Laemmli, 1970) megfuttatva Coomassie
Brillant Blue (G-250) festéssel tettiik lathatéva (Neuhoff és mtsai., 1985). A gélbdl kivagott
fehérjéket tomegspektrometrids analizisnek (MALDI-TOF és LC-MS/MS) vetettiik ald, hogy
ily médon bizonyossagot szerezziink arrdl, hogy a cDNS szekvencidjakbol levezetett putativ
kopenyfehérjék valéban a virionban lokalizadlédnak-e (Beavis és Chait, 1996; Mueller és

mtsai., 2007; Zachertowska és mtsai, 2006). A tomegspektrometriai vizsgalatokat Hunyadi-
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Gulyis Eva, MTA SZBK Tomegspektrometriai Labor, végezte. A virionban eléfordulé fehér-
jék reaktivitasit BCV1-, ill. BCV2-specifikus poliklondlis szérummal vizsgéltuk, a szérumok

Thomas Kiihne, BBA Aschersleben nagylelkii ajandékai voltak.
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5. EREDMENYEK

5.1. Kriptikus virusok mikroszaporitott és in vitro fenntartott kultiirakban

5.1.1. BCV-virusok genomi dsRNS-einek azonositasa in vitro tényészetekben

A kriptikus virusok kédold kapacitdsa kicsi, €s eddigi adatok alapjan ugy tlnik, hogy az
RdRp-n és a CP-n kiviil legfeljebb rovid peptideket kddolnak (Boccardo és mtsai., 1987).
Ezért feltehetdleg a replikdcidjukhoz és fennmaraddsukhoz gazdafehérjéket is igénybe kell
venniiik. Ez a gazddhoz val6 nagyfoku alkalmazkodast feltételezi. Felmeriil a kérdés, hogy a
természetes koriilmények kozott megbizhatéan miikodd adapticid vajon az in vitro szaporitas
és tenyésztés természetestdl nagyban eltérd koriilményei mellett is biztositja-e a kriptikus vi-

rusok tartés fennmaradasat?

Ezért megvizsgaltuk, hogy cukorrépa, ill. takarmanyrépa mikroszaporitott és 5-7 évig
folyamatosan in vitro kultirdban fenntartott egyedeiben kimutathatdk-e a BCV1, -2 és -3 vi-
rusokra jellemz6 genomi dsRNS-ek. Mivel nincs informacionk arrdl, hogy az eredeti egyedek,
amelyekbdl az in vitro kultdrdkat inditottdk, tartalmaztak-e kriptikus virusokat, sajnos nem
tudjuk megallapitani, hogy elimindlédnak-e, s ha igen, milyen gyakorisaggal a kriptikus viru-
sok a tenyészetekbdl. Vizsgalataink kizarélag arra adnak valaszt, hogy fellelhetok-e a BCV1,
BCV2, ill. BCV3 virus jelenlétére utal6 dsRNS-ek 5-7 évig tartd in vitro tenyésztés utdn. A
novénykékbol eldszor teljes nukleinsav kivonatot készitettiink, és ebben dsRNS-immunoblot

eljarassal vizsgéltuk a dsRNS-ek jelenlétét (6. dbra).

Az 1-3 savba felvitt, haploid ovulum kultirabdl szirmazé mintdkban nem detektaltunk
dsRNS-eket. A diploid cukorrépa mintak (6. dbra, 4-6., valamint a 8. sdvok) koziil a 4. szdmu
BCV3-t, az 5. szamu pedig feltehetdleg BCV 1-t tartalmazhat, mert ezekben megjelennek az e
virusokra jellemz6é molekulatomegli dsSRNS-ek. A takarmanyrépa mintdban (6. dbra, 7. sav)
feltehetdleg BCV2 fordul el6. A vizsgalt mintdk koziil hatban a kriptikus virusok genomi
dsRNS-einél hosszabb (=3 kbp) dsRNS molekulédkat is megfigyeltiink (6. dbra, 3-8. sdvok),

melyek eredete nem ismert.
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6. abra: Mikroszaporitott Beta vulgaris novények dsRNS mintdzatdnak vizsgdlata
immunoblot technikaval. Az els6 harom savban a markerek lathaték: M1, BCV2;
M2, BCV1; M3, BCV3. 1-3: 0-27, 0-25 és 0-48 jelt haploid cukorrépa vonalak; 4, 5,
6 és 8: 4.48h, 5., 1. és 6/1. jelii diploid cukorrépa fajtak; 7: BETA-Aranymono ta-
karmanyrépa; 8, cikdria.

Bar a dsRNS-immunoblot eljarassal ki tudtuk mutatni a BCV-virusok genomi szegmen-
seinek megfelel6 dsRNS-eket, €s eltérd hosszisdguk alapjan azonositani is tudtuk oket, egyér-
telm1l azonositasuk és virdlis eredetiik igazoldsanak érdekében PCR segitségével szekvencia-
specifikus kimutatasukat is elvégeztiikk. A BCV1-3 virusok biztonsagos €s specifikus azonosi-
tasdra, Ilyés Pél és Neer Zsuzsanna kozremitkddésével, bevezettiink egy olyan PCR-en alapu-
16 eljarast (7. é4bra), amely segitségével a Beta nemzetség kiilonbozé fajaiban jelenlévd

kriptikus virusok kdonnyen, gyorsan, érzékenyen és specifikusan detektilhatok (Ilyés és mtsai.,
2007).

100 &

7. abra: A BCV1,-2,-3 virusok azonositdsa cukorrépa mintdk teljes RNS kivonatdbél PCR-
rel. M, DNS molekulaméret marker; Az 1. sivban minden virus esetében (BCV1, -2,
-3) a templat nélkiili negativ kontroll, a 2. savban a megfelel6 cDNS-kl6nnal, mint
templattal nyert pozitiv kontrollok lathatok. A 3. siv RT-PCR termékeinek el6allita-
sahoz cukorrépabdl kinyert RNS-kivonatokat hasznaltunk templatként. A felhasznalt
virus-specifikus primerparok szekvencidja és az amplikonok hossza az 4. tablazatban
taldlhat6.
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A mikroszaporitott n6vényekben taldlhaté dsRNS-virusok azonositdsara a 4. tibldzatban
bemutatott BCV1-, BCV2- és BCV3-specifikus inditészekvencidkat hasznéltuk fel. Ezeket a
szekvencidkat a BCV1 és BCV2 esetén az 5.6. és 5.7. fejezetben bemutatott genomi klénok
szekvencidjabol, a BCV3-ndl pedig irodalmi adatok (Xie és mtsai., 1993) alapjan vezettiik le.
A 6. dbra 4-es, 5-0s és 7-es savjdban bemutatott novények leveleibdl teljes RNS-kivonatot
készitettiink, majd virus-specifikus primerek felhaszndldsdval reverz transzkripciét végeztiink
(4-es minta: NP32-NP33; 5-6s minta: NP28-NP29 és 7-es minta: NP13-NP22 primerek), és
PCR-reakci6 segitségével amplifikdltuk a virdlis cDNS-eket. A felsokszorozott termékeknek
meghataroztuk a nukleinsav sorrendjét, és a szekvencia eredményeket az altalunk meghataro-
zott BCV1 és BCV2, ill. a GenBank adatbazisban taldlhat6 BCV3 (S63913) szekvencidival
hasonlitottuk 0ssze. A 4. sz. mintdban taldlhat6 dsRNS szekvencidja 100 %-ban megegyezett
a BCV3 RdRp-t kédolé dsRNS2-ével. Az 5. sz. minta szintén csaknem teljesen azonos volt a
BCV1 RdRp-t kédolé dsRNS1-el, mindéssze 3 nukleotid cserét tartalmazott, amelyek koziil
csak egy eredményezett aminosav cserét is. A 7. sz. minta esetén 99 %-os azonossigot (3
nukleotid eltérést) mutattunk ki a BCV2 putativ kopenyfehérjét kédol6 szdldval dsszehason-
litva. Kisérleteink tehat azt mutattdk, hogy mindharom kriptikus virus fennmaradt az 5-7 év-

nyi in vitro kultira soran, sot, szekvencidjuk sem véltozott jelentOsen.

4. tablazat: BCV1, -2 és -3 virus-specifikus kimutatasara alkalmas inditdszekvencidk és a
PCR termékek vart hossza.

Primer Szekvencia Twm | Amplikon hossza
1. | BCV1/NP28 | 5’ ttcagcacctacccatcctc 57°C 344 bp
2. | BCVI/NP29 | 5’ ttgacagcaagttggacgag 55°C
3. | BCV2/NP13 | 5’ ttcgttgagatgetgtttgc 54°C 264 bp
4. | BCV2/NP22 | 5’ ctcatcgaagcgacaagtttcac | 57°C
5. | BCV3/NP32 | 5’ actccagcgtgacgagattt 56°C 178 bp
6. | BCV3/NP33 | 5’ ccggatggtattcctttgtg 53°C

5.1.2. Carnation cryptic virus (CarCV) azonositasa szegfii in vitro tenyészetekben

Vizsgdalatainkat kiterjesztettiik tizennyolc Dianthus-fajbél, ill. fajtabdl 4ll6, 16 eszten-
don keresztiil fenntartott in vitro génbanki gyiijteményre is. A novényekbdl teljes nukleinsav
kivonatot készitettiink, és dsRNS-immunoblot eljirassal vizsgiltuk a mintdkat. Az eredmé-

nyeket a 8. dbrdn és az 5. 0sszefoglalo tdblazatban mutatjuk be.
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8. abra: Kriptikus  virusok mérettartomanydba esé dsRNS molekuldk azonositdsa
mikroszaporitott Dianthus fajokban immunoblot technikaval. Az els6 két sdvban
kontroll mintdk lathatok: 1, Rizstorpiilés virus molekulasily marker; 2, nem
mikroszaporitott, tiinetmentes D. caryophyllus-ban kimutathaté dsRNS-ek (CarCV).
A 3-6 savokban 16 éve in vitro koriilmények kozott tartott szegfii novények dsRNS
mintazata figyelhetd6 meg: 3, D. caryophyllus ’Grenadin’; 4, D. caryophyllus
’Chabaud’; 5, D. gratianopolitanus; 6, Silene vulgaris.

A szegfli fajtak koziil csak a D. caryophyllus *Grenadin’-ban taldltuk meg a CarCV jel-
legzetes harom "major" és egy "minor" dsRNS-szegmensbdl allé motivumat (8. dbra, 3. sdv).
A D. caryophyllus *’Chabaud’-ban a dsRNS szegmensek koziil csak a két kisebb (0,95-10° és
0,84- 10° Da) molekulatomegiit tudtuk detektalni (8. abra, 4. sav).

5. tablazat: A kiilonboz6 szegfiifajok dsRNS-mintdzatanak osszefoglalé tablazata.

Szegfii fajok/fajtak dsRNS Szegfii fajok/fajtak dsRNS
D. caryophyllus + D. sylvaticus —
D. caryophyllus ’Grenadin’ + D. armeria —
D. caryophyllus ’Chabaud’ + D. giganteus +
D. chinensis + D. deltoides —
D. giganteiformis — | D. knapii —
D. anatolicus — D. carthusianorum -
D. serotinus ssp. regis-stephani — | D. gratianopolitanus +
D. fischeri — | D. plumarius ssp. praecox +
D. pontederae — | D. gallicus —
D. superbus + D. monspessulanus —
Silene vulgaris + Jelmagyarazat: (+) tartalmaz, (-) nem tartalmaz
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A D. caryophyllus mellett tovabbi hat fajban azonositottunk dsRNS molekuldkat. Négy-
ben (D. gratianopolitanus, Silene vulgaris (8. abra, 5. és 6. sav), D. superbus és D. giganteus)
a kriptikus virusok mérettartoméanyéba es6 dsRNS mintdzat azonosithatd, ami eddig még nem
jellemzett kriptikus virus (vagy virusok) jelenlétére is utalhat. Négy fajban (D. plumarius, D.
chinensis, D. gratianopolitanus és D. caryophyllus) pedig a CarCV-ndl nagyobb méretii

dsRNS molekuldkat azonositottunk, melyek eredete ismeretlen.

5.1.3. CarCV eliminalasat célzé Kisérletek szegfii in vitro tényészetekben

A hokezeléssel kiegészitett merisztéma szaporitds a tenyészanyagok virusmentesitésére
altaldnosan haszndlt hatékony eljards. Megvizsgéltuk, hogy a merisztéma hdkezelés eredmé-
nyezi-e szegfliben a kriptikus virusok elimindldsat. A kriptikus virusok jelenlétét dsRNS-

immunoblot eljarassal vizsgiltam a regeneralt novények teljes nukleinsav kivonataban.

A viruseliminacié hatékonysagi kontrolljaként parhuzamosan egy carmovirussal, azaz
szegfli foltossdg virussal (Carnation mottle virus, CarMV) fert6zott D. caryophyllus cv.
"Leopardi’ fajta virusmentesitését is elvégezték azonos koriilmények kozott. A CarMV virust
a mintdk 40 %-dban sikeriilt elimindlni (nem bemutatott eredmény). Ez a hatékonysag a nehe-

zen elimindlhat6 virusok esetében szokvanyosnak mondhat6.

A kriptikus virus elimindcigjat egyetlen esetben sem figyeltilk meg. Mind a CarCV-t a
D. caryophyllus ’Grenadin’ és ’Chabaud’ mintdkban (9. dbra, 2. panel), mind a putativ
kriptovirusok jelenlétére utald, az azokra jellemzd mérettartomdnyban megjelend dsRNS-ket
(9. abra, 3-5. panel) azonositottuk a kontroll (A sav) és a hékezelésen atesett (B és C sdv)
szegfli egyedekben is. A virdlis dsSRNS mennyisége azonban a kezelés hatdsdra csokkenni
latszik és azokban a hajtdsokban, amelyeket kisebb méretii merisztémabodl regeneraltunk, ke-
vesebb dsRNS detektdlhatd. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek azonban, annak megéllapitasi-
ra, hogy a koncentricié-csokkenés tartés €s minden sejtre kiterjed, vagy az egyes fejlodési

vonalakban eldidézett heterogén eloszlasnak tudhaté be.
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9. abra: Merisztéma hokezelés hatdsanak vizsgalata Dianthus fajokban és Silene vulgaris-
ban. A hokezelés utdn regenerélt novényeket az izoldlt merisztésztéma mérete alap-
jan 2 csoportra osztva (B és C) vizsgaltuk és a kezeletlen kontrollal (A) 6sszehason-
litva mutatjuk be. A 0,8 mm-nél nagyobb merisztémabdl regenerdlt mintdkat B-vel, a
0,8 mm-nél kisebb merisztémabdl nyerteket C-vel jeloltiik. 1, nem mikroszaporitott
D. caryophyllus, mint marker; 2, D. caryophyllus 'Grenadin’; 3, D. caryophyllus
’Chabaud’; 4, D. gratianopolitanus; 5, Silene vulgaris.

5.2. Putativ endogén dsRNS-virusok elterjedésének vizsgalata Capsicum fa-
jokban

A vizsgalat alapvetd célja annak tisztdzasa volt, hogy a kiilonb6z6 Capsicum fajokba
tartozo fajtak tartalmaznak-e dsRNS-virusokat, s ha igen, valdszinisithet6-e ezeknek egy ko-
70s ,,0svirusbol” vald leszarmazdsa, vagy a virusok megjelenését a fajok szétvalasat kovetd
idore kell tenniink. Vizsgélataink soran 63 kiilonbozd Capsicum faj, ill. -fajta egy-egy egye-
dének dsRNS-mintazatat vizsgaltuk meg harom fiiggetlen kisérletsorozatban. Egyfeldl a nagy
molekulatomegti, putativ endornavirusok jelenlétét indikalé dsRNS-eket, masfeldl a kriptikus
virusok jelenlétére utalé 1-3 kbp méretii dSRNS-parosokat, ill. tripleteket kerestiink. Eredmé-
nyeinket az 6. tdblazatban foglaltuk Ossze. A mdsodik és harmadik ismétléseknél a
mikroszatellit markerezésre €piil6 torzsfa mar ismert volt, igy ekkor a torzsfa adta rokonsagi

viszonyok szerint csoportositottuk a mintdkat (Nagy és mtsai., 2007).

Valamennyi paprikafaj koziil a C. annuum fajok vizsgilata hozta a legheterogénebb
eredményeket. Hairom dsRNS-tipust figyeltiink meg: egy nagy molekulatomegii (12-14 kbp)
dsRNS-t (10. abra, MK2, -5, -7 és -8) és két dsRNS parost a kriptikus virusokra jellemz6 mé-
rettartomanyban (10. dbra, MK1 és -9: 1,2-1,3 kbp; MK6: 1,6-1,7 kbp). Tobb minta dsRNS-

negativnak bizonyult.
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10. abra: A C. annuum fajtakban el6fordulé dsRNS-ek kimutatdsa immunobloton. Harom fajta
esetében nem mutattunk ki dsRNS-t, a tobbinél egymdstol eltérd mintizatokat fi-
gyeltiink meg, amelyek nem korreldltak az 15. dbran bemutatott csoportokkal. Az
immunobloton rizstorpiilés virus (RDV) dsRNS-ket és éleszté L-A dsRNS-t (killer)
hasznédltunk molekulasily markerként.

Az SSR markerezéssel készitett Capsicum torzsfan a C. chinense és C. frutescens fajok
azonos agon helyezkednek el (Nagy és mtsai., 2007), ezért a dsRNS mintazat vizsgalatanal is
egymas mellett — a torzsfan szerepld besorolast kovetve — vizsgaltuk ezeket a fajokat. Vala-
mennyi Capsicum-faj koziil a C. chinense és C. frutescens fajokban figyeltiik meg a leggaz-
dagabb dsRNS mintizatot. A legtobb fajta mind a 12-14 kbp dsRNS-t, mind az 1-3 kbp tar-
toméanyban el6fordulé dsRNS-parosokat tartalmazta, az utbbit legaldbb hdromféle mintizat-
ban (11. dbra). Egy 1,4-1,5 kbp pérost figyeltiink meg a 9036, 9043, 9046, 9059, 9047, 9067,
9008, 9011, 9164, 9006, 9064, 9021, 9053, 9029, 9127 mintdkban; 1,6-1,7 kbp dsRNS-ek
voltak jelen a 9073, 9027, 9141; 1,4-1,6 kbp dsRNS-ek a 9032, 9136, 9116 mintdkban.

Egyes esetekben (pl. 9000, 9174 mintdk) csak nagyon gyenge jelet lattunk az enigmati-
kus dsRNS-ek és kisebb molekulasilyu dsRNS-k tartoménydban, itt csak tovabbi ismétlések
utdn lehetséges egyértelmii kovetkeztetéseket levonni a putativ virusok jelenlétérdl. A 9003,
9036, 9021, 9127, 9006 mintaknal egy 4 kbp-nal kisebb dsRNS jel is megjelent, ami azonban

nem tlinik parosnak (11. dbra).
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A chi-12 chi-12 chi-15 chi-18 chi-25 chi-1 chi-11 chi-16 chi-21
RDV 9036 9043 9046 9059 9073 9000 9032 9047 9067 Killer

Putativ endornavirus dsRNS
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chi-16 fru-2 chi-10 chi-10 fru-1 fru-1 fru-6 fru-39 fru-27 fru-16 fru-37
RDV 9053 9136 9027 9029 9127 9116 9141 9158 9150 9149 9155

Putativ endornavirus dsRNS
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11. abra: A kilonboz6 C. chinense és C. frutescens fajtdk immunoblotjai gazdag dsRNS-
mintazatot mutatnak (A, B és C blotok). A 12-14 kbp dsRNS-en kiviil legalabb ha-
romféle mintdzatban fordulnak eld a dsRNS-parosok a kriptikus virusok mérettar-
tomanydban. A 9003, 9036, 9021, 9127, 9006 mintdkndl megjelent egy 4 kbp-ndl
kisebb dsRNS csik is, amely azonban nem tlinik parosnak. Az immunoblotokon
rizstorpiilés virus (RDV) dsRNS-ket és/vagy éleszté L-A dsRNS-t (Killer) hasznél-

tunk molekulasily markerként.
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A C. baccatum var. baccatum kiilonbozd fajtdindl igen egyontetli eredményt kaptunk:
az enigmatikus dsRNS-ek mindegyik mintdban el6éfordultak, mig az 1-3 kbp hosszisagi

dsRNS-péarosok egyik mintdban sem voltak kimutathatdk (12. dbra).

pra-1 bac-10 bac-25 bac-17 bac-16 bac-20 bac-21
RDV 1000 1123 1127 1131 1129 1133 1135 Killer
e .

Putativ endornavirus dsRNS

1.5 kbp-

1.0 kbp-

12. abra: A C. baccatum var. baccatum minden fajtdjaban kimutathaték a nagy molekulato-
megli enigmatikus dsRNS-ek, mig a kis molekulatomegli dsRNS-parosok hidnyoz-
nak. Az immunobloton rizstorpiilés virus (RDV) dsRNS-ket és élesztd L-A dsRNS-t
(Killer) hasznéltunk molekulasily markerként.

pen-18 pen-10 pen-36 pen-25 pen-8 pen-6 pen-4 pen-49 pen-2 pen-1
Killer 1168 1166 1191 1177 1157 1156 1152 1215 1151 1148

]

el L \ Putativ endornavirus dsRNS
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|
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e

13. abra: A C. baccatum var. pendulum fajtakor nukleinsav-kivonataira az enigmatikus
dsRNS-ek jelenléte és a dsRNS-parosok hidnya jellemz6. Az 1191 mintdknal meg-
jelent egy 4 kbp-ndl kisebb dsRNS csik is, ami azonban nem tlinik parosnak. Az
immunobloton élesztd L-A dsRNS-t (Killer) hasznaltunk molekulasily markerként.

A C. baccatum var. pendulum mintdk immunoblot vizsgdlata sordn is azonositottunk

enigmatikus dsRNS-eket, de kriptikus virusok jelenlétére utalé dsRNS-parosokat nem taldl-
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tunk (13. dbra), azaz a faj baccatum valtozatandl is megfigyelt eredményt kaptuk. Az 1191-es

fajtandl megjelent egy erds, 4 kbp-nal kisebb dsRNS sdv is (13. dbra).

A C. praetermissum esetében egyetlen fajtat tudtunk megvizsgalni, abban nem detektal-
tunk dsRNS-t, de ebbdl az eredménybdl az egész fajra vonatkozéan nem lehet altalanos ko-

vetkeztetéseket levonni.

A C. pubescens két fajtajat vizsgaltuk meg, és sem ezekben, sem a kozeli rokon C.
eximium két példanyaban nem detektdltunk dsRNS-eket. Mindkét faj a Capsicum-ok mésodik
rokonségi koréhez tartozik, s azon beliil kiilon dgat alkot (15. dbra), tehat itt is j6l kimutathat6

a kapcsolat a novények szarmazdasa és a dsRNS-ek jelenléte kozott.

A vizsgélt C. chacoense fajtdjdban mind a nagy molekulatomegii enigmatikus dsRNS-t,
mind az 1,3-1,5 kbp becsiilt molekulaméreti dSRNS-parost kimutattuk (14. dbra). A mésodik
rokonsdgi korbe tartozé fajok (Nagy és mtsai.,, 2007) koziil ez az egyetlen faj, amelyben
dsRNS-eket detektaltunk, de a C. chacoense az SSR-markerek alapjan is erésen elkiiloniil a
rokonsdgi kor masik két fajatdl, a C. eximium-t6l és a C. pubescens-t6l. Bar szekvencia-
adatok nem &llnak rendelkezésiinkre, az eltér6 molekulatomegek alapjan feltételezziik, hogy a
C. chacoense-k enigmatikus dsRNS-e az elsd rokonsagi korben el6fordulé dsRNS-ekkel nem

azonos (14. abra, 6sszevethetd a 9008, 9032, 9136-0s C. chinense mintakkal).

cha-6 cha-6 cha-9
RDV 9008 9032 9136 1142 1140 1145

M “ } Putativ endornavirus dsRNS
e, | o 4 e

4.0 kbp-

1.5 kbp- H E E i ' Putativ kriptovirus dsRNS

1.0 kbp-

14. abra: A C. chacoense fajtak blotjan megfigyelhet6 a nagy molekulatomegii enigmatikus
dsRNS, melynek mérete a C. annuum, C. chinense, C. frutescens és C. baccatum
fajokban azonositott dsRNS-t8l joval kisebb. Azonositottunk egy a kriptikus viru-
sok mérettartomdnyédba es6 dsRNS-pdrost is, 1,4-1,3 kbp becsiilt molekulamérettel.
Az 1140 és 1145 mintdkban megfigyelhetd egy 2,5-3 kbp méretli dsRNS péros is.
Az immunobloton rizstorpiilés virus (RDV) dsRNS-ket haszndltunk molekulasily
markerként.
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A megfigyelt mintdzatot a vizsgélt fajok mikroszatellit markerek alapjdn 6sszedllitott
torzsfdjaval (Nagy és mtsai., 2007) Osszehasonlitva azt latjuk, hogy a mintdzat véltozasa a
rokonsdgi koroket koveti (15. dbra). A nagy molekulatdmegli enigmatikus dsRNS jelenléte a
torzsfa elsé fajkorének minden fajara - C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C.
praetermissum, C. baccatum var. baccatum €s var. pendulum - jellemzd. A masodik fajkdrben
csak a C. chacoense-ben mutattunk ki enigmatikus dsRNS-t, ami azonban joval kisebbnek
tlinik, mint az el6z6 fajokban el6forduld spéciesz. A kisebb dsRNS-eknél is megfigyelhetd a
korrelacié a paprika fajtacsoportok és a dsRNS-paros eléforduldsa kozott. A C. chinensis, C.
frutescens és a C. chacoense szinte minden fajtajaban kimutathatok voltak 1-3 kbp hosszisa-

gl dsRNS-pdrosok, és egyes C. annuum fajtdkban is jelen voltak.

_l—l_é C. annuum

C. chinense

1.
P ——)
501 ! C. frutescens
_LLE' C. baccatum var. baccatum
=} _[E
_IE C. baccatum var. pendulum

I s~
C. chacoense

15. abra: A Capsicum nemzetségben megfigyelt dsSRNS-mintdzat jellemz6 az adott fajokra és
rokonségi korokre. A piros négyszogbe osszefogott fajokban mind endorna-, mind
kriptikus virusokra jellemz6 dsRNS-ek, a C. baccatum alfajokban és fajtakban
(z0ld négyszdg) csak putativ endornavirusok dsRNS-ei mutathaték ki. A C.
chacoense-ben (kék négyszog) eléforduld, putativ endornavirus jelenlétére utald
dsRNS molekulaméretében jelentsen kiilonbozik a tobbi fajtél. Egyes fajokban
nem mutattuk ki dsRNS-ek jelenlétét. Ezt a részletes filogenetikai fat Nagy Istvan
bocsatotta rendelkezésiinkre (Nagy és mtsai., 2007).
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6. tablazat: Putativ endornavirusok és kriptikus virusok eléforduldsa paprika fajtdkban.
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. Fajta Jelo! s Nagy Ilwl?ku- Kis molekula- . Fajta Jelo! o Nagy IEIO](’Bkll- Kis molekula-
Faj (MBK sajat lasalya stilyt dsRNS Faj (MBK sajat lasalya siilyé dsRNS
jelolése) dsRNS jelolése) dsRNS

Capsicum annuum MK-1 + Capsicum chinense 9000 chi-1 + -
MK-2 + - 9003 chi-5 + -
MK-3 - - 9006 chi-5 + +
MK-4 - - 9008 chi-7 - +
MK-5 + - 9011 chi-7 - +
MK-6 - + 9017 chi-10 + +
MK-7 + - 9021 chi-10 + +
MK-8 + - 9027 chi-10 + +
MK-9 - + 9029 chi-10 - +
MK-11 - + 9032 chi-11 + +

Capsicum baccatum var. baccatum | 1123 bac-10 + - 9036 chi-12 + +
1127 bac-15 + - 9043 chi-12 + +
1129 bac-16 + - 9046 chi-15 + +
1131 bac-17 + - 9047 chi-16 + +
1135 bac-20 + - 9053 chi-16 + +
1135 bac-21 + - 9059 chi-18 + +

Capsicum baccatum var. pendulum | 1148 pen-1 + - 9064 chi-21 + +
1151 pen-2 + - 9073 chi-25 + +
1152 pen-4 + - Capsicum frutescens 9116 fru-1 + +
1156 pen-6 + - 9127 fru-1 + +
1157 pen-8 + - 9136 fru-2 + +
1166 pen-10 + - 9141 fru-6 + +
1168 pen-18 + - 9149 fru-16 - -
1177 pen-25 + - 9150 fru-27 - -
1191 pen-36 + - 9155 fru-37 + -
1196 pen-40 9158 fru-39 + -
1215 pen-49 + - 9164 fru-48 + +

Capsicum praetermissum 1000 pra-1 - - 9174 fru-59 - -

Capsicum chacoense 1140 cha-6 + + Capsicum eximium 1045 exi-1 - -
1142 cha-6 + + 1053 exi-5 - -
1145 cha-9 + +

Capsicum pubescens 1068 PUE-3 - - Jelmagyardzat: (+) tartalmaz, (-) nem tartalmaz
1079 pub-5 - -




5.3. Kriptikus virusok eléfordulasa a jelenleg termesztett cukorrépa- faj-

takban

A sopronhorpicsi Beta Kutaté Intézet Kht. 2004. évi teljes fajtasorat - 28 cukorrépa-
fajtat - vizsgaltuk meg dsRNS-specifikus immunoblottal, hogy atfogd képet nyerjiink a BCV
virusok jelenlegi elterjedésérdl. Ez a fajtagylijtemény jol reprezentdlja a ma Magyarorszdgon
termesztésben 1évo fajtakat. Erre a vizsgalatra azért volt sziikség, mert mig csoportunk korab-
bi kutatdsai soran a véletlenszeriien kivélasztott cukorrépa-fajtakndl és egyedeknél mindig
azonositani tudtak BCV1-t tartalmazé novényeket, a megvaltozott fajtahaszndlat miatt masfél-
két éven keresztiil nem sikeriillt BCV1-t kimutatnunk a begyiijtott mintdkban. Kisérleteink
eredményét a 16. 4bran demonstrdljuk, az dsszefoglald Attekintés a 7. tdbldzatban lathats. A
bemutatott dbran azonnal szembe 6tlik, hogy a vizsgalt cukorrépa-fajtikban leggyakrabban a
BCV2 virusra jellemz6 (Beet cryptic virus 2) genomi dsRNS-ek fordulnak eld, amelyeket 28
fajtabdl 14-ben tudtuk kimutatni. A Befa nemzetségben leirt masik két kriptovirus koziil a
BCV3 egyaltalan nem fordult el ezekben a fajtakban, és a BCV1-t (Beet cryptic virus I) csak
egy mintdban detektdltuk. Az irodalmi adatoktdl eltérdéen hét mintdban megjelent egy megko-

zelitbleg 3-3,5 kbp hosszisdgi dsRNS paros is.

MI M2 M3 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

4.0 kbp- et

Y
- -
- — > — % —t — =2

16. abra: A cukorrépa kriptikus virusok elterjedtségének vizsgdlata a 2004. évben termesz-
tésben 1évo cukorrépa-fajtdkban immunoblottal. Az els6 hdrom sorban a markerek
lathatok: M1, €éleszto killer virus L-A dsRNS; M2, BCV2; M3, BCV1. Az 1-14 sa-
vokban a vizsgdlt cukorrépafajtikban taldlt dSRNS mintdzatot figyelhetjilk meg, a
szdmozds a 7. tdblazatban megadottnak megfeleld. A BCV2 virus a bemutatott faj-
tdk zomében kimutathatd, BCV1 csak a Mars fajtdban (13), az ismeretlen eredet,
3-3,5 kbp becsiilt méretii dSRNS péros pedig a Canastiban (8).

Szeretném hangstlyozni, hogy mivel a kriptovirusok el6forduldsa egyedrdl egyedre el-
téro lehet, ezért csak a pozitiv eredményeink bizonyito6 értékiiek. A 7. tablazat alapjaul szolga-

16 kisérleteket sziréprébaszeriien végeztiik, és csak néhany egyedet vizsgaltunk meg. A ké-
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sObbi analizisekre kivélasztott fajtdkndl szisztematikus vizsgédlatokat is végeztiink. Az Apollé
fajtandl a BCV2-re jellemz6 dsRNS-ek gyakorlatilag minden egyedben el6fordultak, mig a
Mars fajtdndl a BCV2 az egyedek kb. 90 %-dban, mig a BCV1 az egyedek 10 %-4ban volt

jelen.

7. tablazat: A kiilonb6z6 cukorrépa-fajtdkban el6fordulé dsRNS-ek és putativ kriptikus viru-
sok Osszefoglalé tablazata.

Cukorrépa Ismeretlen Cukorrépa Ismeretlen
No. fajtékp BCV1 BCV2 0™ | No. fajtékp BCV1 BCV2 "H0
1 Gazeta — — — 15 Delphina  — — —
2 Apollo — + — 16 Goldorak — + —
3 Cronos — + — 17 Triplex — + —
4 Picasso — + — 18  Canaria — + +
5 Baltika — + — 19  Federica — + +
6  Mondial — — — 20 Chellabeta — — —
7 Casino — + — 21 Franklin — — +
8  Canasta — + + 22 Brigitta — — —
9 Bounty — + — 23 Evelina — — +
10 Gabor — — — 24 Clementina — — —
11 Flair — + — 25 Oregon — — +
12 Ruist — — — 26  Belinda — — +
13 Mars + + — 27  Georgina — — —
14 Libero — + — 28 Lolita — — —

5.4. Beta vulgaris cv. Mars novényekbol izolalt dsSRNS-k jellemzése

A Beta vulgaris cv. ’Mars’-ban el6fordul6 putativ virdlis dsRNS-ek molekuléris vizsga-
latdhoz hasznélt dsRNS-eket a teljes nukleinsav kivonatbdl elészor CF-11 oszlopkromatogra-
fidval tisztitottuk meg. A csoportunkban végzett kordbbi vizsgilatokbdl tudjuk, hogy a CF-11
celluléz kromatogréfids tisztitds nem szolgdltat cDNS-szintézisre és klonozdsra alkalmas tisz-
tasdgi dsRNS-eket (Veliceasa és mtsai., 2006). Mivel szekvencia informacié hijan a cDNS-
szintézis és a késdbbi PCR-amplifikécié sordn random primerekkel kényszeriiltiink dolgozni,
mind a DNS-, mind a ssRNS-szennyezddések nagyon veszélyesek, mert a dsRNS-nél hatéko-
nyabban amplifikdlédnak. Eppen ezért a dsRNS-frakcidkat tovabbi tisztitasoknak vetettiik ald,
elsd 1épésben DNaz I emésztésnek. Ezt kdvetden a ssSRNS szennyezOk eltdvolitdsdra RNaz A
enzimmel kezeltiilk a mintat, ugyanis az RNaz A magas s6 koncentraciéji oldatban (3x SSC;
450 mM NaCl, 45 mM Na-citrat (pH 7,2)) csak az egyszali RNS-ket bontja, a duplaszaliakat

nem. Ez a médszer (CF-11 oszlopkromatografia, DNaz I kezelés és RNaz A emésztés magas
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s6 koncentracié mellett) egyben alkalmas a nukleinsav minta dsRNS voltdnak megerdsitésére
is (Valverde és mtsai., 1990). A tisztitast eredményét 5 % poliakrilamid-1xTBE gélen val6
futtatdssal, illetve dsRNS-specifikus immunoblottal ellendriztiik (17. dbra). Az izolaldsi és
tisztitasi procedurat kovetden 1g Beta vulgaris cv. Mars levélbdl 5 ng dsRNS-t tudtunk izo-
lalni.

A tisztitott dsSRNS kivonatban négy, a kriptikus virusok mérettartomanyaban migraléd
dsRNS fragmentumot figyeltiink meg, melyek molekulamérete 1300 és 2000 bp kozé esett
(17. abra, 1. sav). Az izolalt dsRNS-k becsiilt molekulamérete a Beta nemzetségben mar ko-
rdbban leirt Beet cryptic virus 1 és -2 kriptovirusok genom méretével egyezik meg (Accotto és
Boccardo, 1986). Mind a négy dsRNS molekula kimutathaté volt a Beta vulgaris cv. "Mars’
teljes nukleinsav kivonatdban és a Beta vulgaris cv. ’Mars’-bél izolalt virionokban is (17.

abra, 2. és 3. sav).

M 1 2 M 3
— - m_ [
4.0 kbp-- f"‘
e
4.0 kbp- - -1
i@ |
e i Lﬁc!
—— &= -BCVI -BCV1
1.5 kbp- &=. _BCV2
> - 1.5 kbp- Fy
BCV2
1.0 kbp- ]

1.0 kbp-

17. abra: B. vulgaris cv. ’Mars’ novények dsRNS tartalméanak vizsgalata dsRNS-specifikus
immunoblottal. M, Rizstorpiilés virus dsRNS molekulasily marker 1, B. vulgaris
cv. Mars teljes nukleinsav kivonatabdl CF-11 oszlopkromatografiaval izolalt
dsRNS; 2, B. vulgaris cv. Mars teljes nukleinsav kivonata; 3, B. vulgaris cv. Mars
leveleibdl izolalt virionokbdl kivont dsRNS.

A tovabbi kisérletek szempontjabol célszertinek latszott az egyes dsRNS molekuldk
(vagy legalabb a BCV1 és BCV2 virus genom) szétvdlasztasa is, ami géleldcidval tortént. Ezt
a B. vulgaris cv. ’"Mars’ novényekbdl izolélt, CF-11 oszlopkromatografidval tisztitott, DNaz I
és RNaz A enzimekkel kezelt és gélbdl visszaizoldlt dsSRNS-t hasznaltuk a BCV1 és BCV2

virusok klénozasi kisérleteihez.
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5.5. BCV1 és BCV2 virionok elektronmikroszkoépos vizsgalata

Mars fajtaji cukorrépak leveleibdl tobb 1épéses ultracentrifugdlassal virusrészecskéket
izolaltunk (4.6. fejezet), majd negativ festést kovetéen a BCE Kozponti Laboratériuméban
elektronmikroszképpal megvizsgaltuk a virionok morfoldgiai tulajdonsdgait. A prepardtu-
mokban a kriptovirusokra jellemz6 virusrészecskéket figyeltiink meg. A virionok 32-35 nm
atmérojtiek €s izometrikus felépitésiiek voltak, €s nem vette dket koriil lipid burok (18. dbra).
Az 5.4. fejezetben leirtakkal egyiitt eredményeink aldtdmasztjdk, hogy a nukleinsav-
kivonatbdl tisztitott dSRNS-ek a kriptovirusok genomi dsRNS-ének feleltehet6k meg, tehat

felhasznalhatok a genomi szekvencidk meghatirozasara.

Al
SO

18. abra: B. vulgaris cv. Mars novényekbdl izolalt virionok elektronmikroszkopos felvétele.
A virionok 32-35 nm atmérdjiek és izometrikus felépitéstiek.

110 nm

£/

5.6. Beet cryptic virus 1 (BCV1) molekularis jellemzése

5.6.1. BCV1 dsRNS1 (RdRp) szekvencia meghatarozasa

A BCV1 RdRp-t k6dold szegmensérél Natalya Eniinli kisérleteibdl méar alltak rendel-
kezésemre szekvenciaadatok. Mivel a szekvencia 5’- €s 3’-végei hidnyoztak, és mas fajtabol

izolaltuk a BCV1 dsRNS-eket, a teljes szekvencia klénozésat és jellemzését elvégeztiik.

Az inicidlis cDNS szintézist random primerekkel (UNRH) inditottuk (Choi és mtsai.,
1999), melyhez CF-11 oszlopkromatografiaval tisztitott és DNaz I és RNaz A enzimekkel
kezelt ~2000 bp nagysagi dsRNS1 molekulat hasznaltunk templatként (17. dbra). A random
primerekkel nyert klonok (A194/11, A195/6, A195/28, A193/7/1, A194/4, A189/1, A194/16,
A193/4/1 é€s A193B/10/1) osszeillesztésébol egy 1484 nt hossziisdgu contigot hoztunk létre
(19. édbra), amely 99 %-ban azonosnak bizonyult a Natalya Eniinlii altal meghatarozott

szekvenciarészlettel. Az djonnan meghatdrozott szekvencia mindossze 12 nukleotid eltérést
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tartalmazott, amely hat esetben aminosavak cseréjét is eredményezte, az egyik aminosav csere

az RNS-fiiggé RNS-polimeraz 5. konzervalt motivumat is érintette.

Az 1484 bp hosszisagi contiggal elvégzett szekvencia 0sszehasonlitdsok rendkiviil ér-
dekes eredményt hoztak. Azt taldltuk ugyanis, hogy a BCV1 dsRNSI parcidlis szekvencidja
felttinden hasonld (78 és 75 %) a pillangds virdgi novényekbdl izolalt White clover cryptic
virus (AY705784), valamint és Vicia cryptic virus RNS-fiiggd RNS-polimerazt kodold
dsRNS1 szegmenseihez (Boccardo és Candresse, 2005a; Blawid és mtsai., 2007). A Natalya
Eniinlii kisérleteibdl szaraz6 részleges eredmények tobb évvel megelézik a WCCV1 és VCV
dsRNS1 szekvencidk publikdldsat, ez az oka annak, hogy csak a kisérletes munka folytatdsa

kozben deriilt fény e virusok kozotti fenndll hasonlésdgokra (Entinlii és mtsai., 2003).

A BCVI, VCV és WCCV1 dsRNS1-ek kozott meglévd nagyfokd hasonldsdgot felhasz-
naltuk a klénozasi munka folytatdsdhoz. Arra a feltételezésre alapoztunk ugyanis, hogy a
dsRNS1 5, illetve 3’ nem transzlal6d6 végei esetében is a belsd régidknil mar megfigyelt
mértékll hasonldsdgot taldljuk. Az adatbazisban elérhetd6 VCV és WCCV1 homolég dsRNS1
szekvencidi alapjdn primereket terveztiink az 5’ és 3’ nem transzlalédo régidkra, valamint az
OREF kezdeti szakaszaira (5° UTR forward primer: NP66; 3° UTR reverz primer: NP68 és az
OREF kezdeti szakaszaira NP67 forward primer). A VCV és WCCV1 dsRNS1-specifikus pri-
merek mellett BCV1 dsRNS1-specifikus primereket is haszndltunk a cDNS szintézis és a
PCR (A297 [NP67-NP04]; A298 [NP68-NP04]; A299 [NPO5-NP68] és A340 [NP26-NP68]
jeloléssel) soran. A klénozott PCR termékek szekvendlasat kovetden egy 1949 bp hosszisagi

contigot alakitottunk ki.

A dsRNS1 5°-, ill. 3’-végek pontos meghatdrozdsa nem bizonyult egyszerli feladatnak,
és csak a dsRNS molekuldk 3 végeinek polyA-polimerdzzal vald jelolésével tudtuk elérni a
kivant eredményt. Ugyanezt a jelolést haszndltdk Xie és munkatarsai a BCV3 dsRNS2 szek-
vencia meghatdrozdsandl (Xie és mtsai, 1993) is. A cDNS szintézist és a PCR-t a polyA sza-
kaszra tervezett oligo(dT) primerrel és dsRNS1-specifikus belsd primerekkel hajtottuk végre

(A3009 [oligo(dT)-NP04]; A310 [NPO5- oligo(dT)] jeloléssel).

48



A310 clone7.1: 1809 » 2008
A310 clone6.1: 1809 » 2008
A310 clone3.1: 1809 » 2008

A299F clone1.1: 1809 » 1946

Beet Cryptic Virus 1 RNS1: 1» 2008
A340 clone2.1: 1381 » 1946
A340 cloned.1: 1381 » 1946
A193B clone10.1: 1284 » 1674
A193 cloned.1: 1066 » 1515
A194 clone16: 938 » 1524
A189 clonet: 784 » 1369
A194 clone4: 563 » 1219
A193 clone7.1: 277 » 801
A195 clone28: 271 » 756
A195 clone6: 271 » 621
A 194 clone11: 190 » 631
A297F clonet.1: 59 » 433
A298F clone1.1: 139 » 434
A297A clone1.1: 59 » 311
A309 clone2.1: 1 » 311

A309 clone10.1: 1 » 311

19. abra: A BCV1 dsRNS1 szekvencidjanak meghatdrozdsara szolgalé fiiggetlen cDNS-
klénok elhelyezkedése. A cDNS-klénok zomét a UNRH random primereket hasz-
ndlva nyertiik. A hidnyzé 1674-1809 bp kozotti régiét BCV 1-specifikus primerek,
az 5’- illetve 3’-végeket oligo(dT), valamint a VCV és WCCV1 dsRNS1-bdl leve-
zetett primerek segitségével elddllitott klénokbdl hataroztuk meg. Az dbran a klén
jelolésén kiviil a lefedett szekvencia régiét is megadtuk. Minden levezetett szek-
vencia legalabb két fiiggetlen klon szekvencidjan alapul és a klonok atfednek.

A BCV1 dsRNSI teljes szekvencidjat hisz egymassal atfedo, fiiggetlen cDNS-kl6nbol
hatdroztuk meg (19. dbra). A dsRNS1 szekvencia minden részletét legalabb két egymastol
fiiggetlen klonnal erdsitettiik meg. Azokban az estetekben, ahol a parhuzamos klénok szek-
vencidi eltértek egymadstdl (ez huszonot nukleotid esetében fordult eld) tovéabbi fiiggetlen kl6-

nokat szekvendltattunk és haszndltunk fel a végleges nukleotid sorrend kialakitdsdhoz.

A BCV1 dsRNS1 2008 nt hosszisagu (20. abra), a molekulat felépité nukleotidok gua-
nin-citozin (GC) tartalma 46 %-o0s. A szekvencia szamit6gépes analizise soran a dsSRNS1 po-
zitiv szalan egy 1851 nt hosszisagi ORF-t azonositottunk. A negativ szdlon nem talaltunk
nyilt leolvasasi keretet. Az azonositott ORF start kodonja, az AUG a 94-96, az UAA stop
kodon pedig az 1942-1944 poziciéban helyezkedik el (20. dbra).
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GAUCARAAGA GUAACAGCUC UUGCCCAUAU

UUUUCAAGAU CAAAAUAGAA AUUGAAUCUU

AGCUGCUCUA CCUCAACUUG UUACCUACUC

M D Y L T S A F N

R I T H W F N vV P S

N L E Y I G i F S L

91 UAAAUGGAUU ACCUUACCUC CGCAUUCAAC AGAAUCACAC ACUGGUUCAA CGUCCCUUCC AACUUGGAAU ACAUCGGAAC CUUUUCGCUC
P P G | L R \ N E \ A | S N H K K T L E H S8 F N K Y L Y A H
181 CCCCCUGGGA UUCUACGUGU CAACGAAGUU GCUAUUUCUA AUCACAAGAA AACGUUGGAA CACUCUUUCA ACAAGUACCU UUAUGCACAU
E I K L I T Q@ DY R R S D I D E E 8 I L ADF F S8 G D V E K
271 GAAAUCAAAU UAAUCACCCA AGACUAUCGC CGCUCUGACA UAGAUGAAGA AUCUAUACUA GCCGAUUUCU UUUCCGGUGA CGUCGAAAAG
F EV P F D E HV E T G L R CM A DT F RP P R L C R P A H
361 UUCGAAGUAC CCUUUGACGA ACACGUCGAA ACCGGUCUAC GCUGCAUGGC AGACACUUUC CGUCCGCCUA GACUUUGCCG CCCUGCUCAC
| L D V K H G Y P Y KWN V N A E P P F 8 T D E Y F L N Q R
451 AUCUUAGAUG UCAAGCACGG AUAUCCUUAC AAGUGGAACG UCAACGCUGA ACCCCCGUUC UCCACUGACG AAUACUUCCU CAACCAACGU
K T F G E F 1 R M H E Y E H | D K A D F F R R H P N T E S H
541 AAGACAUUUG GCGAAUUCAU ACGCAUGCAC GAAUACGAAC ACAUAGAUAA AGCUGACUUU UUCCGCCGUC ACCCAAACAC UGAAUCACAC
D L I R T | \ P P K F G Y L K S M | F S W T R R W H H I T K
631 GAUUUGAUCA GGACAAUUGU UCCACCAAAA UUCGGUUACU UAAAAUCGAU GAUAUUUUCU UGGACACGUC GCUGGCAUCA CAUCACAAAA
E G F i E S T G L H T T G Y F Y N R F | F P M L L H T K T A
721 GAAGGAUUCA CUGAAUCAAC UGGAUUACAC ACCACCGGAU ACUUCUACAA CCGUUUUAUC UUCCCCAUGC UACUACACAC CAAAACUGCU
I VvV K Q D D P N K M R T | W G A S K P W | I A E T M L Y W E
811 AUUGUUAAAC AGGACGACCC UAACAAGAUG CGCACCAUAU GGGGCGCCUC UAAACCAUGG AUCAUCGCCG AAACGAUGCU CUACUGGGAA
Y I AW I K L NP S8 VT P M LW 6 Y E T F T G G W F R L NR
901 UACAUUGCUU GGAUUAAACU CAACCCUAGC GUCACUCCGA UGCUUUGGGG UUACGAAACC UUCACAGGUG GCUGGUUCAG ACUGAACCGA
b L F ¢ G F L QR 8 F L T L DW S R F D KR A Y F P L L R R
991 GACCUAUUUU GCGGUUUCCU CCAACGCUCC UUCCUCACCU UGGAUUGGUC ACGUUUCGAC AAGCGUGCCU ACUUCCCCCU CUUGCGCCGC
/| L Y T AR T F L T FDE G Y V P T H S AP T H P Q W D H T
1081 AUUUUAUACA CUGCCCGCAC CUUCCUCACU UUCGACGAAG GAUACGUCCC UACACAUUCA GCACCUACCC AUCCUCAAUG GGACCACACU
K A I R L E R L W L W T L E N L F E A P | I L P D G R M Y R
1171 AAAGCAAUCA GACUUGAACG ACUAUGGCUA UGGACCUUGG AAAACCUUUU CGAGGCACCU AUCAUCCUAC CUGACGGUAG AAUGUACAGA
R H F A G | P S G L F I T Q L L D s W Y N Y T M L A T L L S
1261 CGCCACUUCG CCGGAAUACC UUCCGGACUG UUCAUCACCC AAUUGCUCGA CUCAUGGUAC AACUAUACCA UGUUGGCCAC UCUCCUGAGU
A L G F D P K H C 1 I K VvV Q G D D s | | R L N \ L Vv P Q D Q
1351 GCACUUGGCU UCGACCCCAA ACACUGCAUA AUUAAAGUAC AAGGCGAUGA UUCAAUCAUC CGACUUAACG UACUAGUACC ACAAGAUCAG
H @ N L M D N L V Q L AV N Y F N AV V NV K K 8 E F G N s
1441 CACCAAAAUU UAAUGGACAA CCUCGUCCAA CUUGCUGUCA ACUACUUCAA UGCAGUCGUU AAUGUCAAGA AGUCCGAAUU CGGCAACUCA
L N G R E V L S Y R N H N G F P H R D E I M M L A Q F Y H T
1531 CUCAAUGGUC GUGAAGUCCU AUCCUACCGC AAUCACAAUG GGUUCCCCCA CCGUGACGAG AUCAUGAUGU UGGCCCAGUU UUACCACACU
K A R D P T P E I T M A Q A I G F A Y A S C A N N K R vV L W
1621 AAAGCUAGGG ACCCAACACC UGAGAUCACC AUGGCACAAG CCAUAGGCUU CGCCUAUGCU AGUUGCGCUA ACAAUAAACG UGUCCUCUGG
A L K D v oY D Y Y K D L G p4 T P N R A G L T L T F G D S P D
1711 GCACUUAAGG AUGUUUAUGA CUACUACAAA GACUUGGGAU ACACCCCCAA CCGAGCAGGC CUAACCCUGA CAUUCGGUGA CUCCCCUGAU
L F V P E I S L E H F B T E T E | R R Y L T S T S Y L N E A
1801 CUUUUUGUUC CCGAAAUCUC UCUUGAACAU UUCCCCACCG AGACUGAGAU ACGUCGUUAU UUAACGAGUA CCUCCUAUCU CAAUGAAGCA
Q N A R T W P R T L F I N A P A Q
1891 CAGAACGCUC GCACCUGGCC GAGAACGUUG UUCAUCAACG CUCCCGCUCA GUAARAGCCG AUCGCUUUGU UUGUUUUAAA GAAAAAAARA
1981 AAACAAAUCA AUUUGUCC

20. abra: A BCV1 dsRNSI1 pozitiv szdldnak nukleotid szekvencidja és az ebbdl levezetett
fehérje szekvencia. A BCV1 dsRNS1 2008 nt, egyetlen nyilt leolvasasi kerete egy
616 aminosav hosszisidgi fehérjét kédol. Az 5° (93 nt) ill. 3° (64 nt) nem

transzlalodo régiok ezt az ORF-t szegélyezik.

Az 5’ nem transzlalodé régié (5 UTR) 93 nukleotid hosszi €s az 5’-GAU CAA AAG
AGU AAC AGC UC...-3’ szekvencia-részlettel kezdodik. Tartalmazza a partitivirusok 5’
UTR-jeire jellemzd CAA és CAAAA ismétlodd szekvencidkat (Strauss és mtsai., 2000). Az
adenozinban és uracilban gazdag, 64 nt hosszisiagd 3’ nem transzlalédé régié (3° UTR) az
ORF-t kévetden helyezkedik el. A dsRNS1 molekulat egy 22 nt hosszisidgu adenozin véget is

tartalmazé szekvencia zdrja. A BCV1 dsRNS1 szekvencidt a GenBank nemzetkdzi adatbézis-

ban az EU489061 azonosité szam alatt helyeztiik el.

Natalya Eniinlii a BCV1 cDNS-kl6nok analizise sordn meglepetésre azt taldlta, hogy
azok egy gylri mentén is elrendezhetdk, vagyis a genomi dsRNS1 valésziniileg cirkularis
format is felvehet (Eniinlii €s mtsai., 2003). A cirkuladris dsRNS molekulat 1721 bp alkotja, az

1677 bp hosszisagu nyilt leolvasési kerete, mely a linedris dsSRNS1 molekulaval megegyezo
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frame-ben helyezkedik el, 559 aminosavbdl all6 RNS-fiiggd RNS-polimerazt kédol (21. ab-
ra). A cirkularizacié meglétét egy fiiggetlen kisérletben, Mars fajt4ju cukorrépabdl izolalt tel-
jes nukleinsav kivonatban is ellendriztiik. Az intergénikus régié amplifikdldsahoz a részleges
RDRP-szekvencia N- és C-termindlis végeihez kotddd primereket (NP04 és NPOS) haszndl-
tunk és sikeriilt az elvart, 225 bp méretli terméket amplifikdlnunk, ami kizarélag
cirkularizacié esetén lehetséges (Ilyés, 2006). Annak az eldontéséhez, hogy a cirkularis szer-
kezet a kiilonb6z6 mintdkban domindns vagy csak a molekuldk kis hanyaddban fordul eld,
tovabbi kisérletek elvégzése sziikkséges. Az irodalombdl viszont ismeretes, hogy a
cirkularizaciot szamos virus alkalmazza RNS-einek stabilitdsanak, és ezaltal fennmaradasanak

nagyban fokozdsdra (Jian és mtsai., 1998).

21/A
NPO5| NP04 rev
GDNA ) ! clone 14
clone21 \ / clone2

clone 15
EcoRI (293)

) Clone 32
putative RDRP

21. abra: A BCV1 RdRp-t kédolé dsRNS1 szegmensébdl a N. Eniinli éltal eldallitott cDNS-
klénok cirkularisan rendezhetdk el. Az dbran nem kodold régié amplifikacidjara al-
kalmas NP04-NPO5 primerpar helyét, néhany restrikcids helyet és a cirkularis

c¢DNS kialakitdsdahoz hasznalt klonok elhelyezkedését jeloltiink be (N. Eniinlii ki-
sérletei és abraja szerint).

Neol (1389)

____ clone7

~ clone 11

EcoRI(1256) T Cla116)

clone 25
clone 10

Ncol (605)

5.6.2. A putativ RdRp jellemzése

A BCV1 dsRNSI1 nyilt leolvasési kerete 616 aminosavbdl (AA) 4llé fehérjét kodol,
melynek szamitott molekulamérete 72,5 kDa. Ez a protein az NCBI adatbazisban taldlhaté
szekvenciak koziil a Partitiviridae csalad virusainak RNS-fiiggé RNS-polimerazaival mutatja
a legnagyobb hasonlésagot. A Partitiviridae csaladon beliil 88,1 %-ban bizonyult hasonlénak

az Alphacryptovirus nemzetségbe tartoz6 WCCV1 RdRp-jével (AAU14888) és 86 %-ban a
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VCV RdRp-jével (AAX39023). Mindhdrom polimerdz szekvencia azonos hosszisagi, 616
aminosavbdl 41l és folytonossagi hidny engedélyezése nélkiil egymds ald rendezhetdk (22.

abra).

BCV1 RDRP 1 MDYLTSAFNRITHWENVPSNLEYIGTESLPPGILRVNEVAISNHKKTLEHSFNKYLYAHETIKLITODYRRSDI
VCV RDRP 1 MDYLISAFNRITHWFITPINFEYIGYESLPPGLLRVNDVAIANHKCTLERSFHTYLFDHEIKRIMIDHRRSDI
WCCV1 RDRP 1 MDYLITAFNRITHWEFLIPINLEYIGSYSLPPGLLRVNDVAVANHKATLDRSFDKYLYEHEINLITKEYRRSPI
Kk kk KKK KKKKKK Kk K kkkk  kkkkk kkkk kk KAk kk  kk Kk kkk Kk kKK Kk
BCV1 RDRP 74 DEESILADFFSGDVEKFEVPFDEHVETGLRCMADAFRPPRLCRPAHILDVKHGYPYKWNVNAEPPFSTDEYFL
VCV RDRP 74 TEDSILEDFFAGDFPYFEVPFDEHVEYGLQCMADAFRPPRPCRPAHILDVKHGYPYKWNVNAEFPFSTDEYFL
WCCV1 RDRP 74 DEDSILEDFFSGDLPYFEIPFDEHVERGLECMAAAFRPPRPCRPAHILDVKHGYPYKWNVNAEPPFSTDEYFL
* kkk Kkkk kK *kk khkkkkkhkk hk khkk hhkhkhkkhkkhk hAhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhAhkhkhkhhkkx hhkhkhkkkhkkxk
BCV1 RDRP 147 NQRKTFGEFIRMHEYEHIDKADFFRRHPNTESHDLIRTIVPPKFGYLKSMIFSWTRRWHHIIKEGFTESTGLH
VCV RDRP 147 TQRKTFGEFIRMHEYEHIDKDDFFRRHPNLESHDFLRTIVPPKFGYLKSTIFSWTRRWHHIIKLGEFIDTTGLD
WCCV 1 RDRP 147 SQRKTFGEFIRMHEYEHIDKEDFFRRHPNIESHDFLRTVVPPKFGFLKSMIFSWTRRWHHIIKSGFQDSTDLE
khkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhk, *hkhkkhhkrrkh *xkk Kk Kkhkkhkkkhkk hhkk Khkkkkhkhkhkkhkkhkkhkk KKk * K
BCV1 RDRP 220 TIGYEYNRFIFPMLLHTKTAIVKQODDPNKMRTIWGASKPWIIAETMLYWEYIAWIKLNPSVIPMLWGYETEFTG
VCV RDRP 220 NNGYLYNRFIFPMLLHTKTAIVKKDDPNKMRTIWGASKPWIIADTMEYWEYQAWVKHNPGSTPMLWGFETETG
WCCV1 RDRP 220 QIGYEFNRFIFPMLLHTKTAIVKKNDPNKMRTIWGASKPWIIAETMEYWEYLAWIKHNPGATPMLWGYETEFTG

* x hkkkkhk Ak kkkhkhkkkk* KAk hhkK*hkAhhkK Ak Ahhkkdhkhrkh **k *kk *x **x * ** kkkkkk hkkkKk

BCV1 RDRP 293 GWFRLNRDLFCGFLQRSFLTLDWSRFDKRAYFPLLRRILYTARTFLTFDEGYVPTHSAPTHPQWDHTKAIRLE
VCV RDRP 293 GWFRLNQLLFCGLIRRSFITLDWSRFDKRAYFPLLRKIMYTIVKSFLTFEEGYVPTHAAPNHPQWNQDKTDKLE
WCCV1 RDRP 293 GWFRLNHELFCGLIQRSFLTLDWSRFDKRAYFPLLRRILYTIVKIFLTFEEGYVPTHAAPTHPQWSQENIDRLE
* k ok ok k ok * Kk kK *kkhkkhk Khkkkkhkhkhkkkhkkhkhkhkhkkk Kk KKk *khkkhkk Kkhkkkhkkhkk Kkk kkkk * %
BCV1 RDRP 366 RLWLWTLENLFEAPIILPDGRMYRRHFAGIPSGLFITQLLDSWYNYTMLATLLSALGFDPKHCIIKVQGDDSI
VCV RDRP 366 RLWLWTLENLFEAPIILPDGRMYRRHFAGIPSGLFITQLLDSWYNYTMLATILHALGFNPSNCIIKVQGDDSI
WCCV1 RDRP 366 RLWLWTLENLFEAPIILPDGRMYRRHFAGIPSGLFITQLLDSWYNYTMLATILSALHFDPLHCIIKVQGDDSI
LR EEE SRS E S SRS E SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SIS IR R
BCV1 RDRP 439 IRLNVLVPQODQHONLMDNLVQLAVNYFNAVVNVKKSEFGNSLNGREVLSYRNHNGFPHRDE IMMLAQFYHTKA
VCV RDRP 439 IRLNVLVPSERHDHLMSRIVELAEYYFNSIVNVKKSEIRNRLNGCEVLSYRNHNGLPFRDEIAMLAQFYHTKA
WCCV1 RDRP 439 LRLTTLIPVDQHTNFMDHIVRLADTYFNSIVNVKKSEVRNSLNGCEVLSYRNHNGLPHRDEITMLAQFYHTKA
* % * K * * * kK * kK * Kk ok ok ok ok k * kkhkk kkkkhkhkkkkhkk Kk Kkhkhkk khkkhkhkkkkkk
BCV1 RDRP 512 RDPTPEITMAQAIGFAYASCANNKRVLWALKDVYDYYKDLGYTPNRAGLTLTFGDSPDLFVPEISLEHFPTET
VCV RDRP 512 RDPTPEITMAQAIGFAYASCATHTRVLWVLEDIYNYYRDQGYTPNRAGLTLTFGDSPDLTMPEMPLDHFPTKS
WCCV1 RDRP 512 RDPTPEITMAQAIGFAYASCANHNRVLWVLEDVYNYYRDLGYRPNRAGLTLTFGDSPDLTMPEMPLDHFPTKS
Kk Kk ok kKKK Kk K KK Kk Kk K Kk kKKK kK ok kK ok kk AKKKkkARKKkKKARKRK KK Kk KkKkKk
BCV1 RDRP 585 EIRRYLTSTSYLNEAQNARTWPRTLEFINAPAQ
VCV RDRP 585 EIVRYLTCTNYRNEAQNARTWPRTLFINAPAE
WCCV1 RDRP 585 EIRRYHTETHYQNEAQNARTWPRTLFINAPGE

Kok kok ok k k kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

22. abra: Beet cryptic virus 1, Vicia cryptic virus (AAX39023) és White clover cryptic virus
1 (AAU14888) RNS-fiiggd RNS-polimerdzainak 6sszehasonlité analizise. A BCV1
dsRNST1 altal kédolt fehérje 80,6 %-os azonossagot mutat a VCV és 82,3 %-os azo-
nossiagot a WCCV1 RdRp-jével. Mindhdrom fehérje 616 AA hosszisagu és az 6sz-
szehasonlitdsdndl nem figyelhetd meg egyetlen szekvencia folytonossidgi hidny
sem. Az aminosavak teljes egyezését sarga alapon piros szinnel €s az oszlop ala he-
lyezett csillaggal jeloltiik, a részleges egyezést pedig sziirke alapon kék szinnel je-
1oltiik.

Szintén jelentds, 68 %-os hasonldsdg figyelhetd meg a Partitivirus nemzetségbe tartozé
Amasya cherry disease-associated partitivirus (CAGT77604) és a Cherry chlorotic rusty spot-
associated partitivirus (YP138538) polimerdzaival is. Azonban amig a BCVI1, VCV és

WCCV1 valamennyien novényi virusok, addig az Amasya cherry disease-associated
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partitivirus és a Cherry chlorotic rusty spot-associated partitivirus a cseresznye klorotikus
fertdézésével asszocidltan jelentkezé gombavirusok. Jelenlegi ismereteink szerint ugy tiinik,
hogy az ACD és a CCRS elnevezések csak foldrajzi elkiiloniilést jelentenek, ugyanis a beteg-
ségek tiinetei, illetve a vele asszocidltan jelentkezd virusok molekuldris jellemzdi alapjdn e két
fertdz€s azonosak tekinthetd (Covelli és mtsai, 2004). Azt azonban mindenképpen meg kell
jegyezniink veliikk kapcsolatban, hogy e virusok gombavirus-természete jelenleg még nem

teljesen tisztazott.

A tobbi novényi kriptikus virus RdRp-jével az eldbbieknél kisebb mértékii hasonldésig
figyelhetd meg: Raphanus sativus cryptic virus 1: 40,8 % (AAX51289); Fragaria chiloensis
cryptic virus: 24,5 % (YP001274391); Raphanus sativus cryptic virus 2: 23,0 % (ABB04855);
Beet cryptic virus 2: 23,5 %; Beet cryptic virus 3: 22,4 % (AAB27624).

A dsRNS1 egyetlen nyilt leolvasasi kerete altal kddolt fehérjén azonosithaték a
kriptikus virusok replikdzéra jellemzé motivumok, mely régidk fontos szerepet jatszanak a
fehérje polimerdz funkcidjanak betoltésében. Az eukaridta ssSRNS és dsRNS virusok RdRp
motivumai - ellentétben a polimerdz motivumon kiviil esé részeivel - rendkiviil konzervaltak.
A konzervalt aminosav régidkat a ssSRNS és dsRNS virusok RdRp szekvencidval végzett 6sz-
szehasonlitdsok, ill. szerkezeti analizisek sordn hatiroztdk meg, és nyolc konzervalt aminosav
motivumot azonositottak, melyeket szamokkal jeloltek (Bruenn, 1993). A Partitiviridae csa-
ladba tartoz6 novényi- és gombavirusok RdRp-iben az 1-es, illetve 2-es motivumok kevésbé
konzervaltak (Ghabrial, 1998), igy a Partitiviridae csalad virdlis RdRp-inek 6sszehasonlitasat

mi is csak a 3-t6] 8-ig terjedd motivumokra végeztiik el (Crawford és mtsai., 2006).

Ezen konzervilt régidk azonosithatok valamennyi Partitiviridae csalddba tartoz6 nové-
nyi- és gombavirusok RdRp-jében is (23. dbra). A konzervélt szekvencia részletek Osszeha-
sonlité analizisébdl kitlinik, hogy a BCV1, VCV és WCCV1 motivumai csaknem azonosak
(98 %-ban), minddssze egy aminosav eltérés figyelhetd meg a 8. motivumban. Az dsszeha-
sonlitdsban szembetling az is, hogy a BCV1 motivumaival az ACD-PV és a CCRS-PV RdRp-
i 90,4 % -ban azonosak. Ot aminosav esetében figyelhetd meg eltérés a 4., 5. és 8. motivu-
mokban. Az 6tbdl azonban két esetben leucin - izoleucin, egyszer pedig lizin - arginin szubsz-

titacio, azaz konzervativ aminosav csere kovetkezett be.

Az 23. dbran a BCV1, VCV, WCCV1, ACD-PV és CCRS-PV csoport egy a tobbiektdl
jol elkiiloniilé alcsoportot alkot a Partitiviridae csalddon beliill. Kiilondsen éles hatdrvonal

figyelhetd meg a BCV1, VCV és WCCV1 hdarmas és az Alphacryptovirus nemzetség tobbi
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kriptikus virusa kozott. Itt nemcsak az aminosav szekvencidkban taldltunk eltéréseket, hanem

az egyes konzervalt szekvencia motivumok egymadstdl vald tdvolsaga is jelentdsen kiilonbo-

zOtt.
RDRP 3 4 5 6 7 8
OPV1 PKTRLVW 54 DFSSEDTKVP 61 GVPSGSWWTQMIDSVVN 19 VLGDDS 38 KLLGVK 7 RPTLEW
DdAV1 PKTRLVW 54 DFSAFDSKVP 61 GVPSGSWWTQIIDSVVN 19 VLGDDS 38 KLLGTK 7 RSTDEW
AoV PKTRLVW 55 DFSSEDSKVP 61 GVPSGSWWTQMVDSVVN 19 VLGDDS 38 KLLGTT 7 RDTDEW
Fpvl LKQRPVY 54 DWSGEFDQRLP 72 GVPSGMLNTQFLDSFGN 24 IMGDDN 44 ETLSYO 7 RPIGKL
CPV LKVRPVN 55 DWSKEDQTVP 93 GVPSGILCTQLIDSFVN 24 LMGDDN 44 EILGYT 7 RSLSKL
OMV2 PKVRLVF 55 DWSGEFDRYAR 74 GIYSGYMQTQILDSLYN 21 VOGDDS 39 EVLKYR 7 RDPIAL
RsCV1 PKIRTVFEF 60 DWSEFDMRVY 66 GMPSGIFCTQFWDSFYN 22 VLGDDV 46 QVLSYI 7 RDSNQL
HmvV12 DKVRTVF 61 DWSEFDMRVY 79 GMPSGIFCTQFYDSFYN 21 LMGDDA 46 TVLSYT 7 RSAEDV
ACD-PV NKMRTIW 60 DWKREFDKKAY 71 GIPSGLEFITQLIDSWYN 21 VOGDDS 46 EVLSYR 7 RDELAM
CCRS-PV NKMRTIW 60 DWKREFDKKAY 71 GIPSGLEFITQLIDSWYN 21 VOGDDS 46 EVLSYR 7 RDELAM
| BCV1 NKMRTIW 60 DWSREFDKRAY 70 GIPSGLFITQLLDSWYN 21 VQGDDS 46 EVLSYR 7 RDEIMM
VCV NKMRTIW 60 DWSREFDKRAY 70 GIPSGLEFITQLLDSWYN 21 VOGDDS 46 EVLSYR 7 RDEIAM
WCCV1 NKMRTIW 60 DWSREDKRAY 70 GIPSGLEFITQLLDSWYN 21 VQOGDDS 46 EVLSYR 7 RDEITM
FcCv RKIRNVIW 55 DWSGEFDASVQ 50 GIPSGSCFTNIIGSIVN 19 THGDDS 40 SFLSRK 7 RDELLC
RmCV RKIRNVIW 55 DWSGEDASVQ 50 GIPSGSCFTNIIGSIVN 19 THGDDS 40 SFLSRK 7 RDELIC
RsCV2 TKVRNVW 55 DWSGEFDASVQ 50 GIPSGSCFTNMIGSVVN 19 THGDDS 40 TFLSRS 7 RDEFVC
BCV3 TKVRGVIW 55 DWSSEDSSVT 50 GIPSGSYYTSIVGSVVN 20 TQGDDS 38 TFLGRT 7 RSLDKC
BCV2 MKVRGVIW 55 DWQAFDATVS 50 GIPSGSYFTSIIGSVVN 19 TQGDDS 38 TFLGRS 7 RDLKRC
BrCv TKVRGVIW 55 DWSSEDATVS 50 GIPSGSYYTSIIGSVVN 20 TQGDDS - == - ===
PCV1 TKVRQVW 55 DWSQFDATVS 50 GIPSGSYYTSLVGSIIN 20 TLGDDS - - ===
PpV TKIRNVW 54 DWKQEFDATVS 50 GIPSGSYFTSIIGSIIN 20 TQGDDS 38 HFLGRT 7 REIKRC
PsPV MKIRNVW 54 DWSGEFDASVS 50 GIPSGSYYTMLVDTIIN 19 CQGDDS 40 EYLGRT 7 RERQKV
* K * * * * * * * * * kK * *
23. abra: Néhany Partitiviridae csalddba tartozé virus RNS-fiiggd RNS-polimeraz motivu-

mdénak Osszehasonlité analizise. Az dsszehasonlitdsban szerepld virusok neveinek
roviditésjegyzéke a GenBank-i azonositészdmokkal: OPV1, Ophiostoma
partitivirus 1 (CAJ31886); DAV1, Discula destructiva virus 1 (NP116716); AoV,
Aspergillus ochraceous virus (ABV30675); FpV1, Fusarium poae virus 1
(AAC98734); CPV, Ceratocystis polonica partitivirus (AAP86639); OMYV2,
Oyster mushroom isometric virus Il (AAP74192); RsCV1, Raphanus sativus
cryptic virus 1 (YP6565069); HmV12, Helicobasidium mompa partitivirus VI-2
(BAD32678); ACD-PV, Amasya cherry disease-associated partitivirus
(CAGT7604); CCRS-PV, Cherry chlorotic rusty spot-associated partitivirus
(YP138538); BCV1, Beet cryptic virus 1; VCV, Vicia cryptic virus (AAX39023);
WCCV1, White clover cryptic virus 1 (AAU14888); FcCV, Fragaria chiloensis
cryptic virus (YP001274391); RmCYV, Rosa multiflora cryptic virus (ABV89762);
RsCV2, Raphanus sativus cryptic virus 2 (ABB04855); PsPV, Pinus sylvestris
partitivirus (AAY51483); BCV3, Beet cryptic virus 3 (AAB27624); BCV2, Beet
cryptic virus 2; BrCV, Black raspberry cryptic virus (ABU55400); PCV1, Pepper
cryptic virus 1 (ABC96789); PpV, Pyrus pirifolia partitivirus (BAA34783). Az
egyes oszlopok folott taldlhaté szdmok megegyeznek RdRp motivumok szokdsos
jelolésével (Bruenn, 1993). Az aminosavak teljes egyezését sarga alapon piros
szinnel és az oszlop ald helyezett csillaggal jeloltik. A BCV1 RdRp motivum ami-
nosavaival mutatott részleges egyezést sziirke alapon kék szinnel jeloltiik.
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5.6.3. BCV1 dsRNS2 (CP) szekvencia meghatarozasa

A BCV1 dsRNSI1-gyel és az ebbdl levezetett fehérjével végzett szekvencia dsszehason-
litasok fényt deritettek a BCV1, VCV és WCCV1 virusok kozotti nagyfokd — é€s nem vart —
hasonldsdgra. Bar a putativ kopenyfehérjét kédolé dsRNS2-k kozotti hasonlésdg a VCV
(NC007242) és a WCCV1 (NC006276) esetében alacsonyabb volt, mint a dsSRNS1 szekven-
cidk hasonldsiga, a dsRNS2-bdl levezetett fehérjék aminosav Osszetétele igy is 65 %-ban
azonos. Munkahipotézisként feltételeztiik, hogy a nagyfoki hasonlésdg a BCV1 dsRNS2-nél
is fenndll, ezért az ismert VCV és WCCV1 dsRNS2 szekvencidk alapjan degeneralt primere-
ket terveztink a BCV1 dsRNS2 cDNS-szintéziséhez. Ehhez a homolég kopenyfehérje-
szekvencidkban megkerestiik azokat a régiokat, amelyek alkalmasak voltak a 18-20 nukleotid
hosszisagu primerek tervezéséhez. Ezt kovetden a szekvencia-régiok egyezését nukleinsav
szinten is ellendriztiik. Jellemz6en az aminosavakat kédold tripletek harmadik nukleotidjai
kozott taldltunk kiillonbségeket. Ilyenkor figyelembe vettiik ezen nukleotidok eldfordulasi
gyakorisagat a kétszikii novényekben (Murray és mtsai., 1989), és ennek alapjan valasztottuk
ki a degeneralt nukleotidot. Kizardlag olyan primereket terveztiink, szam szerint tizenharmat,

amelyekben maximum hiarom degeneralt nukleotid fordul el6 (8. tablazat).

A dsRNS2 molekula cDNS szintézisét a 8. tdblazatban bemutatott degeneralt primerek-
kel kezdtiik el. Ehhez a CF-11 oszlopkromatogréfidval tisztitott és DNéaz I és RNaz A enzi-
mekkel kezelt ~1700 bp nagysdgi dsRNS2 molekulat hasznaltuk templatként (17. dbra). Az
A306/2/1, A306/3/1, A307F/1/2, A307F/2/2, Zs12/3/4/1, Zs10/5/1, Zs10/2/1, Zs1/2/1,
Zs1/1/1, Zs12/2/11/1, Zs12/2/7/1, A301F/3/1, A301F/1/1, A307F/4/1 és A307F/3/2 klénok
(elhelyezkedésiiket Isd. a 24. dbran) szekvencidja alapjan harom rovid contigot (401 bp, 630
bp és 372 bp) tudtunk kialakitani. A klénok pontos elhelyezkedését a VCV és WCCV1
dsRNS2-vel végzett szekvencia Osszehasonlitasok segitségével allapitottuk meg. A hidnyzé
belsd régidkat (360 bp — 524 bp és 1154 bp — 1171 bp kozott) szekvencia specifikus prime-
rekkel (NP83-NP84 és NP85-NP86 primerparok) végzett RT-PCR-rel és a klénozott PCR
termékek szekvendldsdaval hatiaroztuk meg. Az eredményeket felhaszndlva létrehoztunk egy

1489 bp hosszisdgu egységes contigot.
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8. tablazat: A VCV és WCCV 1 kopenyfehérje szekvenciak alapjan tervezett degeneralt pri-
merek listdja.

Forward degeneralt primerek Reverz degeneralt primerek
VCV Cp 347 GCTI TAT CCC ATG TAC ACC GA VCV CP 356 ATG TAC ACC GAG CAA CGC CG
A P A L L E L M Y T E Q R R
WCCV1l CP 333 GCC TAC CCI ATG TAC ACC GA WCCV1l CP 342 ATG TAC ACC GAA CAA CGT CG
A P A L L E L M Y T E Q R R
NP70 5’ GCH TAY CCI ATG TAC ACC GA 3’ NP69 3’ TAC ATG TGG CTY GTT GCR GC 5’
VCV Cp 450 CAA CTT TAC ATC TCT GTA CT VCV CP 513 CTG TAC TGT GGA ATG TTA TG
Q L Y I S vV L S v L w N v M
WCCV1l CPp 486 CAG CTT TAC GTC TCT GIC CT WCCV1l CP 499 CTG TCC TIT GGA ATG TTA TG
Q L Y A% S vV L S v L w N v M
NP72 5’ CAR CTT TAC RTC TCT GTI CT 3’ NP71 3’ GAC AIG AVA CCT TAC AAT AC 5’
VCV Cp 641 GTC CCC TTC TTC CAA TCC IT VCV CP 673 T GGC CCT TTT GAC TGG ATA G
v P F F Q S L N G P F D W I G
WCCV1l CP 627 GTC CCC TTTI TTC CAA TCC CT WCCV1 CP 659 T GGC CCT TTT GAC TGG ATA G
v P F F Q S L N G P F D W I G
NP74 5’ GTC CCC TTY TTC CAA TCC YT 3’ NP73 3’ ACC GGG AAA ACT GAC CTA TC 5’
VCV Cp 779 CCC ATT CCT GCC ATC TTIG CT VCV CP 935 TGT GGC TCA CTT TTC ACC AC
P I P A L L I C G S L F T T
WCCV1l CP 762 CCC ATA CCT GCC ATC CIC CT WCCV1 CP 921 TGT GGC TCE CTG TTC AAC AC
P I P A L L I C G S L F T T
NP76 5’ CCC ATI CCT GCC ATC ¥TB CT 3’ NP75 3’ ACA CCG AGI GAI AAG TDG AG 5’
VCV Cp 1145 TTC AAT GGT TCEC GTT CCC CT VCV CP 1145 TTC AAT GGT TCC GTT CCC CT
F N G S v P L F N G S v P L
WCCV1l CP 1131 TTIC AAT GGT TCT GTA CCC CT WCCV1l CP 1131 TTC AAT GGT TCI GTA CCC CT
F N G S v P L F N G S v P L
NP78 5 TTC AAT GGT TCH GTI CCC CT 3/ NP77 37 AAG TTA CCA AGD CAI GGG GA 57
VCV Cp 1232 GTC CGC GAC TGG CTC TAT CC VCV CP 1361 CAA GCT GAA CAG TAC GCT AT
v R D W L Y P Q A E Q Y A I
WCCV1l CP 1218 GIC CGI GAC TGG CTC TAC CC WCCV1l CP 1347 CRA GCT GAA CAG TAT TCC AT
A R D W L Y P Q A E Q Y s I
NP80 5" GTC CGY GAC TGG CTC TAY CC 3'
NP79 37 GTT CGA CTT GTC ATR MGD TA 3’
VCV CP 1538 ATC GCT TCI CGC TAT CAC CA
I A S R Y H Q
WCCV1l CP 1524 ATC GCT TCC CGC TAC CAC CA
I A S R Y H Q
NP81 37 TAG CGA AGD GCG ATR GTG GT 5’

A végek korrekt meghatdrozasa sordn a cDNS szintézis templatja a 3’ végein adenilalt
dsRNS2 molekula volt. Az RT-PCR-hez oligo(dT) és szekvencia-specifikus primereket hasz-
naltunk (A331 [oligo(dT)-NP88] és A354 [oligo(dT)-NP97] jeloléssel). Az elvégzett kisérle-
tekbol az deriilt ki, hogy a dsRNS2 3’ vége 6nmagédban is adenildlt, ennek az ellendrzésére
Ujabb RT-PCR-t éallitottunk 6ssze oligo(dT) és szekvencia-specifikus primerekkel (A355
[oligo(dT)-NP88] jeloléssel). Az igy létrehozott A355/6 jelolésti klont is felhaszndltuk a

contig végleges kialakitdsaban.

A BCVI1 dsRNS2 teljes szekvencidjat huszontt egymadssal atfedd, fiiggetlen cDNS-
kl6nbdl hatdroztuk meg (24. dbra). A dsRNS1 szekvencia minden részletét legaldbb két egy-
mastol fiiggetlen klonnal erdsitettiik meg. Azokban az estetekben, ahol a parhuzamos klénok
szekvenciai eltértek egymastol (ez tizenkét nukleotid esetében fordult eld) tovabbi fiiggetlen

klénokat szekvendltattunk és haszndltunk fel a végleges nukleotid sorrend kialakitdsahoz.
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A3S55 clone6: 1504 » 1783
A331 clone2.1: 1504 » 1753
A331 clonel.1: 1504 » 1753
Beet cryptic virus 1 (RNA2): 1 » 1783
A307F clone4.1: 1262 » 1547
A307F clone3.2: 1262 » 1547
A329 clone2.1: 1063 » 1331
A329 clone1.1: 1063 » 1331
A301F clonei.1: 1 171'/» 1350
A301F clone3.1: 1191 » 1352
2Zs12.2 clone7.1: 526 » 1154 /
Zs12.2 clone11.1: 524 » 1154
Zs1 clone1.1: 803 » 1154
2Zs1 clone2.1: 803 » 1154

Zs10 clone2.1: 524 » 938

Zs10 cloneb.1: 524 » 938

Zs12.3 cloned.1: 524 » 864

A328A clone2.1: 404 » 584
A328A clone1.1: 404 » 584
A307F clone2.2: 297 » 459 )
A307A clone1.2: 294 » 460
A306 clone3.1: 58 » 359 }
A306 clone2.1: 58 » 359
A354K clone7.1: 1 » 353

A354K clone11.1: 1 » 353

24. abra: A BCV1 dsRNS2 szekvencidjanak meghatarozdsara szolgdl fuiggetlen cDNS-
klénok elhelyezkedése. A cDNS-klénok zomét a VCV és WCCV1 dsRNS2-bdl le-
vezetett degenerdlt primereket (8. tdbldzat) haszndlva nyertiik. A hidnyz6 360 bp —
524 bp és 1154 bp — 1171 bp régidkat BCV1-specifikus primerek, az 5’- illetve 3’-
végeket oligo(dT) primerek segitségével eldallitott klonokbdl hataroztuk meg. Az
abran a klon jelolésén kiviil a lefedett szekvencia régiot is megadtuk. JOl 1athato,
hogy minden levezetett szekvencia legaldbb két fiiggetlen kloén szekvencidjan ala-
pul és a klénok atfednek.

A BCV1 dsRNS2 1783 nt hosszisagu (25. abra), a molekulat felépité nukleotidok gua-
nin-citozin (GC) tartalma 50 %-os. A szekvencia szamit6gépes analizise sordn a dsSRNS2 po-
zitiv szélan egy nagy 1470 nt (ORF1) hosszisagu és két kisebb (ORF2: 163 - 444 nt, ORF3:
910 - 1104 nt) ORF-t azonositottunk. A negativ szdlon szintén két kisebb leolvasdsi keret
(ORF4: 608 - 799 nt, ORF5: 1188 - 1400 nt) talalhat6. Az ORF1 start kodonja, az AUG a
123-125, az UAG stop kodon pedig az 1590-1592 pozicidéban helyezkedik el (25. dbra). Az 5’
nem transzlalodé régié (5° UTR) 122 nukleotid hosszi és az 5’-GAU CAA AAG AGC AAC
AGC UC...-3’ szekvencia részlettel kezdddik. Itt is felfedezhetdk a partitivirusok 5° UTR-
jeire jellemzé CAA és CAAAA ismétlodd szekvencidk (Strauss és mitsai., 2000). Az
adenozinban és uracilban gazdag, 191 nt hosszisagd 3’ nem transzlalodo régié (3° UTR) az
ORF1-t kévetden helyezkedik el. A dsRNS2 molekuldt egy 27 nt hosszisdgi poliadenilalt
véget is tartalmazé szekvencia zarja. A BCV1 dsRNS2 szekvencidt a GenBank nemzetkozi

adatbdzisban EU489062 azonosité szimon helyeztiik el.
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1 GAUCAAAAGA UCAACAGCUC UUGUUCAAAG CUUUCUGUAA UCAAAAUAGA ACACAGAUCU CAGCUGCUCU GACUCAACUU GUUACCUACU
M E N N T P L A N P S G P! N V {d S A A A
91 CUAAGAUACU CAAUAUCGCC CCUCUCGAUA AGAUGGAAAA CAACACUCCU CUGGCUAACC CUAGCGGCCC CAAUGUACCC UCCGCUGCUG
*A P P T P A P P A | P Q A T P T ig G A V S Q P P A P P A R R S
181 CCCCCCCCAC CCCCGCCCCU CCGGCGAUAC CUCAGGCUAC CCCCACUCCC GGUGCUGUCU CUCAGCCCCC UGCCCCUCCU GCCCGCCGAA
‘S R T P R G P vV P Q A &P G S T S G A P A E L E L S A G L P M
271 GCCGUACUCC GCGUGGCCCU GUUCCCCAGG CUACUCCUGG CUCCACUUCU GGUGCCCCUG CUUUGCUGGA ACUCUCAGCC GGCCUUCCUA
‘MY T v P R R G VN T F V P DA Q M L F H V L G I ¢ D Q M ML
361 UGUACACUGU GCCCCGUCGC GGUGUUAACA CCUUUGUCCC UGAUGCUCAG AUGCUAUUCC AUGUCCUUGG AAUCUGUGAU CAAAUGAUGC
L & T D R F T R S § P A W | P | \ S Q L Y ] S \ L W M vV A I L
451 UUUCAACUGA UCGCUUUACG CGUUCAUCUC CUGCUUGGAU CCCCAUCGUC UCACAGCUUU ACAUCUCUGU ACUCUGGAUG GUUGCUAUCC
L RV F vV A S G Y G A L ¥ S S L | N D L | G H L R | D E C M I
541 UCAGAGUCUU UGUUGCCUCC GGUUACGGAG CACUCUACUC UUCUCUUAUC AAUGACCUCA UCGGUCACCU UCGUAUCGAU GAGUGCAUGA
-1 P G B L VvV P F F Q S L G A vV C G P Y E W I G D | \ A A F P D
631 UUCCCGGACC UCUGGUCCCG UUUUUCCAAU CUCUUGGUGC CGUUUGCGGC CCAUAUGAAU GGAUUGGCGA CAUCGUCGCU GCAUUCCCUG
‘D F L L L W D A E N F C P T A D L A R T (9 P Y P A I M L B QL
721 ACUUCUUGAC UCUUUGGGAC GCAGAAAACU UCUGCCCCAC UGCUGACCUU GCCAGGACCU GCCCCGUCCC CGCCAUCAUG CUUGACCAAC
L W ¥ F AT W T I P A E Q | L Y T N F Q W Y R N | F S L G L G
811 UUCACUAUUU UGCUACCUGG ACCAUUCCUG CUGAACAAAU UCUCUACACC AACUUUCAAU GGUAUAGAAA CAUCUUCAGU UUAGGCCUUG
‘A G N AN N R I G P QL €C G S L Y S P R A Q V D S A R A FW
901 GCGCUGGCAA UGCAAACAAC AGAAUUGGUC CUCAACUUUG CGGCUCUCUU UACUCACCCA GAGCGCAGGU UGAUUCCGCC CGUGCCUUUU
‘W N A A L S S G T R T N A A E A N G A F Y T Y A Q L L G F I
991 GGAACGCUGC ACUCUCUUCU GGUAUCACCA GGACUAAUGC UGCCGAAGCC AAUGGCGCUU UCUACACUUA UGCCCAACUG CUUGGAUUUA
1§ Q N G T L QL D W F Q Q V A V VM Q K Y T Q Y F N G S TP
1081 UCAGUCAGAA UGGAACUCUC CAACUAGACU GGUUUCAACA GGUUGCCGUU GUCAUGCAGA AGUACACACA GUACUUCAAU GGCUCCACAC
‘P L K S ) S T I G | G AV A \ | G A P T P D P A T R D W F Y P
1171 CCCUUAARAUC CAUAUCAACU AUUGGCAUCG GAGCCGUCGC UGUCAUCGGC GCUCCGACCC CCGACCCUGC UACUAGGGAU UGGUUCUACC
‘P A A T G | E P F L C 8 R F A P R R E | P N T L G M | F S8 H A
1261 CUGCUGCCAC UGGUAUUGAA CCGUUCCUUU GCAGCCGCUU CGCCCCAAGA AGAGAAAUCC CGAAUACUCU CGGUAUGAUC UUCUCCCAUG
‘A D H E L E E Q A E Q Y A | E T H T N | R W S P S VvV v A Q N A
1351 CUGACCAUGA ACUCGAGGAA CAAGCAGAAC AAUAUGCUAU CCUCACCCAU ACCAACAUCC GUUGGUCUCC UUCCGUGGUC GCUCAAAAUG
AW T A vV N D G A S R N G D Y w I M M N D4 R F S T R | S L KT
1441 CGUGGACCGC UGUCAAUGAC GGCGCGUCUC GCAAUGGUGA CUAUUGGAUC AUGAUGAACU ACCGUUUUUC AACGCGUAUU UCACUCAAGA
4 Q F A Q VvV I A S R W H Q Q A A N R V D % T V i P L L I S S P
1531 CCCAGUUUGC UCAAGUGAUA GCCUCACGUU AUCAUCAACA AGCAGCAAAC CGCGUUGACU AGACUGUCAC GCCUUUGCUA AUUUCGUCGC
‘P S 8§ L L F A A F L | R
1621 CCUCCUCACU GCUUUUUGCA GCCUUUCUGA UCAGAUAGGG UUUUUUUUUG UUUAAUCUCA UUUCUAUUUA AAUUUCACCU CCUUCAGAAU
1711 CUCCUUUUAU AGGGGAAUUC GUUUCGUUUU GUUUUGACGU UCGAAGAAAA AAAAAAAAGA AAAAAAAAAA AAA

25. abra: A BCV1 dsRNS2 pozitiv szdlanak nukleotid szekvencidja és az ebbdl levezetett
fehérje szekvencia. A BCV1 dsRNS2 1783 nt, amelyen egy nagyobb, 1470 nt hosz-
szusdgu nyilt leolvasdsi keret (ORF1) azonosithatd. Az ORF1 489 aminosavat ké-
dol és az 5’ ill. 3’ nem transzlal6do régidk hatdroljak.

5.6.4. A putativ kopenyfehérje (CP) jellemzése

5.6.4.1. In silico analizis

A BCV1 dsRNS2 pozitiv szdlan azonositott, 1470 nt hosszisaga nyilt leolvasési keret
(ORF1) 489 aminosavbdl all6 fehérjét kédol, melynek a szamitott molekulamérete 53,4 kDa.
Ez a protein az NCBI adatbdzisban taldlhat6 szekvencidk koziil a Partitiviridae csaldd virusa-
inak putativ kdpenyfehérjéivel mutatja a legnagyobb hasonldsigot, bar ez a hasonldsig az
RdRp-nél megfigyelt értékeknél mindenképpen kisebb mértékii. Varakozasainknak megfele-
I6en a hasonldsdg ugyanazokndl a virusokndl a legnagyobb, amelyeknél mar a dsSRNS1-nél is
kiemelkedden nagy hasonldsdgot figyeltiink meg. Az Alphacryptovirus nemzetségbe tartozd
WCCV1 kopenyfehérjével (YPO86755) 69,6 %-os hasonldsagot, a VCV CP-vel (YP272125)
pedig 65,6 %-o0s hasonlésagot allapitottunk meg. A szekvencidk dsszehasonlitdsa sordn mind-

0ssze négy esetben figyelhetd meg aminosav folytonossagi hidny (26. dbra). Annak ellenére
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tehat, hogy a BCV1, VCV és WCCV1 putativ kopenyfehérjéi kozotti hasonldsag alacso-
nyabb, mint az RdRp szekvencidk hasonldsdga, a VCV és WCCV1 dsRNS2 szekvencidk
alapjan tervezett degenerdlt primereket mégis sikeresen tudtuk alkalmazni a BCV1 dsRNS2

cDNS-szintézise soran.

Mintegy 36 %-os a hasonlésdg figyelhetdé meg a Partitivirus nemzetségbe sorolt
Amasya cherry disease-associated partitivirus (YP138536) és Cherry chlorotic rusty spot-
associated partitivirus (CAH03669) kopenyfehérjéjével is. A VCV és WCCV1 mellett csak
egy tovabbi kriptovirus, a Raphanus sativus cryptic virus 1 kopenyfehérjéjével (ABA46819)
mutathat6 ki viszonylag nagyobb, 31,8 %-os hasonlésdag. A WCCV1, VCV, ACD-PV, CCRS-
PV és RsCV1 virusok kopenyfehérjéiben tobb olyan konzervalt aminosav régiét is leirtak
(Chen és mtsai., 2006b), amelyek a tobbi kriptikus virus kopenyfehérjéjében nem vagy csak
részlegesen mutathatok ki (26. dbra). A WCCV1, VCV, ACD-PV, CCRS-PV és RsCV1 viru-
sok alkotta csoportba a BCV1 kopenyfehérjéje is kivdloan beleillik, ugyanis tartalmazza az
erre a virus csoportra jellemzO konzervalt aminosav szakaszokat, ilyenek példdul a
26ySQLYISVL'¥,  "MIPGPLVPFFQSLG'’, ¥*VMQKYTQYFNGSTPL*® és a
HSAEQYAI* régick. Az is érdekes, hogy a konzervélt régidkban féként konzervativ amino-
sav szubsztiticiok torténnek, gyakoriak példdul a leucin — izoleucin vagy a glicin — alanin —

szerin cserék.

Az Alphacryptovirus nemzetség tobbi virusdnak kopenyfehérjéivel joval alacsonyabb
hasonl6sag allapithaté meg; Beet cryptic virus 2 dsRNSl-el: 21,3 %; Raphanus sativus
cryptic virus 2 dsRNS2-vel (ABB04856): 19,0 %; Raphanus sativus cryptic virus 2 dsSRNS3-
mal (ABB04857): 16,8 %.

BCV1 CP (1)  MENNTPLANPSGENVPSA-AAPPTPAPPAIPQATPTPGAVSQPPAPPAR-RSRTPRGPVPQATPGSTSG-
WCCV1 CP (1)  MNQDTPLANLNGPEVPSG-NVPPANPPGRTNVAPPAQGAVQQPPAPAAR-RARNPHGPVPPAGPSRSAG-
VCV CP (1)  MEAHTPAADVNGENIPSG-AVSQPEIAPHNQAAPNVSGAAQAIIAPTPA-RKRTPHGPIPAATSSGNTS-
ACDPV CP (1)  —-MSAPATTGSTTSTAAV-PATEQTAPATVAAPPTAPATDVKYVAPAKKQKSFAPREPTASSAGPKNPG-
CCRSPV CP (1)  --MSAPATTGSTTSTASV-PATEQTAPASVAVPPTAPATDVKYVAPAKKQKSFAPREPTATSGGPKNPG-
RsCV1 CP (1)  MAHRTPTNAPALEQVDGINPNLPPNDPGTVAAAPNARNLHLEREQEARQDRAAAAFVENTRFAVRRPTIR
RsCV2 CP1 (1)  ——————— MAFESKTSASESTVNKDAAP----APSSASVKSPVKPSSSGLGRAKTETPHLPASNYEIPRYT
RsCV2 CP2 (1)  --MDIAQTDADKAAGKRGATVPPEGEP-—--AAKTMRFSDAIVPAGPSKDASTVATAALPKDLIQWPIER
BCV1 CP (68) —————————— APALLELSAGLBMYTVPRRGVNTFVPDACMLEHVLGICDOMML STDRETRS SPAWIPIVS
WCCV1 CP (68) —————————- APAMLELSAAYPMYTEQRRAPNY YVPDAQLLEHTLGVCDOLMT TTDRELRSMPSWLPIVS
VCV CP (68) —————————- APALLELAAAYPMYTEQRRSFNFFIPDSQMMEHSLGICDSMMNSTDRELRS SPAWLPIVS
ACDPV CP (67) =—————————— LSMMLSGVSDLPFFGIKHNDISYVVPDTTQLE YVLSIMDTOMVRTKRE TDANPDWHPFVS
CCRSPV CP (67) —————————- LSMMLSGVSDLPFFGIKHNDVSYVVPDTTQLE YVLSIMDTOMARTKRETDANEDWHPEVS
RsCV1 CP (71) PSPAHSAPDLETALFDSAVNHPPTPVSYPSTSSYIPNFTSAEYYLNKMDSLMVQTLNWINNCSGWVEPYS
RsCV2 CP1 (60) R-————————— DTQPVVGNKNYEF SLRMDGRLGHSMDRSKTARPEVNCSLNRANFHEGVLK—————————~
RsCV2 CP2 (55) ——————————— LATQVN-QVFLDTE IQNGEGGYEVPDDOIVPTLRVYEINVTNLRNAFR——————————~
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BCV1 CP

WCCV1 CP
VCV CP

ACDPV CP
CCRSPV CP
RsCV1l CP
RsCV2 CP1
RsCV2 CP2

BCV1 CP

WCCV1 CP
VCV CP

ACDPV CP
CCRSPV CP
RsCV1l CP
RsCV2 CP1
RsCV2 CP2

BCV1 CP

WCCV1 CP
VCV CP

ACDPV CP
CCRSPV CP
RsCV1l CP
RsCV2 CP1
RsCV2 CP2

BCV1 CP

WCCV1 CP
VCV CP

ACDPV CP
CCRSPV CP
RsCV1l CP
RsCV2 CP1
RsCV2 CP2

BCV1 CP

WCCV1 CP
VCV CP

ACDPV CP
CCRSPV CP
RsCV1l CP
RsCV2 CP1
RsCV2 CP2

BCV1 CP

WCCV1 CP
VCV CP

ACDPV CP
CCRSPV CP
RsCV1l CP
RsCV2 CP1
RsCV2 CP2

128) QLYISVLWMVAILRVFVASGYGALYSSLINDLIG---HLRIDECMIPGPLVPFFQSLGAVCGRY-EWIGD
128) QLYVSVLWNVMILKVYVNTGYGAAYAHDLDVLLN---HLQINECMIPGPLVPFFQOSLAAVNGPF-DWIGD
128) QLYISVLWNVMIIRILSHTGYAPSFTDLLNTLTT---DLQIEECMVPGPLVPFFQSLASTNGPF-DWIGD
127) QLYIAVLFYYQVLKNQSHGGMITNDQRLFVEFLDS--QFKAEHLKIPGPIAIFFQOSLAANAGPN-ENFGN
127) QLYIAVLFYYQVLKNQTHGGMISNDQRLFVDFLDT--QFKAEHLKIPGPIAIFFQSLAANAGPN-ENFGN
141) QIYISMLLYLQVMRAMKKAGVLRPNSELSHLFNEMSTIFPFESLMVPGPLVNLFENITAFRPLQTDSFGN

194) IVAAFPDFLTLWDAENFCPTADLARTCPVPAIMLDQLHYFATWTIPAEQIL-YTNFQWYRNIESLGLGAG
194) IIPAMPSFTELWTDE-FAPHAAYARQIPIPAILLDOLYRFATLAFDAQLQTNYATFEWYSNIENQDVNTH
194) ITPALPGFDSLWDATNFTPHASYTRFVPIPAILLDQLYYCATYVGVNQGDL-YPTFTWYRNIFTRTGANT
194) LVFGIPNAHDINCTS-FLWQDKVHTILPNVIFILDQFMRLISLISPVNSGPVQANASHTDTIVYTTIFGAP
194) LVFGIPNAHDISCTS-YLWQDKVHTILPNVIFILDQFMRLISLISPVNSGPVQANASHTDTIVYITIFGAP
211) VIPFLPAEPGWSNATFFAPNGSLVRHLPHIPALISRLRRICETASENGLNDISFSAHHHGPEFISELFGH

164) —————————- PNEASKFLTKPKVPDHFEIPTPFAFAISQLGVVEVSSLSRRMICYPTADLADASNHLVG—
157) ——=——————— YTHKGRETDQPTYTKDVELPLPFAVAIDGIGMFRTSAMSTR--FNVVPVYPENTKNEG——
263) NANNRIGPQLCGSLYSPRAQVDSARAFWNAALSSGITRTNAAEANG-—-———=—=—=— AFYTYAQLLGFEFIS
263) NARLRLGPQLCGSLFTTQAQCDSARAFWNPAFANGFTRIDAANG-———————————— PLMAFPQLLGFIS
263) PALLRMGPNLCGSLFTTSNQFDAARTYWRACFGTGFTRVNVTAA-——————=—=—=— AFTNYLQLLGLRS

264) ASKDEATRFAMLTPSARSDFQTTVGLLNGLATSSNVWRNTLPFANDGDSQYVISDDDDTLDLDQVFGERG
264) ASKDEATRFAMLTPSARSDFQTTVGLLNGLSTSSNVWRNTLPFANDGDSQYVITEDDELLDLDQVFGERG

275) ICDNDLPEQULLLTPGLATSYSGTLYLWRQAR-SQLQRSLFPEA-———-————————— LTVNDVVPNTWT
220) ———mmmmm NKRNWSQTAYAEAVRYAKYLGMSFS—————————m e T
219) ———-R-————————m SHDSINFLEYKSYLAYFAEIGIBTR-———————————————————————— T

322) Q--NGTLQLDWFQQOVAVVMOKYTQYFNGSTPLKSISTIGIGAVAVIGAPTPDPATRDWFYPAATGIEPFL
320) Q--DGALQSNWFMHISLIMHKYAQYFNGSVPLKSISPVGIGASVIYGTPLEDTNVRDWLYPAAAAIAPFR
320) Q--TGEPQTAWFQNVTMVMOKYAQHFNGSVPLKSIDLTGIGAVALTGTPVNNTAVRDWLYPPNANIEPET
334) IGNHADRPYGWFAQVIRVMOPYSDFFKDTVSLGSVTTTGTGISYVRTKYVATRONKNILVHAVTTRKVRY
334) IGPYADRPYGWFAQVIRVMOPYSDFFKDTVSLGSVTTTGTGISYIRTKYVDTKQONKNILVHAVTTRKVRY
246) SFLCLDNDDSWFSPLAAMMNKYCQYWHGSAPLSSIPADGSAAGSMICNELNGSSIYRLAQWTAPIMDPPA
246) VDLDIKVGSSWWLFKPDVTDGLLSIRCPLPEDNYTLAGATVFMLFYHDVGSDPAIDLENIDSLGNDDYGS
239) IDTRVIPGNAWWTYRTSYDGDVYDLKINFPPLHFNDHLANLAIMFLGNSGADRNNASIITTKTDDQDYGW

390) CSRFAPRREIPNTLGMI-—FSHADHELEEQAEQYAILTHTNIRWSPSVVAQNAWTAVNDGASRNGDYWIM
388) STRFLPRRELPATLAVR--FAHADHEIEEQAEQYSILCHTNMKWYVNNATQONNHTAIEGNYIHQGEYWNE
388) TGRENPRREIPAQLRIR—-FSHSDHELELQAEQYAIAAHTNIRWAANIATQHERTAINPAHLHQGDYWNM
404) QTGSTLRYDIPEFTGITTIHLHSEEFLDLVTEQAGILTQLNSDWTDINKDVTDTSNPDFKSTHVGPIFSI
404) QTGSTLRYHIPEFTGITTIHLHAEEFLDLVTEQAGILTQLNSDWTDINKDVTIDTSGPDYTSTHVGPIFSI

401) DEDAPPVIAEPGYYYPN----PNPVLIFDARTCIEDISSAHMFSAMTFHPNLIPYGANRANFLKGQFHNC
316) FIRNPR-—-————————————— DGFN---ASSYYATSSEGTDEMNKS SA-————————=———————————
316) YVKDIR---—- E-mm——————— GEQ--—-~— ARAFAALCOWDPRYWNEKNNV———————————————————

458) MNYRFST-RISLKTQFAQVIASRYHQQAANRVD-
457) TPFRYSP-PVSLKTQFAQVIASRYHQQAANRAE-
457) TPFRHTG-HLGLKTQYAQLIASRYHQLAANRVD-
474) PDSRRTS-QYNVSNTIAPLISGYYHTPSALRFE-
474) PDSGRTS-QYKVSNTIAPLISGYYHTPSALRFE-
466) HPPSYSAPAHQVYPAVSALIAREYHSETNLSSDK
,) —_ —_———
,) —_ —_———

26. abra: Beet cryptic virus 1, Vicia cryptic virus (YP272125), White clover cryptic virus 1

(YPO86755), Amasya cherry disease-associated partitivirus (YP138536), Cherry
chlorotic rusty spot-associated partitivirus (CAH03669), Raphanus sativus cryptic
virus 1 (ABA46819) és Raphanus sativus cryptic virus 2 (ABB04856 és
ABBO04857) kopenyfehérjék osszehasonlitd analizise. Az aminosavak teljes egye-
z&sét sdrga alapon piros szinnel, a részleges egyezést sziirke alapon kék szinnel, a
kémiailag hasonlé aminosavakat, pedig z6ld betiiszinnel jeloltiik.
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5.6.4.2. BCV1 kopenyfehérje tomegspektrometrids analizise

Annak bizonyitasara, hogy a BCV1 dsRNS2 valéban a képenyfehérjét kddolja, analizal-
tuk a BCV1 virionokban el6fordulé fehérjéket (27. dbra). A vizsgalatokat a BVCI1 és BCV2
virusokndl egyidejlileg végeztiik el, és kozos abran mutatjuk be, de a BCV2-re vonatkozé
eredmények értékelésére késobb, az 5.7.2. fejezetben térek ki. Az izoldlt virionokat denaturald
12,5 %-os SDS-PAA gélre vittiik fel, majd Coomassie festéssel kimutattuk a benniik el6for-
dul6 fehérjéket (27. abra). A gélbdl kivagott fehérjéket tomegspektrometrids analizisnek ve-
tettiik ald, hogy ily médon bizonyossédgot szerezziink arrél, hogy a cDNS ORF1 szekvencidja-
bdl levezetett putativ kopenyfehérje valoban a virionban lokalizdlédik. Az MALDI-TOF és
LC-MS/MS vizsgilatokat Hunyadi-Gulyas Eva, MTA Szegedi Biolégiai Kozpont végezte el.
A virionban el6fordulé fehérjék reaktivitdsat BCV1-, ill. BCV2-specifikus poliklondlis szé-

rummal is megvizsgaltuk.

- 15 kDa

N oW BURr B S ‘3‘ i

27. abra: A BCV1 és BCV2 virionok fehérjemintazata. A: 12,5 %-os Laemmli gél, CBB
G250-nel festve. 1, 2 és 3 - BCV1 mintdk; 4 - BCV1 és BCV2 virionokat egyiitte-
sen tartartalmazoé minta, 5 és 6 - BCV2 mintdk. B: A virionban el6fordulé fehérjék
reaktivitisa BCV1-, ill. BCV2-specifikus poliklondlis szérummal. (A szérum
Thomas Kiihne, BBA Aschersleben nagylelkii ajandéka.) A mintdk szdmozdsa
megegyezik az A dbrdn megadottal. a, Kimutatds BCV2-specifikus ellenanyaggal;
b, Kimutatas BCV 1-specifikus ellenanyaggal.

A BCV1 virionokban egy domindns virionfehérje jelenik meg ~55 kDa koriili molekula-
tomeggel, ami j6 egyezést mutat a dSRNS2 ORF1-bdl levezetett 53,4 kDa molekulatomeggel

(27. abra, 1-4 sav), ez a molekula BCV 1-specifikus antiszérummal is erds reakciot mutatott.
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A MALDI-TOF és LC-MS/MS analizisek alapjan egyértelmiien megallapithatd, hogy ez a
fehérje az ORF1-bdl levezetett szekvencidnak felel meg kiemelkedden jo, 32,5 %-os szekven-
cia lefedettség (28.A 4bra) mellett. A meghatarozott peptid szekvencidk a fehérje kiilonb6z6
részeirdl szarmaznak, tehat feltehetéen a teljes molekula jelen van a virionban. A 27. 4bra 3.
savjaban kiilonosen jol lathat6, hogy gyengébben festddd fehérjék is el6fordulnak a virion
preparatumokban. Koziiliik kiillonosen érdekesnek taldltuk a ~38 kDa latszélagos molekula-
tomegli, a BCV2 kopenyfehérjéinél kevéssel nagyobb proteint, ami a BCV1-specifikus
antiszérummal is er0s reakciot mutatott (28.B dbra). A tomegspektrometrids analizis szerint
ez a fehérje az eredeti CP proteolitikus hasitdsabol szarmazik (12 % szekvencia lefedettség).

Az erés immunreakci6 alapjan feltételezziik, hogy ez a szekvenciarégio, ill. immunodominéns

epitopjai a virion felszinén exponéltan helyezkednek el.
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IGDIVAAFPD
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FVPDAQMLEH
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IGDIVAAFPD
EQILYTNEFQW
NAALSSGITR
YTQYENGSTP
SREFAPRREIP
WTAVNDGASR

28. abra: BCV1 kopenyfehérje tomegspektrometrids analizise sordn azonositott peptidek. A,
Az ~55 kDa kopenyfehérje LC-MS/MS analizis alapjdn meghatarozott peptidjei
32,5 %-ban fedik le a dsSRNS1 nukleinsav szekvencidabdl (ORF1) levezetett prote-
int. B, A ~38 kDa fehérje MALDI-TOF analizis alapjdn azonositott
peptidszekvencidi 12 %-ban fedik le a dsRNS1 nukleinsav szekvencidb6l (ORF1)
levezetett proteinszekvenciat. A vizsgalt és a levezetett peptidek kozotti egyezést
piros kiemeléssel jeloltiik.

Eredményeink alapjan egyértelmiien megéllapithatjuk, hogy a dsRNS2 a viralis kdpeny-

fehérjét kodolja. Ezzel az irodalomban, elsd izben mutattuk ki kozvetleniil, hogy a cDNS-
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szekvencidbol levezetett putativ kopenyfehérje ténylegesen jelen van a virionban, s6t a BCV1

esetében annak {6, feltehetdleg egyetlen épitdeleme.

5.6.5. BCV1 dsRNS1 és dsRNS2 5’ és 3’ nem transzlaléodé régidinak analizise

A BCV1 dsRNSI és -2 5°, illetve 3’ nem kddol6 végeinek analizisét kiilonosen fontos-
nak tartottuk, mivel ezek a régidk teszik lehetévé az RdRp 4ltal torténd specifikus felismerést,
s szerkezetiiknek egyben garantdlnia kell a korrekt iniciaciot és terminacidt. A virusok nem
transzlalodo szekvencidinak Osszehasonlitidsa segitséget nytjthat a replikdz altal torténd fel-
ismerés szerkezeti jegyeinek azonositdsdhoz, és alkalmas lehet a kiillonb6z6 kriptikus virusok

kozott fenndlld hasonldsdg vizsgalatara is.

5.6.5.1. Az 5’ nem transzlalodé régidok

A BCV1 dsRNSI és dsRNS2 5’ nem transzldlédoé régiéi (5° UTR) a hosszu nyilt leolva-
sasi keretek elott helyezkednek el €s 93, ill. 122 nukleotid hosszisdguak. Kozottik rendkiviil
nagy mértékii hasonldsig figyelhetd meg, az UTR-ek mintegy 80 %-ban azonosak egymadssal.
A szekvencia 0sszehasonlitds sordn tobb konzervalt motivumot tudtunk azonositani (29. ab-
ra), beleértve az 5’ termindlis GAUCAAAAGA szekvencia motivumot, amely a BCV1
dsRNS-ek mellett megtaldlhaté a VCV dsRNS1 ill. -2 nem kédold szekvencidiban is (Blawid
és mtsai., 2007).

5'BCV1 (RNAl) 1 GAUCAAAAGAGUAACAGCUCUUGCCCAUA-UUUUUCAAGAUCAAAAUAGAAAUUGAAUCUUAGCUGCUCUA

5’VCV (RNAL) 1 GAUCAAAAGAGUAACAGCUCUUGC-CACG-CUUUUCGCAAUCAAAAUAGAACACGAAUCUCAGCUGCUCUA
5'WCCV1 (RNAl) 1 ——————————————————— CUUGUACACA-CUUUUUGCAAUCAAAAUAGAACGCAAAUCUUGACUGCUCUA
5'BCV1 (RNA2) 1 GAUCAAAAGAUCAACAGCUCUUGUUCAAAGCUUUCUGUAAUCAAAAUAGAACACAGAUCUCAGCUGCUCUG
5’VCV (RNA2) 1 GAUCAAAAGAGUAACAGUCCUUGUACCAA-CUUUUCACAAUCAAAAUAGAACGCGAAUCUUGACUGCUCUA
5'WCCV1 (RNA2) 1 ————————————————— GUUUUAACUUAAGCUUUUCGUAAUCAAAAUAGAACGCGAAUCUCAACUGCUCUA
* K * Kk Kk * Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok * Kk Kk K * Kk ok ok ok ok ok

5’BCV1 (RNAl) 72 CCUCAACUUGUUACCUACUCUAA
5’VCV (RNA1) 71 CCUCAACUUUUUACUUACUCUAC
5’WCCV1 (RNAl) 53 CCUCAACUUAAUACCUACUCUAC
5’BCV1 (RNA2) 72 ACUCAACUUGUUACCUACUCUAAGAUACUCAAUAUCGCCCCUCUCGAUAAG
5’VCV (RNA2) 71 CCUCAACUUUUUACUUACUUUAACGUUGUUU--AUCAACCGUCCCUCUCA-
5'WCCV1 (RNA2) 55 CCUCAACUUUUUACCUACUCUACCGCUAACU-UAGCCGCCCUACCCACAAG

Kk Kk ok k kKK *kkKk KkKhkkk kK

29. abra: Beet cryptic virus 1, Vicia cryptic virus és White clover cryptic virus 1 5’ nem
transzlal6do régidinak (UTR) Osszehasonlité analizise. Az nukleotidok teljes egye-
z€sét sarga alapon piros szinnel és az oszlop ald helyezett csillaggal, a részleges
egyezést sziirke alapon kék szinnel jeloltiikk. A partitivirusok 5° UTR-jére jellemzo
CAA és CAAAA ismétlddd szekvencidkat aldhuzott karakterekkel emeltiik ki.

A 29. abran szerepl6 valamennyi 5° UTR-ben azonosithatok a CAA és CAAAA ismét-

16d6 szekvencidk, melyek meglétét mar szadmos partitivirus jellemzésénél leirtdk (Strauss és
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mtsai., 2000; Coutts és mtsai., 2004). Az 29. dbrdn bemutatott mindhdrom virus 5° UTR régi-
dja szembetiinden nagyfoki megegyezést mutat, a WCCV1 dsRNS1 és -2 5° régidiban feltii-
nd rovidiilés feltehetdleg annak tudhaté be, hogy a szekvencidk nem teljesek (Blawid és

mtsai., 2007).

5.6.5.2. A 3’ nem transzlalodo régid

A BCV1 dsRNSI1 és dsRNS2 3’ nem transzlalédé régidi (3° UTR) a hosszu nyilt le-
olvasdsi keretek utdn helyezkednek el és 64, ill. 191 nukleotid hossztsdgiiak. Mind a két ter-
mindlis szekvencia uracilban gazdag, és a 3’ UTR teljes hosszdban CUUU, GUUU és AUUU
ismétlddd szekvencia-motivumok azonosithatok (30. dbra). Mindkét dsRNS molekuldt egy
22, ill. 27 nt hosszisdgd adenildlt véget is tartalmazd szekvencia zdrja le, hasonldan a
Partitviridae csalad mas, eddig megismert tagjaihoz (Chen és mtsai., 2006b; Blawid és mtsai.,
2007; Coutts és mtsai., 2004). Az eddig emlitett tulajdonsdgokon kiviil, a dsRNS1 és -2 3’

nem transzlalédé szekvencidi kozott nem figyelheté meg hasonlésag.

A

3/BCV1 (RNAl) 1941 UAAAA-GCCGAUCGCCUUUGUUUGUUU-----— UAAAGAAAA-AAAAAAAAAAAAAAAAACAAAUCAAUUU
3’VCV (RNA1) 1940 UAAA—-GCCGAUCG-CUUUGUUUGUUUCUUUUUAAUUAAAAUAAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAU
3'/WCCV1 (RNA1l) 1922 UAAAAAGCCGAUCG-CUUUGUUUGUUUCUUUUUU-——=—=——————————————————————— —— ——— ——

* Kk kK KhkkKkKhKhKhKh KAk hkrkAkAKKKK *

3’/BCV1 (RNALl) 2006 GUCC
3’VCV (RNA1) 2010 uGccc
3’WCCV1 (RNAL) -

B

3’BCV1 (RNAZ2) 1592 GACUGUCACGCCUUUGCUAAUUUCGUCGCCCUC-CUCACU--GCU---UUUU-GCAGCCUUUCUGAUCA
3’VCV (RNA2) 1583 CAACCUCCUGACCUAG--AACGUCAAUAAACUU-CUAAUUUUGCUAUCUUUG-AUAGUUAUUCUGAUCA
3'WCCV1 (RNA2) 1569 UUCC-UCCGACCUUUG---AUGUCGUUAAUCUCACCAAUUUUGCUGCCUAAGUGCAGUUAAUCUGAUCA

* % * Kk K * ** * % * * x * ok k * * % KAk KKK KKK

3/BCV1 (RNA2) 1654 GAUAGGGUUUUUUUUUGUUUAAUCUCAUUUCUAUUUAAAUUUCACCUCCUUCAGAAUCUCCUUUUAUAG

3’VCV (RNA2) 1648 GA-AUAGUUUUUUGUUUUUU--UCCAACUCCCAACUUAGUUUUCUUUAAUACAAAUUUUUAUCCUCUCU
3'/WCCV1 (RNA2) 1634 GA-UUGGAUUUUUUUUGUUUUAACUUUCUUUUAAUCAACUUUA---UCCUUUUAAUUCUGACCUAUUAU
* Kk Kk kkkkk kK kkk * * * * Kk kK * * * kK *

37BCV1 (RNA2) 1723 GEGAAUUCGUUUCGUUUUGUUUUGACGUUCGAAGAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAA -~~~
3/VCV (RNA2) 1714 GACAUUUUGUU-CGCCCAAAGUAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGAAAAAAAAGUU
3'WCCV1 RNA2 1699 CECOUCUUGCG= === —mmmm = m m e e e

* *

30. abra: Beet cryptic virus 1, Vicia cryptic virus és White clover cryptic virus 1 3’ nem-
transzlal6dé régidinak Osszehasonlitd analizise. Az nukleotidok teljes egyezését
sarga alapon piros szinnel és az oszlop ald helyezett csillaggal, a részleges egyezést
sziirke alapon kék szinnel jeloltik. A CUUU, GUUU és AUUU ismétl6do szekven-
cidkat aldhuzott karakterekkel emeltiik ki.

Az is érdekes, hogy a BCV1 dsRNS1 3° UTR-je sokkal inkdabb hasonlé a WCCV1
dsRNS1-hez (75,9 %-ban azonos nukleinsavak épitik fel) és a VCV dsRNA1-hez (79,7 %
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azonossag) (30.A dbra), mint a BCV1 dsRNS2 a WCCV1 dsRNS2-hoz (57,5 % azonossag)
vagy a VCV dsRNA2-hoz (54,6 % azonossag) (30.B dbra).

Lathaté tehat, hogy Beet cryptic virus 1, Vicia cryptic virus és White clover cryptic virus
1 virusok kozotti hasonlésdg nemcsak a fehérjét kédolé genom szegmensekre terjed ki, ha-
nem az 5’ és 3’ nem transzldlodé régidk esetén is szembetling. Kiilonosen az RNS-fiiggd
RNS-polimeraz altal torténd specifikus felismerést biztosité 5° UTR-ek mutatnak kiemelke-
déen nagymértéki egyezését. A 3° UTR-ek a dsRNS1 genom szegmenseknél ugyancsak ha-
sonléak, azonban a dsSRNS2 esetében a kiilonbdz6 gazdaszervezetekben nagyobb variabilitast

mutatnak.
5.7. Beet cryptic virus 2 molekularis jellemzése

5.7.1. BCV2 dsRNS1 (CP1) szekvencia meghatarozasa

A BCV2 virus cDNS-ének klénozasiat nem ismert fajtdji cukorrépa levélbdl izolalt
dsRNS templattal kezdtiik el. A dsRNS-t CF-11 kromatografiaval tisztitottuk és DNaz I, va-
lamint RNaz A enzimekkel kezeltiik magas s6 koncentracioji oldatban. A BCV2 virus ge-
nomjat alkoté dsRNS molekuldk 1%-os agaréz gélben az elektroforézist kovetéen nagyon
kozel helyezkednek el egymdshoz, igy gélelicioval nem valaszthatok el, ezért a cDNS-
szintézist a genomi dsRNS-ek egyiittes jelenlétében végeztiik. A kezdeti cDNS szintézishez
random hexamer primereket (UNRH) hasznédltunk (Choi és mtsai., 1999). A kapott cDNS
terméket PCR segitségével felsokszoroztuk, szintén UN-primereket hasznilva. A mér felsok-
szorozott terméket EcoRI restrikciés endonukledzzal emésztettiilk és pGEM-7Zf (+) vektorba
ligdltuk, a konstrukciot E. coli JM 109 kompetens sejtekbe transzformdltuk. A
transzformansokat a ,,blue-white” teszt alapjan eldszelektaltuk, majd az inzertek meglétét ko-
I6nia-PCR-rel, M13 for és M13 rev primerekkel, vizsgdltuk. A legnagyobb méretii inzertet
tartalmazd plazmidokat megszekvenaltattuk. A kisérleteknek egy részét Natalya Eniinlii PhD-

hallgat6 végezte, az 6 munkdjabdl szarmaznak az N-jelti klénok.

A szekvencidkbodl a VectorNTI program segitségével harom cDNS-contigot alakitottunk
ki, amelyek hirom kiilonbdz6 genomi dsRNS molekulét reprezentdlnak (dsRNSI1, -2 és -3).
Az egyik cDNS-contig (dsRNS1), amelyet az N1 és N18 klonok egyiittesen alkotnak, 815 bp
hosszisdgu volt. Az N12, N42 és N37 klonokbdl 968 bp hosszisdgu contigot tudtunk kialaki-
tani (dsRNS2). Az N13, N17, N23 N27, N28, és N32 klénok szekvencia homolégok voltak,
és egy 711 bp hosszisagi cDNS molekula (dsRNS3) képezhetd beldliik.
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A dsRNS1 molekula hidnyzé részeinek meghatdrozasdhoz Beta vulgaris cv. "Mars’ no-
vényekbdl izoldlt BCV2 dsRNS molekuldkat haszndltunk (17. dbra). A cDNS-szintézishez
kezdetben UNRH, a molekula 5° végénél pedig reverz, ill. a 3° végnél forward orientéacidji
szekvencia-specifikus primereket alkalmaztunk. A molekula végeinek pontos meghatarozasat
a BCV1-nél bevélt médon, azaz a dsRNS 3’ végére rovid adenozin véget szintetizdlva végez-
tik el. A rovid szekvencia elemekbdl levezetett dsRNS1 szekvencidjanak ellendrzéséhez a
teljes molekulat két részletben is felsokszoroztuk az NP89-NP9O illetve NP91-NP92 primer
parokkal (klon jelolése: A343 €s A343), majd szekvenaltattuk.

A327 clone5.1: 1194 » 1599
A327 clone4.6: 1194 » 1599
A344F clone1.1: 812 » 1575
Beet Cryptic Virus 2 dsRNA1: 1 » 1598

A289 clone1.1: 1103 » 1344

A253C clone8: 946 » 1357
A253C clonel.1: 946 » 1242
N1:305 » 1120
N18:533 » 1117
A152 clone4: 577 » 1081
A343 clone2.1: 100 » 863
A1 clone 38: 158 » 399
A124 clone 2: 91 » 399
A294 clone4.2: 1 » 222

A294 clone2.1: 1 » 222

31. abra: A BCV2 dsRNS1 szekvencidjanak meghatarozdsara szolgdld fiiggetlen cDNS-
klénok elhelyezkedése a kodold szdlon. A cDNS-klénok zémét UNRH random
primereket haszndlva nyertiik. Az 5’- illetve 3’-végeket oligo(dT) primerek segitsé-
gével elddllitott klonokbdl hatdroztuk meg. Az dbrédn a klon jeldlése mellett a lefe-
dett szekvencia régiot is megadtuk. Minden levezetett szekvencia legaldbb két fiig-
getlen klon szekvencidjan alapul és a klénok egymadssal atfednek.

A BCV2 dsRNS1 végso teljes szekvencidjat tizennégy egymassal atfedo, fiiggetlen
cDNS-kl6nbdl hatdroztuk meg. A dsRNS1 szekvencia minden részletét legaldbb két egymas-
tol fiiggetlen klénnal erdsitettiik meg (31. dbra). Azokban az estetekben, ahol a parhuzamos
klénok szekvencidi eltértek egymastdl (ez tizennyolc nukleotid esetében fordult eld) tovabbi

fiiggetlen kldnokat szekvendltattunk és hasznaltunk fel a végleges nukleotid sorrend kialakit-

sahoz.
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A BCV2 dsRNS1 1598 nt hossziisdga (32. dbra), a molekula guanin-citozin (GC) tar-
talma 44 %-o0s. A szekvencia szdmitogépes analizise sordn a dsRNS1 pozitiv szdldn egy nagy,
1281 nt (ORF1) hosszisagi ORF-t azonositottunk. A pozitiv szdlon egy kisebb putativ leol-
vasasi keret is (ORF2: 999 nt - 1274 nt) taldlhat6. Az ORF1 start kodonja, az AUG a 113-115,
az UAG stop kodon pedig az 1391-1393 pozicidban helyezkedik el (32. dbra), a kédolt fehérje
426 aminosavbdl all, szamitott molekulamérete 49,1 kDa (34. dbra). Az 5° nem transzlal6dé
régié (5° UTR) 112 nt hosszi és az 5’-AGA ATT ATA CCC...-3’ szekvencia részlettel kez-
dodik. A 205 nt hosszisagu 3’ nem transzlalédoé régié (3° UTR) az ORF1-t kovetden helyez-
kedik el. A dsRNS1 molekulat nem zarja adenilalt vég.

1 AGAAUUAUCA UCUUAGUCUU GCGAUAAUUC AGUUAAGACU AAGAAGUAAU CUUAAUUUAC CUAUUAACGC UUUAUUGUUU CGUACAAUAC

M T G P T Q A H L | E A g S F T G L N R D E L-

91 UACCCAUAGC GCGACAAUCA UAAUGACUGG ACCCACACAG GCCCACCUCA UCGAAGCGAC AAGUUUCACG GGACUCAACC GUGACGAGCU
‘LD S I V D A L Q E E N Q I G T F R D R P K A Y R R Y \ H V R-

181 CGACAGCAUC GUGGACGCCU UACAAGAGGA GAACCAAAUU GGUACCUUUC GUGACAGGCC AAAAGCCUAC AGGCGAUAUG UUCACGUACG
‘RS Q E L F D R L S E L Y A D L F T S N W S A F K H A ¥ | T E-

271 CUCUCAGGAG CUCUUUGAUC GGCUAAGCGA ACUCUAUGCC GAUUUAUUUA CAAGUAAUUG GUCUGCUUUC AAGCAUGCCU AUAUUACAGA
~E P! T G R E D A N S | S T K A S F M A Q C Y L T A W F w D T Q-

361 GCCAACUGGC CGUGAAGAUG CAAACAGCAU CUCAACGAAA GCCUCUUUCA UGGCUCAAUG UUAUUUGACC GCGUGGUUCU GGGACACGCA
‘QyY C I R E S \ R K L S G T A Y N Q H F i E D L N L | S P K Y-

451 AUACUGCAUA CGCGAAAGCG UAAGAAAGUU GUCAGGCACU GCCUACAACC AGCAUUUCAC AGAGGACCUC AACCUCAUCU CCCCUAAGUA
‘YD P F L Q H L N M \ | R P T L | H Q S T E D T LY | P L LG

541 UGAUCCAUUC UUACAACACC UGAACAUGGU CAUAAGACCC ACUCUCAUCC ACCAAUCCAC AGAAGAUACA CUCUAUAUCC CACUGCUUGG
GQ T F N Y N E D A Y N F L N L Q G C G T E | R Q VvV Y A ! T D

631 ACAAACGUUU AACUACAACG AGGAUGCUUA UAACUUUCUC AAUCUCCAAG GCUGCGGCAC CGAAAUCCGC CAAGUUUAUG CCAUAACAGA
DV M D S R R ik E W S T | P L A T N vV L G R A S W L L D F K Q-

721 UGUUAUGGAC AGCAGACGCA CAGAAUGGUC AACAAUACCA CUCGCCACCA ACGUACUGGG ACGAGCUAGC UGGCUACUCG ACUUCAAGCA
‘QG N A Y A W F P F E S N F T E L D L Vv A P Y I L G | P C T P-

811 AGGCAACGCC UAUGCUUGGU UUCCGUUUGA AUCCAACUUU ACUGAGCUAG ACUUAGUAGC ACCUUACAUU CUUGGAAUAC CCUGCACUCC
‘PR L G P R D E D H Y Q H W T H N D P P L S T D G N | 1 L N P-
901 AAGACUGGGA CCCCGAGACG AAGACCACUA CCAGCACUGG ACCCACAAUG AUCCCCCUCU AAGCACAGAU GGCAAUAUCA UUUUGAAUCC
‘P L A Y V. R S S E R K E F G N A E Y R T M E Y N S Y T Q N F E-
991 GCUGGCAUAU GUACGUUCGU CUGAACGCAA AUUCUUUGGC AAUGCUGAGU ACAGAACAAU GGAAUAUAAC AGCUACACAC AAAACUUUGA
‘EAY M P R V T T S T Q A K N K R K K D A A P E Q L S by G Q G-
1081 AGCUUAUAUG CCAAGAGUUA CUACCUCAAC ACAAGCGAAG AACAAGCGCA AGAAAGAUGC UGCACCAGAG CAGUUAUCUA CCGGACAAGG

‘GD G S S S s$ K D A E M S8 T E E S E A P P P P K I P R P R Q I
1171 AGAUGGAUCA UCAUCAUCGA AAGAUGCUGA GAUGUCUACU GAAGAAUCAG AAGCUCCACC ACCGCCGAAG AUUCCAAGAC CAAGACAAAU
IH Q F R L | D W Vv Y H S R \ | L G A D K A M Q R R A L W D F
1261 CCAUCAAUUC AGAUUGAUCG ACUGGGUUUA CCACUCAAGA GUAAUCCUAG GAGCUGACAA AGCUAUGCAA CGACGUGCCC UUUGGGACUU
“F ol H A G A T P S H Q P R P

1351 CAUUCAUGCU GGAGCAACUC CAAGUCAUCA ACCAAGGCCU UAGUUUAUUU GUUUUAUAUU UUAAUUAAAU GUAAUGAACA AUGCAACUUU

1441 UGGUUUAUUU AUCAGAAUUU UCAGUUUGAU GUUUAACUUA UCAUUGUUAU UUAUCACAGU AUCUAACACA CUGGUAGCUA ACCGCACUGA

1531 UGARACAGAUA AAGGGCAGCA GGCAUGUACA CCCACAGGAA AUUCCUGAGG GACUAUACAG CCCUGUCU

32. abra: A BCV2 dsRNS1 1598 nt hossziisagu, és egy nagy, 1281 nt hosszusagu nyilt leol-
vasasi keret (ORF1) azonosithat6 rajta. Az ORF1 426 aminosavat kédol és 112 nt
hosszisagi 5, ill. 205 nt hosszusagd 3’ nem transzlal6do régidk szegélyezik.

5.7.2. BCV2 dsRNS3 (CP2) szekvencia meghatarozasa

A BCV?2 esetében - az irodalmi adatok (Natsuaki és mtsai., 1986), valamint a sajat ki-
sérleti eredményeink (17. dbra) alapjan - azt vartuk, hogy a genom két dsRNS molekulabol
all, és csak a genom klonozas és szekvendldsa kozben deriilt fényt arra, hogy a BCV2

genomjat valdjdban harom szegmens épiti fel.
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A BCV2 dsRNS3 molekula 711 bp hosszisdgu szekvencia részletét Natalya Eniinli
UNRH random primerrel hatarozta meg (Isd. 5.7.1 fejezet). Az N13, N17, N23 N27, N28 és
N32 klénok dltal kodolt szekvencia jésdgat, Beta vulgaris cv. ’Mars’ novényekbdl izolalt
dsRNS templdton az NP98 és NP99 primerparral ellendriztiik. Az ily médon amplifikalt A365
jelolésti, 556 bp hosszusagi cDNS teljesen egészében megegyezett a random primerekkel
felsokszorozott klonokbdl kialakitott contiggal. A hidnyz6 részeket ebben az esetben is

oligo(dT) és szekvencia-specifikus primerek segitségével hatiroztuk meg.

A BCV2 dsRNS3 teljes szekvencidjat tizennégy egymdssal atfedo, fiiggetlen cDNS-
kl6nbdl hatdroztuk meg (33. dbra). A dsRNS3 szekvencia minden részletét legaldbb két egy-
mastol fliggetlen klonnal erdsitettiik meg. Azokban az estetekben, ahol a parhuzamos klénok
szekvenciai eltértek egymastol (ez tizenkét nukleotid esetében fordult eld) tovabbi fiiggetlen

klénokat szekvendltattunk és haszndltunk fel a végleges nukleotid sorrend kialakitdsahoz.

A372 clone5.1F: 1017 » 1522
A372 clone2.1: 1017 » 1522
A372 clone3.1F: 1017 » 1522
A372 clone1.1: 1017 » 1522
BCV2 dsRNS3: 1 » 1522
N23: 510 » 1203
N17:510 » 1203
N6: 510 » 1203
N13:510 » 1203
A356K clone2: 611 » 1167
A359K clonet: 197 » 610
A359K clone2.1: 197 » 610 .
A375 clone8.4: 1 » 610
A375 clone7.1: 1 » 610

A361F clone7.1F: 1 » 610

33. abra: A BCV2 dsRNS3 szekvencidjanak meghatdrozasara szolgdlo fiiggetlen cDNS-
klénok elhelyezkedése a kédold szdlon. A belsé cDNS-klénokat UNRH random
primereket haszndlva nyertiik. Az 5’- illetve 3’-végeket oligo(dT) primerek segit-
ségével eldallitott klonokbdl hatdroztuk meg. Az dbran a kldn jelolése mellett a le-
fedett szekvencia régiét is megadtuk. Minden levezetett szekvencia legalabb két
fiiggetlen klon szekvencidjan alapul €s a klonok egymadssal atfednek.

A BCV2 dsRNS3 1522 nt hossziisagu (34. dbra), a molekulét felépité nukleotidok gua-
nin-citozin (GC) tartalma 44 %-os. A szekvencia szdmitogépes analizise sordn a dsSRNS3 po-
zitiv szalan egy nagy 1182 nt (ORF1) hosszisdgii ORF-t azonositottunk. A negativ szdlon két
kisebb leolvasasi keret (ORF2: 331 - 546 nt, ORF3: 1215 - 1367 nt) taldlhat6. Az ORF1 start
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kodonja, az AUG a 127-129, az UAA stop kodon pedig az 1306-1308 nt poziciéban helyez-
kedik el. Az ORF]1 éltal kodolt fehérje 393 aminosavbdl éll, melynek szdmitott molekulamé-
rete 45 kDa (34. dbra). Az 5’ nem transzlalédé régié (5’ UTR) 126 nukleotid hosszi és az 5°-
AGA ATT ATA CCC...-3’ szekvencia részlettel kezdddik. A dsRNS3 molekuldt nem zarja

adenilalt vég.

AGAAUUUCAC CUUAGUCUCA GAAAUUCUUU

ACAGAGACUA AGACGUGUUA AAUUAUUUUA

CCCAUCACAG CUAUAUAACU UCCAACUUCA

M A P N D E L A

A N L Q G L K R P A

91 ACCCUACACC GAAGAAAGAC UUUACUUUCC CAUUCAAUGG CACCGAAUGA CGAACUUGCU GCAAACCUUC AAGGACUCAA ACGUCCUGCU
L D E | vV H Y L E D R N Q | G | S H D K N L S Y N R T C V L
181 CUUGACGAAA UAGUGCAUUA UCUUGAGGAC CGUAAUCAAA UCGGUAUAUC UCACGAUAAG AACUUGUCCU ACAAUAGGAC GUGUGUACUA
L T N E L H A R L \ T L Y T N L F T T S W R H F K S A V R K
271 CUCACCAAUG AGUUACAUGC CAGGCUCGUG ACUCUUUACA CGAACCUCUU CACCACUUCA UGGCGACACU UUAAAAGUGC CGUUCGUAAG
E M P R T E A N P Q R W L A N C Y | T A W F W D L Q A S I Q
361 GAAAUGCCCC GCACUGAAGC CAAUCCACAA CGCUGGCUGG CCAACUGCUA CAUAACUGCA UGGUUUUGGG AUCUCCAAGC CUCCAUCCAA
E A T K T L S G K | Y Q D Y F R D N | H P I L D R Y D P F L
451 GAAGCCACCA AGACCUUGUC UGGUAAGAUU UACCAAGACU ACUUCCGAGA UAACAUCCAC CCCAUCUUGG ACCGUUAUGA UCCUUUCCUC
Q H L N T | | K P T H | v N AT E D Vv L Y F P | | S A D Y R
541 CAACAUCUCA ACACCAUUAU CAAGCCAACU CACAUUGUUA AUGCAACUGA AGAUGUCCUC UACUUCCCCA UCAUUUCAGC CGACUACAGA
R A D A D M N I H R | T G A F T R P N \ vV M D L vV s L M D D
631 CGUGCUGAUG CUGACAUGAA UAUCCAUCGC AUUACUGGUG CAUUCACCCG CCCAAAUGUG GUUAUGGAUC UAGUUUCACU GAUGGACGAC
P N § G W § T vV P L N T N \ F G R P G w L L D Y D G T D A Y
721 CCAAACUCCG GUUGGUCCAC AGUACCUUUA AACACAAAUG UGUUUGGCCG CCCAGGCUGG CUACUAGACU AUGACGGAAC CGAUGCUUAU
A W F P M E N N Y N M C D L | A P H | L A T P C T A K L G
811 GCUUGGUUUC CUAUGGAGAA CAAUUACAAU AUGUGCGAUC UAAUCGCCCC UCACAUUCUC GCUACGCCCU GCACAGCGAA AUUAGGCAUA
Y D A D I W Q@ N C P G N | P | T A T T A R T A R R E S E R R
901 UAUGACGCUG AUAUUUGGCA AAAUUGCCCA GGCAAUAUAC UAACAGC GCU AGAACCGCUC GACGUGAAUC CGAACGCCGU
F Y G S A E T R T | E Q R N Y T \ N F P E L L K P R D T G A
991 UUCUACGGAU CUGCAGAAAC CAGAACAAUU GAGCAGAG ACUACACUGU CAAUUUUCCU GAGCUUCUAA AGCCAAGAGA CACCGGAGCA
R A L \ T T T Q R A S T S G S Vv B P T T G A Q P E P E T P T
1081 CGGGCUCUAG UCACCACCAC CCAGAGAGCU UCAACUUCUG GGUCUGUUGA ACCGACGACA GGUGCUCAAC CAGAACCUGA GACACCAACU
F Q | T F R Q F R | L D Y C Y L A K Vv | H K S8 N S Q M I N K
1171 UUUCAGAUAA CAUUUCGACA AUUUCGCAUU CUCGAUUACU GCUAUCUAGC GAAGGUCAUC CACAAGUCUA AUUCCCAGAU GAUCAACAAG
A L R N F | Q K G A 8 K K T E
1261 GCACUCCGCA ACUUCAUCCA GAAGGGAGCC UCCAAGAAGA CCGAGUAACU AAUGUAAUAA AUUAGAUUAG UUAAAACUCU GUCAUAUUUU
1351 GUGAACAUUU UGACCAUUUU GUGAACAUUU UGACCUACUU UUAUCAAUGA AAGUUUUAUU UCAAGAAUUU GUGUGUUUAA CUACCCACUG
1441 CUUGUUGCUU UCUGCAUAAA AGGGCAGCAG GCAUAAGARA CCCAUUAGAU UAAUUUCUAA CAGGACUCUU AUGGCCCAUG CC

34. abra: A BCV2 dsRNS3 pozitiv szdlanak nukleotid sorrendje és az ebbdl levezetett fehérje
szekvencia. A BCV2 dsRNS3 1522 nt, amelyen egy nagyobb, 1182 nt hosszisagu
nyilt leolvasasi keret (ORF1) azonosithatd. Az ORFI1-t 393 aminosavat kédol és az
5’ ill. 3’ nem transzl4l6d6 régidk hatéroljdk.

5.7.3. A putativ viralis kopenyfehérjék (CP1 és CP2) jellemzése

A BCV?2 virionokban két domindns fehérje sdvot azonositottunk: ~36 illetve ~33 kDa
koriili molekulatomeggel. Ezek mellett néhdny kisebb, 15 kDa-nél kisebb méretii fehérje is
megfigyelhetd volt a Coomassie-val festett 12,5 %-os SDS-PAA gélen (27.A ébra). A fehér-
jék reaktivitasdit BCV1-, ill. BCV2-specifikus poliklondlis szérummal vizsgaltuk (27.B 4bra).
A BCV2-specifikus ellenanyag mindkét nagyobb molekulatomegii proteinnel erds reakciot
mutatott, emellett megjelent egy szintén erds immunreaktivitast mutaté fehérjesav is a ~15

kDa mérettartomanyban.
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A gélbdl kivagott fehérjék tomegspektrometrids analizise (MALDI-TOF és LC-MS/MS
analizisek) alapjan egyértelmiilen megdllapithat6, hogy a BCV2 nagyobbik (~36 kDa) kdpeny-
fehérjéjét a dsSRNS1 ORF1 kodolja (30 % lefedettség, 35. dbra). Ebbdl a fehérjébdl szarmazik
a ~15 kDa molekulatomegli, alacsonyabb koncentriciéban megjelend és erds
immunreaktivitdst mutatd fehérjesav is (18 %-os lefedettség), amelyet proteolitikus bomlas-
terméknek tekintiink (36. dbra), mivel a meghatarozott peptid szekvencidk csak a fehérje C-

termindlis régidjabdl szarmaznak.

1
51
101
151
201
251
301
351
401

MTGPTQAHLI
HVRSQELFDR
AQCYLTAWEW
NMVIRPTLIH
ITDVMDSRRT
LVAPYILGIP
ERKFFGNAEY
GQOGDGSSSSK
ADKAMQRRAL

EATSFTGLNR
LSELYADLFT
DTQYCIRESV
QSTEDTLYIP
EWSTIPLATN
CTPRLGPRDE
RTMEYNSYTQ
DAEMSTEESE
WDFIHAGATP

DELDSIVDAL
SNWSAFKHAY
RKLSGTAYNQ
LLGQTFNYNE
VLGRASWLLD
DHYQHWTHND
NFEAYMPRVT
APPPPKIPRP
SHQPRP

QEENQIGTFEFR
ITEPTGREDA
HFTEDLNLIS
DAYNFLNLQG
FKOGNAYAWF
PPLSTDGNITI
TSTQAKNKRK
RQIHQFRLID

DRPKAYRRYV
NSISTKASEFM
PKYDPFLQHL
CGTEIRQVYA
PFESNFTELD
LNPLAYVRSS
KDAAPEQLST
WVYHSRVILG

35. abra: A ~36 kDa kopenyfehérje (CP1) tomegspektrometrids analizise. Az LC-MS/MS
analizis alapjdn az azonositott fehérje szegmensek 30 %-ban fedik le a dsRNS1
nukleinsav szekvencidbdl (ORF1) levezetett proteint. A vizsgdlt és a levezetett

peptidek kozotti egyezést piros kiemeléssel jeloltiik.

1
51
101
151
201
251
301
351
401

MTGPTQAHLI
HVRSQELFDR
AQCYLTAWEW
NMVIRPTLIH
ITDVMDSRRT
LVAPYILGIP
ERKFFGNAEY

EATSFTGLNR
LSELYADLFT
DTQYCIRESV
QSTEDTLYIP
EWSTIPLATN
CTPRLGPRDE
RTMEYNSYTQ

DELDSIVDAL
SNWSAFKHAY
RKLSGTAYNQ
LLGQTENYNE
VLGRASWLLD
DHYQHWTHND
NFEAYMPRVT

QEENQIGTFRD
ITEPTGREDAN
HFTEDLNLISP
DAYNFLNLQGC
FKOGNAYAWE'P
PPLSTDGNIIL
TSTQAKNKRKK

RPKAYRRYV
SISTKASFM
KYDPFLQHL
GTEIRQVYA
FESNFTELD
NPLAYVRSS
DAAPEQLST

GQGDGSSSSK

DAEMSTEESE

APPPPKIPRP

ROIHQOFRLIDW

VYHSRVILG

ADKAMORRAL

WDFIHAGATP

SHQPRP

36. abra: A ~15 kDa fehérje tomegspektrometrids analizise. Az LC-MS/MS analizist koveto-
en az azonositott fehérje szegmensek 18 %-ban fedik le a dSRNS1 nukleinsav szek-
vencidbol (ORF1) levezetett proteint. A vizsgalt és a levezetett peptidek kozotti
egyezést pirossal emeltiik ki. Az abran aldhdzassal jeloltem azt a C-termindlis vé-
gen taldlhat6, 15 kDa szdmitott molekula tomegl szekvencia részletet, ami a nagy-
foku lefedettség miatt valdszinlileg kiadja az LC-MS/MS analizis sordn vizsgalt
~15 kDa fehérje szekvencidjat.

A virionokban el6fordulé masik kopenyfehérjét (~33 kDa) a dsRNS3 kddolja, az azono-
sitott protein szekvencidk 35 %-ban fedik le az ORF1 4ltal kodolt fehérjét (37. dbra).
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1
51
101
151
201
251
301
351

MAPNDELAAN
NELHARLVTL
WDLQASIQEA
VNATEDVLYF
SGWSTVPLNT
PCTAKLGIYD
RNYTVNFPEL
ITFRQFRILD

LOGLKRPALD
YTNLFTTSWR
TKTLSGKIYQ
PIISADYRRA
NVFGRPGWLL
ADIWQONCPGN
LKPRDTGARA
YCYLAKVIHK

EIVHYLEDRN
HEFKSAVRKEM
DYFRDNIHPI
DADMNIHRIT
DYDGTDAYAW
IPITATTART
LVITTQRAST
SNSQMINKAL

QIGISHDKNL
PRTEANPQRW
LDRYDPFLQH
GAFTRPNVVM
FPMENNYNMC
ARRESERRFY
SGSGEPTTGA
RNFIQKGASK

SYNRTCVLLT
LANCYITAWF
LNTIIKPTHI
DLVSLMDDPN
DLIAPHILAT
GSAETRTIEQ
QPEPETPTEQ
KTE

37. abra: A ~33 kDa becsiilt méretii kopenyfehérje (CP2) tomegspektrometrids analizise. Az
LC-MS/MS analizist kovetden az azonositott fehérje szegmensek 35 %-ban fedik le
a dsRNS3 nukleinsav szekvencidjabol (ORF1) levezetett proteint. A vizsgélt és a
levezetett peptidek kozotti egyezést piros kiemeléssel jeloltiik.

5.7.4. BCV2 dsRNS2 (RdRp) szekvencia meghatarozasa

A BCV2 dsRNS2 szegmensének elsd, 968 bp hossziisagu szekvencia részletét random
primerekkel hatdroztuk meg (Isd. 5.7.1 fejezet). A tovabbi kisérletek sordn ezeket a klénokat
(N12, N42 és N37) felhasznaltuk a nukleotid sorrend ellendrzésére szolgdlé primerek (NP41-
tol NP46-ig) tervezéséhez, de teljes hosszisagu contig kialakitdsaban nem. A teljes szekven-
ciat az el6zoekben mar leirt stratégiat alkalmazva hatdroztuk meg. A révid szekvencia ele-
mekbdl kialakitott komplett cDNS-szekvencia helyességének ellendrzéséhez kisérletet tettiink
a teljes dsRNS2 molekula amplifikdldsara is. Az NP52 és NP94 primerekkel 1462 nt hosszu-
sagli PCR terméket vartunk, azonban mivel az NP94 primer egy 8 nt-nyi egyezés kovetkezté-
ben aspecifikusan is kotddni képes, rovidebb amplifikdcids terméket kaptunk (A348/2/1).
Emellett a dsRNS2 szalat két részletben is felsokszoroztuk (A346 [NP52-NP93] és A347
[NP45-NP94] szakaszok).

A BCV2 dsRNS2 teljes szekvencidjit tizenhat egymdssal atfedd, fiiggetlen cDNS-
klénbdl hataroztuk meg. A dsRNS2 szekvencia minden részletét legalabb két egymastdl fiig-
getlen klénnal erdsitettiik meg (38. dbra). Azokban az estetekben, ahol a parhuzamos klénok
szekvenciai eltértek egymastdl (ez tiz nukleotid esetében fordult eld) tovabbi fiiggetlen

klénokat szekvendltattunk és haszndltunk fel a végleges nukleotid sorrend kialakitdsahoz.
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A313.2 cloned. 1: 1358 » 1575
A313.2 clone3.1: 1378 » 1575
A295 cloned.1: 1358 » 1575
Beet Cryptic Virus 2 RdRp: 1 » 1575
A347 clone3.1: 734 » 1527
A247 clone2.1: 1071 » 1535
A216A clone 8: 1094 » 1557
A347 clone1.1: 734 » 1383
A348 clone2.1: 65 » 1342
A232 clone2: 734 » 1160
A231 clone2: 434 » 807
A346 clone7.1: 65 » 763
A230 clone2: 191 » 551
A320.2 clone2.6: 1 » 250
4
A320.2 clone1.1: 1 » 250
4

A246 clone1.1: 38 » 230

A200 clone13: 11 » 170

38. abra: A BCV2 dsRNS2 szekvencidjanak meghatarozdsara szolgdld fiiggetlen cDNS-
klénok elhelyezkedése az RdRp-t kédold szdlon. A cDNS-klénok zomét random
hexamer és BCV2 dsRNS2-specifikus primereket hasznélva nyertiik. Az 5’-, illetve
3’-végeket oligo(dT) primerek segitségével eldallitott klénokbdl hatdroztuk meg.
Az abrén a klon jelolése mellett a lefedett szekvencia régidkat is megadtuk. Minden
levezetett szekvencia legalabb két fiiggetlen klon szekvencidjan alapul és a klénok
atfednek.

A BCV2 dsRNS2 1575 nt hosszisagi (39. abra), a molekula GC-tartalma 43 %-o0s. A
szekvencia szamitogépes analizise sordan a dsRNS2 pozitiv szdldn egy nagy, 1428 nt hosszu-
sagli ORF-t (ORF1) azonositottunk. A negativ szalon két kisebb leolvasasi keret (ORF2: 478 -
705 nt, ORF3: 708 - 986 nt) taldlhat6. Az azonositott ORF1 start kodonja, az AUG a 100-102,
az UAG stop kodon pedig az 1525-1527 poziciéban helyezkedik el (39. dbra). Az 5’ nem
transzlalodo régio (5 UTR) 99 nukleotid hosszi és az 5’-AGA ATT ATA CCC...-3° szek-
vencia részlettel kezdédik. A 48 nt hosszisagu 3’ nem transzlalodo régié (3° UTR) az ORF1-t

kovetden helyezkedik el. A dsRNS2 molekulat nem zérja adenilalt vég.
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1

AGARUUAUAC CCUAGCUUUC UAGAAAGACG

GGAGUCAUAG UGARAGCGCU AGGGUAAGAU

UUACUACUAA UUUUAUUCGU CCUACGUGUU

M R T | N N Y

o R S F T E D L E

g T D ¥ T H P H v v

91 ACUUCAAACA UGAGGACAAU CAACAACUAC GAGUAUACAA GUUUCACCGA AGAUCUCGAG GAGACAGAUU AUACUCACCC ACACGUGGUC
R R D P E V T Y E D T F A K K E L L S R Y P A L Y E N L I R
181 AGGAGAGAUC CUGAAGUUAC CUAUGAAGAC ACCUUCGCAA AGAAGGAGUU GUUAAGCAGG UAUCCAGCAC UGUAUGAAAA UUUARUCCGU
G W 8 R S Y ¥ T 6 @ E H L R A I M @ Y A T P N T N F § E C V
271 GGAUGGUCAA GAAGCUAUUA CACUGGACAA GAGCACUUGC GUGCGAUCAU GCAGUAUGCC ACACCAAAUA CUAACUUUAG UGAAUGUGUC
Q H A ¥ T K A I T K v T E s L H § L P : § vV R A F N Vv L E E L
361 CAACACGCUU AUACCAAAGC GAUCACUAAA GUGACAGAAAR GUUUACAUAG CCUUCCAACU GUGAGGGCAU UCAAUGUUCU GGAAGAGUUA
DL P ¥ E § § 8§ § A G Y T ¥ R G V K G P O H G E N H M Q A
451 GAUCUCAUUC CAUAUGAAUC GUCAUCAUCG GCGGGCUAUA CGUAUAGAGG CGUUAAAGGU CCACAACAUG GUGAAAAUCA UAUGCAAGCG
| K T A K A V L W s V | K D D G E G | E H Vv | o T Y v P D V
541 AUCAAAACAG CCAAGGCAGU ACUUUGGUCC GUCAUAAAAG ACGACGGAGA AGGUAUCGAA CACGUCAUUG ACACUUAUGU GCCAGACGUA
i s R T Q L T D L R E K M K v R G Vv W G R A F H Y I L L E
631 GGCUAUACGA GARACUCAGCU UACUGAUCUU CGAGAGAAGA UGARAGGUUAG AGGAGUAUGG GGAAGAGCGU UUCAUUACAU UCUUCUAGAA
G T 8 A A P L L E A F A N § N T F F H I G K D P T V 8 V P Y
721 GGAACUUCAG CGGCACCGCU ACUUGAGGCC UUCGCAAACU CARAAUACAUU CUUCCAUAUU GGARAAGACC CAACAGUUAG CGUACCAUAU
L 1 8 ¥ T K G Q A P W L T A 1 D W Q A F D AT \d S R F E 1 N
811 CUAAUUUCGU ACACCAAAGG ACAAGCUCCA UGGUUAACGG CAAUUGACUG GCAAGCAUUU GAUGCUACAG UUAGCAGAUU CGAAAUAAAC
A A F D 1 1 K S K 1 T F P N L E T E Q A o E I S R Q L F 1 H
901 GCAGCCUUUG AUAUAAUCAA GAGCAAGAUU ACGUUUCCAA ACCUGGAAAC AGAGCAAGCG UUCGAAAUCU CAAGACAACU GUUCAUCCAU
K K L A A P N G K | Y R | H K G | P 8§ G 8§ Y F T s | | G 5 V
991 AAGAAGCUGG CAGCGCCAAA CGGAAAGAUA UACAGGAUAC ACAAAGGUAU CCCAUCAGGG AGUUAUUUCA CAUCAAUUAU CGGAUCAGUC
¥ N R L R I E Y L W N L K F N R G P K V G E T Q G D D s L 1
1081 GUGAAUAGAU UGAGAAUUGA AUAUUUAUGG AACCUCAAAU UCAACAGAGG ACCAARAGUA UGUUUCACUC AAGGCGACGA CUCGCUAAUA
G bD D E L Y S P M D M A A F ¥V K P L N W F I N T 8§ K § M T §
1171 GGAGAUGACG AACUGUACAG CCCAAUGGAC AUGGCGGCAU UUGUUAAACC ACUGAACUGG UUUAUAAACA CAUCAAAGUC AAUGACUUCG
K Vv P E A | T F L G R §$ § L G G L N Q R D L K R G L R LoLo
1261 AAAGUGCCAG AAGCCAUAAC GUUCUUGGGA CGGUCAAGUU UAGGCGGCUU AAAUCAACGU GAUUUAAAGC GUUGCCUCCG UUUACUAAUA
L * E ¥ P Vv T s G D | 5 A F R A N S 1 w R D S G s T S a 1 L
1351 UUACCAGAGU ACCCGGUUAC AUCUGGCGAU AUAUCAGCAU UCAGGGCUAA CUCAAUCUGG AGAGAUUCUG GUUCAACAAG CCAAAUCCUU
H E | A N A L R R K Y G | A K E Q@ D V P R Y L R P W K A
1441 CAUGAGAUAG CARACGCACU UCGACGAAAG UAUGGAAUUG CUAAAGAGCA GGACGUACCA AGGUAUCUCA GACCCUGGAA AGCCUARAUCA
1531 GCAUCCAUAC CUCAAUCGGG GGGGAAGGUU CCAAUGGAAC CCUCU

39. abra: A BCV2 dsRNS2 1575 nt hosszusagu, és egy nagy, 1428 nt nyilt leolvasasi keretet
(ORF1) tartalmaz. Az ORF1 475 aminosavat kédol és az 5° (99 nt), ill. 3° (48 nt)

nem transzlal6do régiok szegélyezik.

5.7.5. Putativ RNS-fiiggé RNS-polimeraz (RdRp) jellemzése

A BCV2 dsRNS2 nagy nyilt leolvasasi kerete (ORF1) 475 aminosavbél 4ll6 putativ fe-
hérjét kédol, melynek szamitott molekulatomege 54,2 kDa. Ez a protein az NCBI adatbazis-
ban taldlhaté szekvencidk koziill a Partitiviridae csalad virusainak RNS-fiiggé RNS-
polimerazaival mutatja a legnagyobb hasonlésagot. A Partitiviridae csaladon beliil az nové-
nyi kriptikus virusok kozott talaljuk a legkozelebbi rokon polimerdz szekvenciakat: Black
raspberry cryptic virus RdRp részleges szekvencidjaval (ABUS55400) 68,6 %-os a hasonldsa-
ga, a Pepper cryptic virus 1 RdRp parcidlis szekvencidjaval (ABC96789) 66,6 %-os, a Beet
cryptic virus 3-éval (AAB27624) 65,9 %-os és a Pyrus pirifolia partitivirus-éval pedig
(BAA34783) 64,6 %-os (40. abra). A Fragaria chiloensis cryptic virus (YP001274391) és
Raphanus sativus cryptic virus 2 RdRp-vel (ABB04855), melyek szintén a Partitiviridae csa-
14d novényi virusai, mar kisebb mértékii hasonlésdgot tudtunk azonositani: 47,7 %-t és 46,9
90-t. A Beet cryptic virus 1, a Vicia cryptic virus (AAX39023) és White clover cryptic virus 1
(AAU14888) RdRp-k mindossze ~23 %-ban hasonléak a BCV2 putativ RdRp-hez, a
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Partitiviridae csalad gomba virusaival végzett 6sszehasonlitds sordn is 30 % alatti értékeket

kaptunk.
BCV3 RDRP (1) MAYRNIREYEFTNEFNEELYQIEGTHTINTIGRESEVILNDEFAKAILIDEFPVLYEQVCQOGWARSFEYTLEGHMQ
BCV2 RDRP (1) ——MRTINNYEYTSFTEDLEETDYTHPHVVRRDPEVTYEDTFAKKELLSRYPALYENLIRGWSRSYYTGQEHLR
BrCV RDRP (1) MALQLVNDHDEFIDFQADLEILPENHAQTIRREPNTVYHDDFALRELKSAYPLLYEQYLEGWSRSFYTKEDHMK
PCV1l RDRP (1) @ @ e MPEKHLA
PpV RDRP (1) MEQNAFNGFEEFVDYSEELENLNONHIHKVRRESNTTYVDKFAERELIDLHPEYHRQF IQGWSRSYYNTERHME
*
BCV3 RDRP (74) AILAYAQPDTPRETFDQTIWDQAYTAVONELRSLPKARAFDVNTELDKVPYEQSSSAGYGYRSHKGPPGGETH
BCV2 RDRP (72) AIMQYATPNTNFSECVQHAYTKAITKVTESLHSLPTVRAFENVLEELDLIPYESSSSAGYTYRGVKGPQHGENH
BrCV RDRP (74) AIMQYSYPNIPIEAVNENLYNQAINATLERLRSLPTVRAIDVLTIDLDSVSFEPTSSAGYGYNGVKGDSLGEIH
PCV1l (RDRP) (8) AVLNYSMPNVPASQLSQSLYROQATIESAKNGEF ISLPRVKAFDVLTEMDOVPFKSSSSAGYNYTGRKGLIGDENH
PpV RDRP (74) ALLNYGTRNIPVDNVDYNLYQGCIDTVKNGLRSLPRVKAFDVLTELNLVSYKSSTAAGYNYMGAKGPFDGYNH
* * * K K * * * kK K * * *
BCV3 RDRP 147) MRAISRVKPTLMTAIRPDEEGPEYTILESVPDIGYTRTQLADLREKTKVRGVWGRAFHYILIEGTAARPLLEN
BCV2 RDRP 145) MOAIKTAKAVLWSVIKDDGEGIEHVIDIYVPDVGYTRTQLTDLREKMKVRGVWGRAFHYILLEGTSAAPLLEA

(
(
BrCV RDRP (147) KQAIRRAKATLWSAIRTEDEGIDHVIRTFVPDVGYTRTQLTQHREKTKVRGVWGRCFHYILLEGTAAQPLLDA
(
(

PCV1 RDRP 81) SRAISIAKAVLWSAIKDDGEGIEHVIRISVPDVGYTRTQLTDLLEKTKVRQVWGRAFHYILLEGLVAYPFIQT

PpV RDRP 147) KQAIRRARATVGDVSDNGIEGLRRAITIAVPDVGYTRTQLIDLTEKTKIRNVWGRAFHYILIEGISADPLIRM
* K * Kk * K,k ok ok ok ok ok ok ok ok ok *k ok ok kkkk kkkkk kK * K

BCV3 RDRP (220) EMLGTTFMHIGSDPQLSVPRILHQOMKREGSKWLYALDWSSFDSSVTRFEINCAFNLLKERIEFPNEETELAFE

BCV2 RDRP (218) EANSNTFFHIGKDPTVSVPYLTSYTKGQ-APWLTAIDWQAFDATVSRFE INAAFDITKSKITFPNLETEQAFE

BrCV RDRP (220) EKAGTTFLHIGODPKQOSVPNLLSSISNH-CKWLMALDWSSFDATVSRFEIHAAFDILKQFVQFPNVETEQAFE

PCV1 RDRP (154) VMSHKIFIHAGQDPLISVPRLLSDVALN-CKWIYSLDWSQFDATVSRFEIHAAFDIIKSYVDFPNYETEQAFE

PpV RDRP (220) ESKTKSEFYHIGRDPLDSVPDVLSETAGK-ARWLYAIDWKQFDATVSRFEINAAFDIIMDLIEFPNYPTYVAFE

* k ok k*k * kK * * % * * *  kkk ok * % * kK * * kK

BCV3 RDRP (293) LSRILFKHKKLAAPDGNIYMIHKGIPSGSY¥TSIVGSVVNRLRIEYIWRVLFSRSPHRCYTOGDDSLIGETFL

BCV2 RDRP (290) ISROLFIHKKLAAPNGKIYRIHKGIPSGSYFTSIIGSVVNRLRIEYLWNLKFNRGPKVCFTQGDDSLIGDDEL

BrCV RDRP (292) ISRQLFIHKKIAAPDGKIYWSHKGIPSGSYYTSIIGSVVNHLRIEYIFRTVEGNGPKVCYTQGDDSIIGLDSY

PCV1 RDRP (226) ITROLFIHKKVAAPDGYIYESHKGIPSGSYYTSLVGSIINYLRINYLWRLLTGHPPQQCHTLGDDSLVGDNSY

PpV RDRP (292) LSRQLFIHKKIAAPDGYIYWSHKGIPSGSYFTSIIGSIINRLRIEYLWRKITGHGPLACYTOGDDSLSCDDEF
*  kk kk ok kkk ok kK *hkkkkkhkkk kk * %k *  kkk ok * * ok kkkk

BCV3 RDRP (366) VEPETVAREAAKYGWIMNPDKTEYSTDEGYVTFLGRTAHGFMNARSLDKCLRLLMFPEYPVTSGRISAYRAES

BCV2 RDRP (363) YSPMDMAAFVKPLNWFINTSKSMTSKVEEAITFLGRSSLGGLNORDLKRCLRLLILPEYPVTSGDISAFRANS

BrCV RDRP (365) IDPSLLSEARQPLGWVLNPAKTETEAVGM-—————— === m——mm e e

PCV1 RDRP (299) VNPQATERABNKE——————————— ==~ = mm —mm e

PpV RDRP (365) TPPEKFAEIANQIGWVLNPEKTEYSTIBSEVHFLGRTMLGGLNTREIKRCLRLLIYPEYPVDSGRISAYRAKS
*

BCV3 RDRP (439) IARDCGGLSEVINLVARRLRROYGVASEDEVPHYFKRYVA

BCV2 RDRP (436) IWRDSGSTSQILHEIANALRRKYGIAKEQDVPRYLRPWKA

BrCV RDRP (= ) mmmmm

PCV1 RDRP (-

PpV RDRP (438) ISEDVGRLSELLNKIERRLQGOYGIASDEEVPDYFKRYVL

40. abra: Beet cryptic virus 2, Beet cryptic virus 3 (AAB27624; 65,9 %), Black raspberry
cryptic virus (ABUS55400; 68,6 %), Pepper cryptic virus 1 (ABC96789; 66,6 %) és
Pyrus pirifolia partitivirus (BAA34783; 64,6 %) RdRp-k 6sszehasonlité analizise.

A BCV2 dsRNS2 ORF1 dltal kédolt fehérje (475 AA) tartalmazza az RNS-fiiggd RNS-
polimerazra jellemzé valamennyi (3-t6l 8-ig) konzervalt aminosav motivumot. Mivel
partititvirusok egymadshoz val6 kapcsolatat a putativ RdRp szekvencidk Osszehasonlitasaval
lehet a legjobban jellemezni (Bruenn, 1993), ebben az esetben is elvégeztiikk az RdRp-kben
eléfordulé konzervalt motivumok 6sszehasonlitasat, és BCV2 RdRp-vel fennallé hasonlésa-
gukat a 41. 4brdn mutatjuk be. A teljes szekvencidk dsszehasonlitdsa alapjan generdlt filogram

a 42. abran tekinthetd meg.
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RDRP 3 4 5 6 7 8
OPV1 PKTRLVW 54 DFSSEFDTKVP 61 GVPSGSWWTQMIDSVVN 19 VLGDDS 38 KLLGVK 7 RPTLEW
DdV1 PKTRLVW 54 DFSAFDSKVP 61 GVPSGSWWTQIIDSVVN 19 VLGDDS 38 KLLGTK 7 RSTDEW
AoV PKTRLVW 55 DFSSEFDSKVP 61 GVPSGSWWTQMVDSVVN 19 VLGDDS 38 KLLGTT 7 RDTDEW
FpVvl LKQRPVY 54 DWSGEDQRLP 72 GVPSGMLNTQFLDSFGN 24 IMGDDN 44 ETLSYQ 7 RPIGKL
CPV LKVRPVN 55 DWSKEDQTVP 93 GVPSGILCTQLIDSEFVN 24 LMGDDN 44 EILGYT 7 RSLSKL
OMV2 PKVRLVF 55 DWSGEFDRYAR 74 GIYSGYMQTQILDSLYN 21 VQGDDS 39 EVLKYR 7 RDPIAL
RsCV1 PKIRTVF 60 DWSEFDMRVY 66 GMPSGIFCTQFWDSFYN 22 VLGDDV 46 QVLSYI 7 RDSNQL
HmV12 DKVRTVF 61 DWSEFDMRVY 79 GMPSGIFCTQFYDSFYN 21 LMGDDA 46 TVLSYT 7 RSAEDV
ACD-PV NKMRTIW 60 DWKREDKKAY 71 GIPSGLFITQLIDSWYN 21 VQGDDS 46 EVLSYR 7 RDELAM
CCRS-PV NKMRTIW 60 DWKREDKKAY 71 GIPSGLFITQLIDSWYN 21 VQGDDS 46 EVLSYR 7 RDELAM
BCV1 NKMRTIW 60 DWSREFDKRAY 70 GIPSGLFITQLLDSWYN 21 VQGDDS 46 EVLSYR 7 RDEIMM
VCV NKMRTIW 60 DWSREDKRAY 70 GIPSGLFITQLLDSWYN 21 VQGDDS 46 EVLSYR 7 RDEIAM
WCCV1 NKMRTIW 60 DWSREFDKRAY 70 GIPSGLFITQLLDSWYN 21 VQGDDS 46 EVLSYR 7 RDEITM
FcCv RKIRNVW 55 DWSGEDASNQ 50 GIPSGSCETNIIGSIVN 19 THGDDS 40 SEFLSRK 7 RDELLC
RmCV RKIRNVW 55 DWSGEFDASNVQ 50 GIPSGSCETNIIGSIVN 19 THGDDS 40 SFLSRK 7 RDELIC
RsCV2 TKVRNVW 55 DWSGEDASNQ 50 GIPSGSCETNMIGSVVN 19 THGDDS 40 TFLSRS 7 RDEFVC
BCV3 TKVRGVW 55 DWSSEFDSSNT 50 GIPSGSYYTSIVGSVVN 20 TQGDDS 38 TFLGRT 7 RSLDKC
| BCV2 MKVRGVW 55 DWQAFDATVS 50 GIPSGSYFTSIIGSVVN 19 TQGDDS 38 TFLGRS 7 RDLKRC
Brcv TKVRGVW 55 DWSSFDATVS 50 GIPSGSYYTSIIGSVVN 20 TQGDDS - -
PCV1 TKVRQVW 55 DWSQFDATVS 50 GIPSGSYYTSLVGSIIN 20 TLGDDS - = ==
PpV TKIRNVW 54 DWKQFDATVS 50 GIPSGSYFTSIIGSIIN 20 TQGDDS 38 HELGRT REIKRC
PsPV MKIRNVW 54 DWSGEFDASNVS 50 GIPSGSYYTMLVDTIIN 19 CQGDDS 40 EYLGRT 7 RERQKV
* K * * K * * %k * * * kK * *
41. abra: Néhany Partitiviridae csaladba tartozé virus RNS-fiiggd RNS-polimeraz motivu-

manak Osszehasonlit analizise. Az 6sszehasonlitasban szerepld virusok neveinek
roviditésjegyzéke a 23. dbra szovegében taldlhaté. Az aminosavak teljes egyezését
sdrga alapon piros szinnel és az oszlop ald helyezett csillaggal jeloltik. A BCV2
RdRp motivum aminosavaival mutatott részleges egyezést sziirke alapon kék szin-

nel jeloltiik.

Az altalunk meghatarozott Beet cryptic virus 1 és -2, valamint az irodalomban leirt
RNS-fiiggd RNS-polimeraz nukleinsav szekvencidinak 6sszehasonlitd analizise sordn azt ta-
laltuk, hogy a Partitiviridae csaladba tartozé virusokat tartalmazd filogenetikai fa két egymas-
tol jol elkiiloniild dgra oszthatd (42. dbra). A filogram mindkét f6 dgdn egymads kozelében
figyelhetok meg a gomba eredetli partitivirus és a novényi eredetli kriptovirus szekvencidk.

s

Az egyes féidgakban elhelyezkedd gomba és novényi virusok hasonldsdga joval nagyobb,
mint amilyen hasonlésdgot a kiilonb6z6 fédgakon elhelyezkedd névényi virusok kozott meg-
figyelhetiink. A filogramon beliil a n6vényi kriptovirusok harom csoportra oszthatdk fel. A
BCV1 a filogenetikai fa els6 dgan helyezkedik el, a Vicia cryptic virus, a White clover cryptic
virus 1 €s a Raphanus sativus cryptic virus 1 novényi kriptikus virusosokkal egyetemben. A
BCV1, a VCV és WCCV1 RdRp-je mellett feltiinéen nagy hasonlésdgot mutat a Partitivirus
nemzetségbe tartozé gombavirusok polimerazdval, igy példaul a cseresznye klorotikus fert6-
zésével asszocidltan jelentkezd Amasya cherry disease associated-partitivirus és Cherry
chlorotic rusty spot-associated partitivirus vagy a Helicobasidium mompa partitivirus VI-2

polimerazaval, melyek szintén a filogram elsé dgdn helyezkednek el. Az adatbdzisokban ta-

lalhat6 tobbi novényi kriptikus virus, szintén az RdRp-szekvencidk alapjan, a filogenetikai fa
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mdsodik 4agéan taldlhatok. A BCV2, a Beet cryptic virus 3, Pepper cryptic virus 1, Black
raspberry cryptic virus és Pyrus pyrifolia partitivirus novényi kriptikus virusok kézé sorolha-
t6. A tripartita genomu Raphanus sativus cryptic virus 2 és a Fragaria chiloensis cryptic virus

pedig egy harmadik, az el6z06 kett6tdl elkiiloniild csoportot alkot, szintén a filogram mésodik

agan beliil.

100 @ BCV1 7
VCV |AY751737.1|
01 & WcCV1 [NC 006275.1|
| CCRS-PV |AJ781401.1] novény és gomba
1 " 100 [ ACD-PV |AJ781168.1|

OmV |AY308801.1|
RsCV1 |[NC 008191.1|

_100: HmPV1-2 |AB110980.1|

68 OPV1 |AM087202.1|
100 :de INC 002797.1| gomba
AoV |DQ270031.1|

100 RsCV2|DQ218036.1| ]|

100 _: FcCV |DQ093961.2|
PsPV |AY973825.1|
@ BCV3S63913.1|
@® BCV2
BrCV [EU082132.1|
PpPV |AB012616.1|

PCV1|DQ361008.2|
FpV1 [NC 003884.1| :I
gomba

— CpV |AY260756.1]

100

47

o névény

97

0.2

42. abra: A BCV1, BCV2 és BCV3 rokonsagi korébe tartoz6 virusok GenBank-bol szarmazé
RdRp nukleotid szekvencidi alapjin szerkesztett filogram. Az dgvégeken az egyes
virusok roviditéseit (roviditések jegyzéke a 23. dbra szovegében taldlhato) tiintettiik
fel, mellettiik a GenBank elérési kéd (accession number) szerepel. Az eldgazdsok-
ndl taldlhaté értékek az 1000 ismétléssel szamitott bootstrap értékeket jelzik, szdza-
lékban kifejezve. A torzsfa alatt taldlhaté szakasz hosszdnak genetikai tdvolsdgra
vonatkoztatott értéke 0,2 egység.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. A Kkriptikus- és endornavirusok elterjedése és kapcsolatuk a gazdano-

vénnyel

A kriptikus- és endornavirusok elterjedésének szisztematikus vizsgalatat kivélasztott
novényfajokban és nemzetségekben azért lattuk sziikségesnek, mert hozzasegitenek, hogy
késObbi, a gazda-virus kolcsonhatas felderitését célzé vizsgalatainkhoz megfeleld rendszere-
ket azonositsunk, és el0zetes informaciot nyerjiink az adott fajjal asszocialt dsRNS-virusok
sokféleségérol vagy potencidlis hasonlosagardl. Kisérleteink sordn abbdl a feltételezésbol
indultunk ki, hogy a teljes nukleinsav kivonatok >10 kbp mérettartomdnydban detektalt
dsRNS-ek putativ endornavirusok, mig az 1-3 kbp tartomanyban kimutatott dsRNS parosok
putativ kriptovirusok jelenlétére utalnak. Munkankat megkonnyitette, hogy a dsRNS-ek kimu-

tatasat specifikus ellenanyagok segitségével, nyers nukleinsav kivonatokban végezhettiik el.

6.1.1. A kriptikus- és endornavirusok fajfiiggé eléfordulas Capsicum fajokban

A kriptikus- és endornavirusokrdl egyelére nem all rendelkezésiinkre elég adat ahhoz,
hogy evolicioés eredetiikre, ill. kialakuldsuk/szétvéldsuk idejére vonatkozdan megalapozott
kovetkeztetéseket vonhassunk le. Elterjedésiik és hasonlosdguk vizsgilata genetikailag jol
jellemzett génbanki gylijteményekben azonban kisérleti adatokat szolgéltathat megbizhat6
kovetkeztetések levonasahoz vagy az irodalomban javasolt hipotézisek verifikdlasahoz. Vizs-
gdalatainkhoz a Capsicum nemzetséget vélasztottuk, mert a paprika hungarikum, géntérképe-
zése a godolléi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokoézpontban nagy lendiilettel folyik, és
legalabbis a Capsicum annuum esetében irodalmi adatok alltak rendelkezésre arrdl, hogy va-
16szintileg mindkét virus eléfordulhat ebben a fajban (Valverde és mtsai., 1990). Az elmadilt
évben szekvenciaadatokkal is aldtdmasztottdk, hogy az izolédlt dsRNS-ek valéban virdlis ere-
detliek, és joggal nevezhetOk a Pepper cryptic virus 1 és Bell pepper endornavirus genomi
dsRNS-einek (Valverde és Gutierrez, 2007 és 2008).

A kriptikus és endornavirusok el6éforduldsat a Capsicum annuum fajon tilmenden hét
tovabbi Capsicum fajban (C. chinense, C. frutescens, C. baccatum, C. praetermissum, C.
chacoense, C. pubescens, C eximium) is megvizsgaltuk. A paprika gazdasdigi jelent0sége mi-
att jol jellemzett génbanki gylijtemények éllnak rendelkezésre, amelyek koziil Csilléry Gébor
gylijteménye valt szimunkra hozzéaférhetdvé. Ebbdl a gylijteménybdl Dr. Nagy Istvan 64,

csoportjaban is vizsgélt Capsicum fajtat bocsétott rendelkezésiinkre. Vizsgalatunk elsédleges
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célja a kiillonb6z6 paprikafajokban taldlhaté duplaszdld RNS-virusok kimutatdsa volt, illetve
annak tisztdzdsa, hogy a kiilonboz6 fajokba tartozé fajtdk szdrmazdsuk szerint tartalmaznak-e
dsRNS-virusokat, tehat hogy ezek a virusok a torzsfejlodés egy régebbi szakaszdban kapcso-
lédtak-e a novényekhez, és veliik egyiitt fejlddtek tovabb, vagy a jelenlétiik fiiggetlen a taxo-

némiai besoroléstdl, a novények szarmazasatol.

A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a nagy molekulatomegii, endornavirusok jelen-
1étére utalé dsRNS molekula a mikroszatellit markerek alapjén feldllitott Capsicum genetikai
torzsfa (Nagy és mtsai., 2007) els6 4dgdnak szinte minden fajiban el6fordul, azaz a C.
annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum var. baccatum és var. pendulum fajokban
(15. dbra). A dsRNS a legtobb fajndl minden, vagy majdnem minden fajtidban jelen volt, kivé-
ve a C. annuum fajt, ahol négy fajtiban megtaldltuk, de hatban nem volt jelen. Bar a vizsgalt
10 fajta nem reprezentilja kell6 mélységgel a kiilonféle nemesitett fajtdkat, kdztudott, hogy a
nemesitok ebbe a fajtakorbe a tobbiekénél nagyobb heterogenitast vittek be, ami az endogén
dsRNS-ek szintjén is megmutatkozik. Feltételezésiink szerint ez az oka annak, hogy ennél a

fajnal nem ismerhetd fel egy kozos, a kiillonbozo fajtakra jellemz6 dsRNS-mintazat.

A genetikai torzsfa masodik dgaba tartozo fajok koziil a C. eximium és a C. pubescens
nem tartalmazott enigmatikus dsRNS-t, é€s a C. chacoense-ben is jéval kisebb volt a dsSRNS
molekulatdmege, mint az els6 4g fajaiban. Az endornavirusok mérettartomanyéba es¢ dsRNS-
ek tehat méretitk és meglétiik szempontjabol a torzsfa két 6 dga kozott jellegzetes eltérést
mutatnak. Arra vonatkozodlag, hogy szekvencidjukban €s a kodolt fehérjékben van-e kiilonb-
ség, és ha igen, mekkora a variabilitds, az elvégzett kisérletekb6l nem vonhat6 le kovetkezte-

tés.

A kisebb méretli, kriptikus virusok jelenlétére utald 1-3 kbp dsRNS-parosok sokkal ke-
vesebb fajtdban vannak meg, de itt is megfigyelhetd a korreldcié a paprika fajtacsoportok
(Nagy és mtsai., 2007) és a dsSRNS-parosok el6forduldsa kozott (15. dbra). Nem mutathatdk ki
ilyen kis molekulatomegii dsSRNS-parosok a C. praetermissum, C. baccatum var. baccatum és
var. pendulum, valamint a C. eximium és C. pubescens fajokban. A legviltozatosabb mintdza-
tot a C. chinense €s C. frutescens fajtainal figyeltiik meg, itt két-négy dsRNS-spéciesz fordult
elé. A C. chacoense fajtikban is taldltunk kisebb méretii dsRNS-parosokat, a C. annuum pe-
dig itt is fajtafiiggd variabilitdst mutatott. Amennyiben a dsRNS-parosok kriptikus virusok
genomi dsRNS-ét reprezentdljak, az eredmények alapjan legalabb 4-5-féle kriptikus virus
elofordulasa feltételezhetd paprikdban. A dsRNS-ek kozotti szekvencia-hasonldsagrdl és an-

nak mértékérdl eddig nem allnak rendelkezésre adatok.
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Eredményeink tehdt azt mutatjdk, hogy a kiilénb6zé paprikafajokban mind az
endornavirusokra, mind a kriptikus virusokra jellemzd dsRNS-ek kimutathatok. A vizsgalt
dsRNS-ek mintdzata a mikroszatellit markerek alapjdn megéllapitott genetikai torzsfan beliil
az egyes csoportokra, ill. fajokra jellemzd, ami a filogenetikai fa helyességét is aldtdmasztja
(15. abra). Szekvencia adatok hidnyaban a virusszekvencidk esetleges kozos eredetére nem
vonhatok le tovabbi kovetkeztetések, de megkezdtiik az egyik C. chinense fajta dsRNS-einek
klénozasat, hogy a szekvencia ismeretében tervezett primerek segitségével PCR-rel vizsgdl-
hassuk, hogy mely fajokban/fajtakban fordulnak eld hasonl6é szekvencidk. Hasonlé PCR-
amplifikaciot terveziink az irodalomban publikalt parcidlis PCV1 szekvencia alapjan tervezett

primerekkel is.

6.1.2. A Beet cryptic virus-ok megvaltozott gyakorisaga cukorrépaban

A Beta nemzetség kiilonboz6 fajaiban és alfajaiban hdromféle kriptikus virust azonosi-
tottak: a Beet cryptic virus 1, -2 és -3-t (BCV1, BCV2 és BCV3), melyek genom szegmenseik
mérete és kopenyfehérjéjiik immunoldgiai tulajdonsdgai alapjan is megkiilonboztethetok
egymast6l (Antoniw és mtsai., 1986; Ghabrial és mtsai., 2005). A Beta nemzetség kriptikus
virusainak korai jellemzése soran a BCV1 és a BCV2 virusok egyardnt gyakoriak voltak a
termesztett cukorrépafajtdkban; a két virus kiilon-kiilon és egyiitt is el6fordult (Kassanis és
mtsai., 1977; Boccardo és mtsai., 1987). Ezt timasztottak ald Dr. Lukacs Noémi és munkatar-
sai altal a 90-es években az NSZK-ban és Magyarorszdgon végzett analizisei is. A BCV1
ugyan ritkdbban fordult eld, mint a BCV2, de igen elterjednek szadmitott, és egyes fajtdkban a
BCV3-t is ki tudtdk mutatni (Lukdcs Noémi személyes kozlése). Ezutdn azonban véltozas
kovetkezett be a cukorrépa fajtahasznélatban, és kisérleteim megkezdésekor mar egyetlen egy
taldlomra begyiijtott cukorrépa mintdkban sem sikeriilt kimutatnunk a BCV1 virus jelenlétét.
Célszertinek tlint tehat a véletlen prébédlkozasok helyett szisztematikus vizsgdlatokat végezni,
ezért megvizsgéltuk a 2004-ben Magyarorszadgon termesztésben 1év6 valamennyi fajtat, hogy

az egyes BCV virusok elterjedésérdl atfogd képet nyerjiink.

Eredmények szerint, a BCV1 a megvizsgalt 28 cukorrépa fajta koziil csak egyben, a
Mars fajtdban fordult eld, azonban itt is a BCV2 virussal egyiitt volt jelen. Kizéarélagosan
BCV1 tartalmu egyedeket a kés6bbi szisztematikus analizisek sordn sem sikeriilt taldlnunk. A
BCV2-t 6sszesen 14 fajtdban tudtuk azonositani. A BCV3, amely a cukorrépdban egyébként
is elég ritka, a 28 fajta egyikében sem volt detektalhat6 (16. dbra és 7. tdblazat). Pillanatnyilag

nem vildgos, hogy minek koszonhetd a kordbban gyakori BCV1 virus visszaszoruldsa. Az
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utébbi évtizedekben a cukorrépa nemesités egyik legfontosabb célja a rhizoménia rezisztens
fajtak elddllitdsa volt (Scholten és mtsai., 1996), és a nemesitdk szerint valamennyi dltalunk
vizsgélt fajta rendelkezett ezzel a tulajdonsdggal, egyes fajtdk még kiilonb6zd gombarezisz-
tencidkat (rizokténia-, cerkospora- és lisztharmat rezisztencia) is mutattak. Jelenlegi ismerete-
ink alapjan nem donthet6 el, hogy a BCV1 miért tiint el teljesen ezekbdl a fajtakbol. Lehetsé-
ges, hogy az djonnan nemesitett fajtdk kevésbé timogatjdk a BCV1 fennmaradasat, hiszen a
kis kédolé kapacitasd kriptikus virusok kiilonosen rd vannak utalva a gazdanovénnyel vald

szoros egytittmiikodésre.

Meglepetésiinkre tobb fajtiban egy ismeretlen eredeti dSRNS péros (3-3,5 kbp) is meg-
jelent. Méretiik alapjan ezek a dsRNS-ek a Betacryptovirus nemzetségre jellemz6 mérettarto-
manyban helyezkednek, ezért elképzelhetd, hogy egy eddig még ismeretlen a bétakriptovirus

jelenlétét indukaljak.
6.1.3. A kriptikus virusok in vitro fennmaradasa

A kriptikus virusok fennmaraddsa - a genom kis kddold kapacitdsa és a gazdandvény
egész élete sordn tartd perzisztencidja miatt - minden esetben a gazdaszervezet 1ététdl és segi-
té hatdsatol fiigg, ami a gazddhoz valé nagyfokud alkalmazkoddsukat feltételezi (Boccardo és
mtsai., 1987). Kisérleteink sordn in vitro szegfii és cukorrépa kulturdkban vizsgaltuk meg,
hogy a természetes koriilmények kozott konzekvensen mitk6édé adapticié vajon képes-e a
hosszi tavi szovettenyésztés, természetestdl eltérd korilményei mellett is biztositani a

kriptikus virusok fennmaradésat.

Kisérleteink sordn dsRNS-immunblot technikdval mindhdrom BCV-virus dsRNS ge-
nomjat sikeriilt kimutatnunk az 5-7 éven keresztiil fenntartott in vitro cukorrépa és takarmany-
répa kultdrdkban (6. dbra; Szegd és mtsai., 2005). A detektdlt dsSRNS-ek molekuldris azonosi-
tasat RT-PCR-rel is elvégeztiik. Erre azért volt lehetdségiink, mert az dltalunk meghatdrozott
BCV1 és -2 szekvencidk, valamint a BCV3 RdRp-jének az irodalomban publikalt szekvencii-
ja alapjan primereket terveztiink, és bevezettiink egy PCR-en alapul6 eljarast a BCV1-3 viru-
sok biztonsagos és specifikus azonositdsara (Ilyés és mtsai., 2007). Az in vitro koriilmények
kozott nevelt novényekben a szekvencia-specifikus primerekkel amplifikdlt szakaszok
nukleotid sorrendje mindhdrom esetben 99 %-ndl magasabb egyezést mutatott az dltalunk
meghatarozott BCV1 és BCV2, ill. a GenBank adatbazisban taldlhat6 BCV3 (S63913) szek-

vencidival (Xie és mtsai., 1993).
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Vizsgalatainkat kiterjesztettiik egy 15 éven keresztiil fenntartott, tizennyolc Dianthus-
fajbdl, ill. fajtabol allo in vitro génbanki gyljteményre is. Immunoblot eljirdssal itt is tobb
fajban detektaltuk a dsRNS-ek jelenlétét, koztik a Carnation cryptic virus tripartita dsRNS
genomjat a Dianthus caryophyllus novényekben (8. dbra). A tenyészetek virusmentesitésére
hasznélt (Fraga és mtsai., 2004), és mds virusokndl bizonyitottan hatékony merisztéma hoke-
zelés sem vezetett a kriptikus virusokra jellemzd dsRNS-ek elttinéséhez a mikroszaporitott

novényekbdl (9. dbra).

A kisérleteink egyértelmiien bizonyitjdk, hogy legaldbb négyféle kriptikus virus (Beet
cryptic virus 1, -2, -3 és a Carnation cryptic virus) képes in vitro koriilmények kozott tartosan
fennmaradni a gazdandvényben, azaz valddi perzisztens ndvényi virusként viselkedik. A Beet
cryptic virus 1 és -3 esetében azt is kimutattuk, hogy az RdRp-t kddol6 régid in vitro koriil-

mények kozott is megdrizte korrekt szekvencidjat.

6.2. Beet cryptic virus 1 (BCV1) molekularis jellemzése

Kisérleteink elsodleges célja a BCV1 és BCV2 virusok dsRNS genomjanak molekularis
karakterizdlasa volt, mivel a tudomany mai 4lldsandl a genom teljes, nukleotid szintii lefrdsa a
virusok jellemzésének szerves részét képzi. Tovabba a klénozas sordn nyert szekvencia ada-
tokat Osszehasonlit szekvencia vizsgalatokra is felhasznédlhatjuk, hogy tovabbi megerdsitést
és a jelenleginél pontosabb informdacidkat szerezziink a kriptikus virusok eredetérdl. A kléno-
zasi munkét Natalya Entinlii és Dorina Veliceasa PhD-hallgatok kezdték el (N jelt klénok),
szintén dr. Lukdcs Noémi témavezetése mellett, tivozdsuk utdn pedig én folytattam tovabb a

kisérletes munkat.

A Beet cryptic virus 1 genom jellemzésére klonoztuk a dsRNS1 és dsRNS2 szegmen-
seknek megfeleld cDNS-eket és meghataroztuk teljes szekvencidjukat. A BCV1 dsRNSI1
2008 bp, a dsRNS2 1798 bp hossziisagu, a szekvencidkat a GenBank adatbazisban EU489061
és EU489062 azonositokkal tettiik hozzaférhetdvé.

A dsRNS1-en egy 1851 nt hosszusagu folyamatos nyilt leolvasasi keretet (ORF) azono-
sitottunk, ami 616 aminosavbdl all6 fehérjét kddol, melynek szdmitott molekulamérete 72,5
kDa (20. abra). Ez a protein a GenBank adatbizisban taldlhaté szekvencidk koziil a
Partitiviridae csalad virusainak RNS-fiiggd RNS-polimerazaival mutatja a legnagyobb hason-
l6sagot és azonosithatd rajta a kriptikus virusok RdRp-jére jellemz6 valamennyi konzervalt

aminosav motivum. Mivel az azonositott a motivumok a fehérje polimeraz funkcidjanak be-
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toltéséhez fontosak, valdsziniisithetd, hogy a dsRNS1 dltal kédolt fehérje a virdlis polimeraz

(Bruenn, 1993).

A kriptikus virusok egymashoz valé viszonya a putativ RdRp-k 6sszehasonlitasaval jel-
lemezhet6 a legjobban. A BCV1 RdRp-t més kriptovirusok polimerdz szekvencidival 6ssze-
hasonlitva azt taldltuk, hogy a l6babban azonositott Vicia cryptic virus (Blawid és mtsai.,
2007), ill. a fehérherében eléfordulé White clover cryptic virus 1 (Boccardo és Candresse,
2005a) RdRp szekvencidit 80,6 %, ill. 82,3 %-ban épitik fel azonos aminosavak. Mindhdrom
szekvencia 616 aminosavbdl dll, és folytonossagi hidny nélkiil egymads ald {rhaték (22. 4bra).
A tobbi novényi kriptikus virus RdRp-jével ennél kisebb mértékii (20-25 %-os) hasonldsig
figyelhet6 meg.

A BCV1 dsRNSI1 klénozdsa, a gemon szekvencidjanak meghatdrozasat tilmenden,
rendkiviil érdekes eredményt hozott. Natalya Eniinlii a cDNS-kldnjainak analizise sordn azt
taldlta, hogy a dsSRNS1 molekula az egyik klén mentén, egy a teljes hosszisagi szekvencidnal
rovidebb cirkuldris format is felvehet. A cirkuldris szegmensek meglétét egy fiiggetlen kisér-
letben ellendriztiik (Ilyés, 2006). A Partitiviridae csalad egyetlen tagjaban sem figyeltek meg
eddig gytiri alakd genomot vagy cirkularizal6dasra val6 hajlamot, igy ez az eredmény min-
denképpen jelent6s, hiszen a dsRNS molekuldk névényi fennmaradasukat nagyban fokozhatja

a cirkularizalddas.

A dsRNS2 pozitiv széldn egy nagy, 1470 nt hosszusagu, és két kisebb putativ ORF-t
azonositottunk, a negativ szdlon szintén két kisebb leolvasdasi keret taldlhatd. A nagy ORF 489
aminosavbdl all6 fehérjét kédol, melynek szamitott molekulamérete 53,4 kDa (25. dbra). Ez a
protein szintén a Partitiviridae csaldd virusainak kopenyfehérjéivel mutatja a legnagyobb
hasonldsagot, bar ez a hasonl6sdg az RdRp-nél megfigyelt értékeknél mindenképpen kisebb
mértékil. A nagyobb heterogenitds ellenére tobb olyan konzervalt aminosav régio is azonosit-
hat6 a BCV1, WCCVI1, VCV, RsCV1, ACD-PV és CCRS-PV virusok kopenyfehérjéiben,
amelyek a tobbi kriptikus virus kopenyfehérjéjében nem vagy csak részben mutathatok ki (26.
abra). A konzervalt régiok szerepének azonositdsa még nem tortént meg, de e régidk kiilonbo-

70 virusokban val6é megorzodése funkciondlis jelentOségiiket valdsziniisiti.

Annak bizonyitasara, hogy a BCV1 dsRNS2 val6éban a kopenyfehérjét kodolja, analizal-
tuk a BCV1 virionokban el6fordulé fehérjéket. Egyrészt tomegspektrometrids analizisnek
vetettilk ald Oket, mdasrészt ellendriztiik a reaktivitisukat BCV1-, ill. BCV2-specifikus

poliklonélis antiszérumokkal (27. dbra). A BCV1 virionokban megjelend domindns ~55 kDa
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koriili molekulatomegii fehérje sdv 32,5 %-os lefedettséggel szekvencia egyezést mutatott a
dsRNS2 cDNS-bdl levezetett putativ kdpenyfehérje aminosav sorrendjével. Ez a fehérje a
BCV1-specifikus antiszérummal is erés immunreakciét adott. A bemutatott adatokbdl levon-
hat6 az a kovetkeztetés, hogy a BCV1 viriont valésziniileg a dsRNS2 altal kodolt egyetlen
53,4 kDa molekulatomegt kopenyfehérje épiti fel. Kriptikus virusok esetében ez az elsé koz-
vetlen bizonyiték a kédol6 gén és a viriont felépitd kopenyfehérje egymdasnak valé megfelelé-

sére.

A BCV1, VCV, ill. WCCV1 genomok hasonlésdga nemcsak a fehérjékre terjed ki, ha-
nem a dsRNS genom 5’ és 3’ nem transzldlédo régidi esetén is szembetiing. Kiilondsen a
dsRNS szegmensek egyiittes kapsziddléddsat biztosité 5° UTR-ek esetén figyelhetd meg je-
lent6sebb homoldgia (Strauss és mtsai., 2000). A termindlis szekvencidk konzervaltak (5’
GATCAAAAGA), és a szekvencidk analizise sordn azonositottuk a Partitiviridae csalad 5’
UTR-eiben szintén megtaldlhat6 CAA és CAAAA motivumokat (29. dbra; Strauss és mtsai.,
2000; Coutts és mtsai., 2004). Az ismétlodé CAA régiok szerepét a dohdnymozaik virus
genom jellemzése sordn hatdroztdk meg elOszor, ugy tlnik, hogy a transzlacié korrekt

inicidcidban vesznek részt. (Zaccomer és mtsai., 1995).

A 3’ UTR-ek a dsRNS1 genom szegmenseknél szintén rendkiviil hasonldak, a dsSRNS2-
ek kiilonbozd gazdaszervezetekben azonban nagyobb variabilitdst mutatnak. A dsRNS tartal-
mu virusokndl a dsRNS molekula 3’ nem kédol6 vége tartalmazza a replikaz enzim felismerd
helyét. A legtobb virus esetében a genom replikécidjat egy replikacids enzimkomplex végzi,
ami a virus altal kodolt RNS-fiiggd RNS-polimerdaz mellett valtozatos gazda faktorokat is
tartalmaz. Arrdl nincsenek ismereteink, hogy a kriptikus virusok replikdcidja pontosan milyen
mechanizmus szerint torténik, de azt tudjuk, hogy kicsi a genomjuk kédol6 kapacitdsa, ezért
nagy a valdsziniisége annak, hogy a replikacidjukhoz a virus 4ltal kodolt RNS-fiiggd RNS-
polimeraz mellett feltehet6leg gazdafehérjéket is igénybe kell venniiik, amihez elényds lehet a
gazdihoz valé nagyfoku alkalmazkodas. Ez akar azt is eredményezheti, hogy a kiilonb6z6
fajok kriptikus virusainak kopenyfehérjét kédolo szegmenseinek 3° végei heterogénebbek
lettek, emellett, mivel bizonyitottan replikdlédnak, megdrizték a replikdz enzim felismerd

helyeit (30. dbra).

6.3. Beet cryptic virus 2 (BCV2) molekularis jellemzése

A Beet cryptic virus 2 virusokrdl a klénozdsi munka kezdetén kevesebb irodalmi adat

allt a rendelkezéstinkre, mint a BCV1-r6l, rdadasul ezek az eredmények sokszor nem voltak
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egységesek. Natsuaki és munkatdrsai (1986) két genomi dsRNS (MW 0,94-10° és 0,87-10%
jelenlétét publikdltdk. Ezzel szemben Kiihne és munkatdrsai (1986) két kopenyfehérje mole-
kuldt azonositottak, és ha elfogadjuk azt az elméletet, hogy a kriptovirus dsRNS-ek
monocisztronosak akkor a két kopenyfehérjét kédold gén mellé egy harmadik, az RdRp-t ké-
dolé genomi szegmensre is sziikség van. Kisérleteink sordn egyértelmiien bebizonyosodott,
hogy a genom hdrom dsRNS-bdl éll, melyek koziil kettd, feltehetdleg azonos méretiik miatt, a
gélelektroforézis szokdsos koriilményei k6zott nem vélik el egymastol. A Beet cryptic virus 2
genom jellemzésére klénoztuk a dsRNS1-3 szegmenseknek megfelel6 cDNS-eket, és megha-
taroztuk a teljes szekvencidjukat: a dsRNS1 1589 bp, a dsRNS2 1575 bp, a dsRNS3 pedig
1522 bp hosszisagua.

A dsRNS2 pozitiv szdlan egyetlen, 1428 nt hosszisagi ORF-t (ORF1) azonositottunk,
ami 475 aminosavbdl all6, 54,2 kDa molekulaméretii fehérjét kodol (39. dbra). A szegmens
negativ szalan is taldlhaté két kisebb leolvasési keret. Az ORF1 daltal determinalt aminosav
szekvencia a Partitiviridae csalad novényi virusai kozil a Black raspberry cryptic virus, a
Pepper cryptic virus 1, a Pyrus pyrifolia partitivirus és a Beet cryptic virus 3 RNS-fiiggd
RNS-polimerdzaihoz hasonld, 65-70 %-ban (Tzanetakis és Martin, 2007; Valverde és
Gutierrez, 2008; Osaki és mtsai., 1998; Xie és mtsai., 1993). Ennél a fehérjénél, hasonl6éan a
BCV1 RdRp-hez, szintén azonositani tudtuk a kriptovirusok RdRp-jére jellemz6 konzervalt
aminosav motivumokat (Bruenn, 1993), igy megéallapithatjuk, hogy a dsRNS2 dltal kédolt

fehérje a virdlis polimerdz (41. dbra).

A BCV?2 virionokban két dominédns fehérje sdvot azonositottunk: ~36, illetve ~33 kDa
becsiilt molekulatomeggel, melyek mérete megegyezik a Kiihne és munkatarsai altal 1986-
ban publikilt eredményekkel. A BCV2-specifikus ellenanyaggal mindkét fehérje erds jelet
adott, ezért valésziniileg mindkét fehérje részt vesz a virion felépitésében (27. dbra). Annak
kideritésére, hogy pontosan melyik genom szegmens kodolja az egyes kopenyfehérje
fragmenteket, elvégeztilk a denaturalé gélbdl kivagott virionfehérjék tomegspektrometrids
analizisét. A dsRNS1 szegmens pozitiv szadlan azonositott 1281 nt hosszisagi ORF 426 ami-
nosavbdl 4llé fehérjét kodol, melynek szdmitott molekulatomege 49,1 kDa (32. dbra). A
tomegspektrometrids analizisbdl egyértelmiien kideriilt, hogy a nagyobb kopenyfehérjét a
dsRNS1 koédolja, ugyanis a ~36 kDa becsiilt molekulatomegii protein 30 %-os szekvencia
egyezést mutatott a dsSRNS1 cDNS-bdl levezetett fehérjével. A virionokban el6fordulé masik
kopenyfehérjét (=33 kDa) a dsRNS3 kédolja (34. abra), az azonositott protein szekvencidk 35
%-ban fedik le az ORF1 altal kédolt, 393 aminosavbol felépiild fehérjét. Az eredményekbdl
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arra kovetkeztettiink, hogy a BCV2 viriont két, ~36, illetve ~33 kDa becsiilt molekulatomegii
fehérje épiti fel, melyeket a dsRNS1 és -3 genomi szegmensek kdédolnak. Jelenleg nem ren-
delkeziink olyan kisérleti eredményekkel, amelyek magyardzatot adndnak a virionokban azo-
nositott kopenyfehérjék és dsSRNS1 ORF1 leolvasasi keretében kodolt fehérje szamitott mole-
kulatomege kozotti eltérésre. Mivel rajtunk kiviil idaig egyetlen kriptikus virus esetében sem
végezték el a virionok és a kopenyfehérje analizisét, arrdl sincs informécionk, hogy a BCV2-
vel rokon virusok esetében megfigyeltek-e hasonld jelenséget. Munkahipotézisiink az, hogy
az mRNS-r6l képzddo fehérje poszttranszlacidsan proteolitikus hasitast szenved, és egyik
frangmentuma a kopenyfehérje, masik fragmentuma egy mas, eddig nem azonositott funkciét
tolt be. Amennyiben az utébbi fragmentumhoz sikeriil egy bioldgiai funkciét hozzarendelni
vagy legaldbb létezésére kozvetlen bizonyitékot taldlni, megdonthetd az a kriptikus virusokra

vonatkozé tévhit, hogy csak RdRp-t és kopenyfehérjét kodolnak.

A dsRNS-ek 5’-végein itt is egy konzervalt felismerd szekvencidt (5> AGAATTA) tala-
lunk, ami teljesen eltér a BCV1-nél azonositott szekvenciitol. Megegyezik azonban a Beet
cryptic virus 3, a Black raspberry cryptic virus és a Pyrus pyrifolia partitivirus RdARp-t k6dolé
genom szegmenseinek 5’ termindlis végeivel, tehat nemcsak az RdRp-t kddold gének kozott
fedezhetd fel hasonldsag e virusok kozott, hanem a nemkddold régidk kozott is. A konzervalt
termindlis régidn kiviil a dsRNS1 és -2 5° UTR-ei kozott mar nem figyelhetd meg jelentésebb
szekvencia hasonldsdg, és a BCV1 jellemzésénél kiemelt CAA régidk is hidnyoznak. Tovabbi

kiilonbség még, hogy a BCV2-nél a 3’-végeken nem azonositottunk polyA-véget.

6.4. A kriptikus virusok eredete és lehetséges szerepe a névényben

Szinte semmilyen ismeretiink sincs arrdl, hogy a gazdandvények tgyszdlvan véletleniil
Orzik meg az egyszer beléjiik keriilt kriptikus virusokat, vagy esetleg eldnyeik szarmazhatnak
az egyiittélésbol. A White clover cryptic virus 1 szekvencidjanak leirdsat (Boccardo és
Candresse, 2005b) kovetden jelent meg elsd és iddig egyetlen publikdcid, ami a kriptovirus
fehérje gazdasejtben betoltott szerepét jellemzi. A szerzOk azt taléltdk, hogy egy korabban
azonositott és a gyokérgiimok noduldcidés mechanizmusaban résztvevo fehérjének, valamint a
WCCV1 kopenyfehérjéjének teljesen azonos a szekvencidja. E fehérje tultermeltetése beindit-
ja a novény védekezo reakcidit, a noduldcié elmaradasat és patogenezissel asszocialt fehérjék
szintézisét vonja maga utdn (Nakatsukasa-Akune és mtsai., 2005). Novénypatogén gombdk
(pl. Cryphonectria parasitica) esetében az is jol ismert, hogy virusaik a gomba virulenciajat

jelentésen befolyasolhatjak, ezért elképzelhetd az is, hogy a névényben é16skodd, de ott ala-
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csony kopiaszamban el6forduld kriptikus virusok a novényt fert6z6 gombdba atkeriilve befo-
lyasoljak annak virulencidjat. A kriptovirusok fenntartdsa ilyen esetben a novény bioldgiai

védekezésének egy formdjaként képzelhetd el.

Kezdetben, a kriptikus virusok jellemzésével foglalkozé kutatok nem tételeztek fel ha-
sonldsdgot olyan kriptovirusok kozott, amelyek gazdandvényei genetikailag tdvol alltak egy-
mastol, sot kifejezetten a kereszthibridizalas és a szeroldgiai keresztreakciok hidnyardl tuddsi-
tottak (Boccardo és mtsai., 1987). Az elmilt néhdny évben azonban, az kriptovirus szekvenci-
ak szdmdnak novekedésével tobb olyan eredmény sziiletett, amelyek szerint rokonfajok tar-
talmazhatnak olyan kriptovirusokat, amelyek szekvencidja nagyon hasonld. Ilyen kiemelke-
ddéen nagyfoku hasonldsdg 4ll fenn a pillangdsvirdgi novényekben azonositott Vicia cryptic
virus és White clover cryptic virus 1 kozott (Blawid és mtsai., 2007). Hasonlé eredményt pub-
likaltak Salem és munkatarsi (2008), akik a Rosa multiflora cryptic virus jellemzése soran azt
talaltdk, hogy a Fragaria chiloensis cryptic virus €s a Rosa multiflora cryptic virus RdRp
szekvenciait 87 %-ban épitik fel azonosak aminosavak. Ezeken az eredményeken tdlmutat a

BCV1 virus 5.6. fejezetben leirt hasonlésdga a VCV és WCCV 1 virusokhoz.

A megfigyelt hasonlésdgok alapjaiban kérddjelezik meg azokat a kordbbi feltételezése-
ket, amelyek gazdandvények és a kriptikus virusaik kovergens evolicidjardl szdmoltak be
(Boccardo és mtsai., 1987). A nagy genetikai tdvolsdgok miatt rendkiviil valészinttlennek
tlinik, hogy az érintett gazdandvény fajok evolicids szétvalasuk ota hordozzak ezeket a viru-
sokat. Ennél sokkal kézenfekvobb magyarazat lenne egy - eddig kell6 tudoményos bizonyos-
saggal még nem azonositott - feltehetdleg gomba vektor eléfordulasa. Kozismert, hogy a no-
vényi virusok terjesztésében gomba vektorok vesznek részt (példaul: Bymovirus; Adams és
mtsai., 1988). Ezt a feltételezést latszanak alatdmasztani egy ukrdn kutatécsoport 2005-ben
publikalt eredményei is. Helicobasidium purpureum-bdl, egy a cukorrépat kolonizalé endofita
gombabdl sikeriilt klénozniuk egy rovid cDNS-szakaszt (Melnychuk és Spyrydonov, 2005),
amely az altalunk meghatarozott BCV1 RdRp-szekvencidval teljesen megegyezik. Bar a pub-
likaciokban bemutatott bizonyitékok még hidnyosak, ha a leirt eredményeket teljes tudoma-
nyos alapossdggal bizonyitani lehet, ez az eredmény megvaltoztathatja a kriptovirusokrol al-

kotott szemléletiinket.

6.5. Kitekintés

A Beet cryptic virus 1 és -2 virusokkal folytatott eddigi kutatomunkdnk a genom szek-

vencidjanak meghatdrozasaval alapot teremt a késobbi vizsgalatokhoz, a virusperzisztenciat
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lehetévé tevd bioldgiai és élettani Osszefiiggések feltardsdhoz. Az elsd tisztizand6 kérdések
egyike a kriptovirusok mennyiségi megoszldsidnak jellemzése a gazdaszervezetben, és a gaz-
danovények fejlédése sordn vagy stresszhatdsra bekovetkezd esetleges koncentraciovaltoza-
sok feltdrdsa. Ezt kvantitativ RT-PCR-rel szeretnénk megvizsgélni. Kiilondsen fontos lenne
annak megallapitdsa, hogy a kriptikus virusok merisztéma hokezelés utin megfigyelt koncent-
riciocsokkenése egy minden sejtben bekovetkezd redukcid, vagy a virus a sejtek egy részébol

torténd eliminacidjanak kovetkezménye.

A BCVI1 dsRNS1 klénjainak analizise sordn azt taldltuk, hogy ez a genomi szegmens
valészintileg cirkuldris format is felvehet. A cirkularizdcié meglétét a BCV1-gyel rokon viru-
sok, a Vicia cryptic virus és White clover cryptic virus 1 RdRp-inek esetén is megvizsgaljuk, s
ha ott is megfigyelhetd, a cirkularizaciot eldsegitd szerkezetek/tdlnyulé végek vizsgélatat ter-

vezzik.

Annak a kideritésére, hogy a Beet cryptic virus-ok rendelkeznek-e valamilyen, a gazda
szdmadra is hasznos funkcidval, tervezziik a BCV1 ill. a BCV2 kopenyfehérjék dohdany mo-
dellndvényben torténd kifejezését, és az ellendlloképesség, ill. a novényi védekezésben szere-

pet jatszo fehérjék expresszidjanak analizisét.
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7.UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Megallapitottuk, hogy a Capsicum nemzetség kiillonbdzd fajaiban és fajtdiban mind az
endornavirusokra, mind a kriptikus virusokra jellemz6 dsRNS-ek el6fordulnak, és e fa-
jok valdszintileg olyan dsRNS-virusokat is tartalmaznak, amilyeneket az irodalomban
eddig nem frtak le. A vizsgalt dsRNS-ek mintdzata a mikroszatellit markerek alapjan
megéllapitott genetikai torzsfan beliil jellemz6 az egyes csoportokra, ill. fajokra. A C.
annuum, C. chinense és C. frutescens fajokban mind az endorna-, mind a kriptovirusok,
a C. baccatum var. pendulum és C. baccatum var. baccatum-ban pedig csak az
endornavirusok jelenléte feltételezhet6. A C. chacoense-ben szintén mindkét virus elo-
fordulhat, de az endornavirusokra jellemzd dsRNS molekulatomege alacsonyabb, mint a

tobbi fajnal.

A Beet cryptic virus-ok és a Carnation cryptic virus eléforduldsat in vitro szaporitott
novényanyagban megvizsgalva megallapitottuk, hogy mind a négy kriptikus virus képes
in vitro korilmények kozott tartésan fennmaradni a gazdanovényben, azaz valddi

perzisztens novényi virusként viselkedik.

Megdllapitottuk, hogy az elmiilt évtizedben megvéltozott a Beet cryptic virus-ok elter-
jedtsége a termesztett cukorrépafajtdkban. A BCV1 virusok el6forduldsa visszaszorult,
igy a 2004-ben, Magyarorszagon termesztésben 1évo fajtak koziil csak egyben tudtuk
azonositani. Ezzel szemben a BCV2 jelenleg is gyakorinak szdmit, és legaldbb a fajtdk

felében kimutathato.

Meghatéroztuk a Beet cryptic virus 1 (BCV1) bipartita genomjanak teljes szekvencidjat
és bizonyitottuk, hogy a dsRNS1 a virélis replikdzt (RdRp), a dsRNS2 pedig a kopeny-
fehérjét kodolja. Megéllapitottuk, hogy mindkét genom szegmens, valamint a dsRNS
molekuldk 4ltal kédolt fehérjék rendkiviil nagyfoku hasonlésdgot mutatnak a pillangés-
virdgd novényekben azonositott Vicia cryptic virus-hoz és White clover cryptic virus -

hez.

Meghatéroztuk a Beet cryptic virus 2 (BCV2) tripartita genomjanak teljes szekvencidjat
és bizonyitottuk, hogy a virionok felépitésében két kopenyfehérje vesz részt, melyeket a
dsRNSI és -3 szegmensek kddolnak. A harmadik genom szegmens, a dsSRNS2, az RNS-
fliggd RNS-polimerdzt kddolja.
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Az altalunk meghatérozott Beet cryptic virus 1 és -2 szekvencidk, valamint az irodalom-
ban publikdlt Beet cryptic virus 3 RNS-fiiggd RNS-polimerdz szekvencidja alapjan ki-
dolgoztunk és bevezettiink egy RT-PCR-en alapuld, specifikus eljardst a Beet cryptic

virus-ok szelektiv és érzékeny kimutatdsara.
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8. OSSZEFOGLALAS

A novényi virusok dontd tobbsége RNS-virus. Genomjuk alapjdn a novényi RNS-
virusok hdrom csoportba sorolhaték: a duplaszali-RNS (dsRNS), a pozitiv (mRNS-ként mii-
kodo) egyszald-RNS ((+)ssRNS) és a negativ egyszald-RNS ((-)ssRNS) virusok csoportjaba.
A kettdsszalu RNS-virusok rendkiviil elterjedtek a természetben, a baktériumoktdl és a gom-
baktdl kezdve, a novény- és allatvilagig szinte mindenhol el6fordulnak, és szdmos egészség-

tigyileg, allatorvosilag és mezdgazdasagilag fontos virus tartozik kozéjiik.

Csoportunk olyan novényekben el6fordulé dsRNS-virusok vizsgélataval foglalkozik,
amelyek nem idéznek eld tiineteket, és egyes ndvényfajok/fajtik egyedeiben feltehetdleg azok
egész élete folyaman fennmaradnak és replikdlédnak. Ezek kozé tartoznak a Partitiviridae
csalddba sorolt, szegmentdlt genommal rendelkezd kriptikus virusok, illetéleg az
Endornavirus nemzetségbe tartozd, egyetlen, 14-17 kbp hosszisiagi genomi dsRNS-sel ren-
delkez6 endornavirusok. A kriptikus- és az endornavirusok tobb olyan kiilonleges tulajdon-
saggal rendelkeznek (pollennel és maggal terjednek, nem okoznak tiineteket, hagyomanyos
virol6giai médszerekkel €s oltassal nem vihetdk at, stb.), ami vizsgalatukat rendkiviil megne-

heziti, s ugyanakkor elméleti és gyakorlati szempontbol érdekessé teszi dket.

A tézisemben leirt eredmények hdrom témakorbe csoportosithatdok:
1. A kriptikus- és endornavirusok fajfiiggd el6forduldsa Capsicum fajokban.
2. A kriptikus virusok in vitro fennmaraddsa.

3. A Beta nemzetség fajaiban eléforduld Beet cryptic virus 1 és -2 molekuléris jellemzése.

A kriptikus és endornavirusok eléforduldsat a Capsicum annuum mellett - ahol mér az
1980-as években leirtdk a jelenlétiiket - hét tovabbi Capsicum fajban vizsgiltuk meg. A nagy
molekulatomegli enigmatikus dsRNS-ek jelenléte a Nagy és munkatarsai (2007) altal
mikroszatellit markerek alapjan feldllitott Capsicum torzsfa elso fajkorének minden fajara - C.
annuum, C. chinense, C. frutescens, C. praetermissum, C. baccatum var. baccatum és var.
pendulum - jellemz6 volt. A mésodik fajkorben csak a C. chacoense-ben mutattunk ki enig-
matikus dsRNS-t, de ez joval kisebb volt, mint az el6z6 fajokban eléforduld spéciesz. A
kriptovirusok genomjat reprezentdlé dsRNS-eknél is korreldciét figyeltiink meg a paprika
fajtacsoportok és a jellegzetes dsSRNS-paros eléfordulasa kozott. A C. chinensis, C. frutescens
és a C. chacoense szinte minden fajtdjdban kimutathatok voltak 1-3 kbp hosszisidgi dsRNS-
parosok, amelyek egyes C. annuum fajtakban is jelen voltak, a C. baccatum alfajaiban azon-

ban egyetlen egyedben sem fordultak elé. Osszességében tehdt megillapithatjuk, hogy a kii-
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16nbdz6 paprikafajokban mind az endornavirusokra, mind a kriptikus virusokra jellemzd
dsRNS-ek kimutathatdk, és a vizsgélt dsRNS-ek mintdzata a mikroszatellit markerek alapjan
felallitott filogenetikai fan beliil az egyes dgakra, ill. fajokra jellemzd. Szekvenciaadatok hid-
nydban a virusok esetleges kozos eredetére egyelére nem vonhatdk le tovabbi kovetkezteté-

sek.

A kriptikus virusok fennmaradédsa a gazdaszervezet segitd hatasatol fiigg, ami a gazda-
hoz valé nagyfoku alkalmazkodésukat feltételezi. Kisérleteink sordn in vitro szegfli és cukor-
répa kultirdkban vizsgaltuk meg, hogy ez a természetes koriilmények kozott konzekvensen
mikodd adapticié vajon képes-e a hosszi tavi szovettenyésztés természetestol eltérd koriil-
ményei mellett is biztositani a kriptikus virusok fennmaradésit. A Beet cryptic virus-ok és a
Carnation cryptic virus eléfordulasat in vitro szaporitott ndvényanyagban megvizsgilva meg-
allapitottuk, hogy mind a négyféle kriptikus virus tartésan fennmaradt az in vitro koriilmé-

nyek kozott tartott gazdandvényekben, azaz valddi perzisztens ndvényi virusként viselkedtek.

A Beta nemzetség fajaiban haromféle kriptikus virust, Beet cryptic virus 1, -2 és -3
(BCV1, -2 és -3) azonositottak, melyek genom szegmenseik mérete és kopenyfehérjéjiik im-
munoldgiai tulajdonsdgai alapjdn biztosan elkiilonithet6k egymadstol. A Beet cryptic virus 1
genomjanak jellemzésére klonoztuk a dsRNS1 és dsRNS2 szegmenseknek megfelel6 cDNS-
eket és meghatéroztuk teljes szekvencidjukat. A BCV1 dsRNS1 2008 bp, a dsRNS2 1798 bp
hosszisagu, a szekvencidkat a GenBank adatbazisban EU489061 és EU489062 azonositokkal
tettitk hozzaférhetévé. A Beet cryptic virus 2 esetében - az irodalmi adatok, valamint a sajat
kisérleti eredményeink alapjan - azt vartuk, hogy a genom szintén két dsSRNS molekuldbdl all,
azonban a genom kldnozasa és szekvenaldsa kdzben bebizonyosodott, hogy a BCV2 genomot
valdjdban harom szegmens épiti fel. A Beet cryptic virus 2 genom jellemzésére klénoztuk a
dsRNS1-3 szegmenseknek megfelelé cDNS-eket, és meghataroztuk a teljes szekvencidjukat:

a dsRNS1 1589 bp, a dsRNS2 1575 bp, a dsRNS3 pedig 1522 bp hosszusagu.

A Beet cyryptic virus-ok biztonsagos és érzékeny kimutatdsira az dltalunk meghatdro-
zott Beet cyryptic virus 1 és -2 szekvencidk, valamint az irodalomban publikalt Beet cyryptic
virus 3 RNS-fiiggd RNS-polimeraz szekvencidja alapjan kidolgoztunk és bevezettiink egy

RT-PCR-en alapul6 specifikus eljarast.

Annak bizonyitdsara, hogy a BCV1 és -2 megfelelé genomi szegmensei valéban a ko-
penyfehérjét kodoljadk, a BCV1 és -2 virionokban el6fordulé fehérjéket egyrészt

tomegspektrometrids analizisnek vetettiik ald, masrészt ellendriztiik a reaktivitisukat BCV1-,
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ill. BCV2-specifikus poliklondlis antiszérumokkal. Eredményeink azt mutatjak, hogy a BCV1
viriont valdsziniileg a dsRNS2 4ltal kodolt egyetlen kdpenyfehérje épiti fel, mig a BCV2
virionok felépitésében két kopenyfehérje vesz részt, melyeket a dsRNS1 és -3 szegmensek
kédolnak. Kriptikus virusok esetében ez az elsdé kozvetlen bizonyiték a kdédolé gén és a

viriont felépitd kopenyfehérje egymasnak valé megfelelésére.

A BCV1 dsRNS1 és a BCV2 dsRNS2 a virdlis RNS-fiiggé RNS-polimerazt kédolja,
melyet a polimerdzokra jellemzd konzervalt aminosav motivumok alapjan azonositottunk. Az
altalunk meghatdrozott szekvencidk és az irodalomban leirt szekvencidk Osszehasonlitdsa
alapjin a novényi kriptovirusok legaldbb két, jol elkiiloniild dgra oszthaték. A BCV1 RdRp-je
a Vicia cryptic virus és White clover cryptic virus I virusok mellett feltiin6en nagy hasonldsa-
got mutat a Partitiviridae csalad gombavirusainak RdRp-jéhez. A csoporton beliil a cukorré-
paban, ill. pillangésokban el6fordulé RdRp-k kozott aminosav szinten 82 %-0s azonossigot
figyeltiink meg. Ezzel az irodalomban els6 izben azonositottunk olyan nagyfoki hasonlésagot
nem-rokon novényfajokban eléfordulé kriptovirusokndl, ami a legvaldsziniibben egy k6zos, a
fajok elvdldsa utan (is) mikodd vektor éltal kozvetitett transzferrel lenne magyardzhaté. A
kriptovirusok masik dgaba, amelybe a BCV2 és BCV3 is tartozik, eddig kizardlag ndvényi

gazdaszervezetekben perzisztdld virusokat soroltak be.

A doktori értekezésemben leirt eredmények, azaz két kriptikus virus molekuléris jel-
lemzése, a kriptikus- és endornavirusok egyes nemzetségekben val6 elterjedtségének és in
vitro koriilmények kozott valé tartés fennmaradasanak leirdsa megteremti azt a kisérleti alapot
és eszkoztarat, melynek segitségével hozzalathatunk a kriptikus virusok bioldgiai tulajdonsa-

gainak és evolucios eredetének pontos felderitéséhez.
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9. SUMMARY

RNA viruses make up the vast majority of plant viruses. They can be divided into
three major classes differentiated by whether the infectious virion particles contain the ge-
nome as double-stranded RNA (dsRNA), positive strand (messenger-sense) single-stranded
RNA ((+) ssRNA), or negative strand single-stranded RNA ((-) ssRNA). DsRNA-viruses are
extraordinarily widespread in nature and are found in a very wide range of hosts from bacteria
and fungi to plants and animals. Many dsRNA-viruses are of great medical, veterinary or ag-

ricultural importance.

Most of the plant dsRNA-viruses, however, do not cause any recognizable economic
losses. Plant virus members of the Partitiviridae family and the Endornavirus genus, all
widespread and present in almost every plant in certain species/cultivars, belong to these non-
pathogenic viruses. The term cryptic virus is also used to describe the plant virus genera of the
Partitiviridae family. Cryptic- and endornaviruses present several peculiar features that make
their study rather difficult but very interesting from the theoretical and practical point of view.
They are thought to be transmitted only via seed and pollen, they do not induce any symp-
toms, and although they are present at very low concentration, they persist and multiply within
the host throughout their lives without inducing any symptoms. The organization of the ge-
nome of these viruses is different. While the genome of endornaviruses consists of one high
molecular weight (more than 10 kbp) dsRNA, cryptic viruses have a small bi- or tripartite ge-

nome with dsRNA-segments ranging 1-4 kbp.

In my thesis I describe:
1. The species-dependent occurrence of cryptic- and endornaviruses in Capsicum species.
2.  The long term survival of cryptic viruses under in vitro conditions.

3. The molecular characterization of Beet cryptic virus I and -2.

The presence of endornaviral and cryptoviral dsRNAs in Capsicum annuum has been
reported previously. We investigated whether these endogenous dsRNA-viruses also occur in
seven further Capsicum species. High-molecular weight dsRNAs (>10 kbp) were detected in
every species - C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. praetermissum, C. baccatum var.
baccatum and var. pendulum - of the first clade of Capsicum phylogenetic tree established on
the basis of microsatellite markers (Nagy et al., 2007). In the second clade of the tree we iden-
tified >10 kbp dsRNAs only in C. chacoense, but their molecular weight was lower than in

the other species. The occurrence of dsSRNA genomes of cryptic viruses also parallels the
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Capsicum phylogenetic tree. DsSRNA-species of 1-4 kbp were observed in almost every spe-
cies of C. chinense, C. frutescens, C. chacoense and C. annuum, but no dsRNAs in this size
range could be detected in the two subspecies of C. baccatum. Taken together our results in-
dicate that dsSRNAs probably representing the genomic dsRNA of endorna- and cryptoviruses
do occur in different pepper species, and the dsSRNA-pattern observed in our experiments runs
parallel to the Capsicum phylogenetic tree established on the basis of microsatellite markers.
Further experiments are underway to prove the endoviral and cryptoviral origin of the

dsRNAs detected in our experiments.

Viruses have evolved to harmonise with their host plant on which they completely de-
pend for replication and multiplication, therefore drastic alteration of the physiological condi-
tions (e.g. long term tissue culturing) may have a strong effect on the virus. To analyse the
influence of long term tissue culturing on the survival of cryptic viruses, in vitro propagated
carnation and sugar beet plants were examined. We found that cryptic viruses are so well
adapted to their hosts that Beet cryptic viruses and Carnation cryptic virus are able to survive

under in vitro conditions for at least 5-7 and 15 years, respectively.

In the Beta genus three different Beet cryptic viruses (BCV1, -2, -3) have been identi-
fied, which can be distinguished serologically and on the basis of the molecular weights of
their genomic RNAs. To characterize the genome of Beet cryptic virus I and -2 we cloned and
sequenced cDNAs of genomic dsRNAs. BCV1 dsRNAs are 2008 bp and 1783 bp long, and
their sequences are available in GenBank under accession number: EU489061 and
EU489062. In case of BCV2 - based on the literary data and our own gelelctrophoretic analy-
ses - we expected that the genome would also consist of two dsRNA molecules, but the clon-
ing and sequencing of the BCV2 genome showed that it was built up of effectively three
dsRNA segments. Complete sequences of three dsRNA molecules (dsSRNA1 1589 bp,
dsRNA2 1575 bp, dsRNS3 1522 bp) have been determined. Based on our sequences and the
sequence of BCV3, which can be found in the database, we developed and introduced an RT-
PCR procedure, which allows sensitive and specific detection of each of the known Beet cryp-

tic viruses.

To understand the function of deduced amino acid sequences we analysed the BCV1
and -2 capsid proteins by mass spectrometry and by using BCV1- / BCV2-specific polyclonal
antibodies. Sequencing of the peptides derived from the capsid proteins proved unequivocally
that the capsid of BCV1 is built up of only one capsid protein encoded by dsRNA2, whereas
the BCV2 capsid consists of two proteins encoded by dsSRNA1 and dsRNA3. BCV1 dsRNA1
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and BCV2 dsRNS2 each encode an RNA-dependent RNA-polymerase (RdRp); the viral
RdRps were identified on the basis of conserved motifs considered as markers of viral RdRps.
Multiple RdRp alignments show that BCV1 and BCV2 clearly belong to different groups of
cryptic viruses. BCV1 RdRp shows most homology to Vicia cryptic virus, White clover cryp-
tic virus I and to some fungal viruses of the Partitiviridae family. Within this subgroup the
BCV1 RdRp shared ~82 % amino acid sequence identity to VCV and WCCV1, i.e. to cryptic
viruses of Fabaceae family. This is the first time that a high sequence similarity between
cryptic viruses of unrelated plant species has been reported. Our results indicate the presence
of a common transmission vector proceeding to divergence of the species. In contrast, BCV2
resembles a group of cryptic viruses, which, to our present knowledge, occur only in plant

species.

The results discussed in my PhD thesis comprise the molecular characterization of two
cryptic viruses, the description of the cryptic- and endornaviral distribution in different spe-
cies of Capsicum and the long term survival of cryptic viruses under in vitro conditions.
Taken together these results provide experimental systems and tools for further research to

understand the biological properties and to clarify the evolutionary origin of cryptic viruses.
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