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BEVEZETES ES CELKITUZES

A viruskutatds hagyomanyosan olyan virusok vizsgdlatira koncentrélt, amelyek a kul-
tirnovényekben szembedtld tiineteket és termésveszteségeket okoztak. Napjainkra vildgossa
vélt, hogy a novényekben szdmos endofita mikroorganizmus fordul eld, és a gazdaban tiinet-
mentesen €él6skodo virusok elterjedtsége is alighanem messze meghaladja a tiineteket kivalto
fertézések gyakorisdgat. A legdjabb kisérleti eredmények az mutatjdk, hogy nemcsak egyes
endofita gombdknak, hanem virusoknak is lehetnek a novény szamara elényos, pl. a
stressztlirést fokozd hatdsai (Xu és mtsai, 2008). Csoportunk olyan ndvényekben eléforduld
dsRNS-virusok vizsgédlatdval foglalkozik, amelyek nem idéznek eld tiineteket, és egyes no-
vényfajok/fajtdk egyedeiben feltehetfleg azok egész élete folyamdn fennmaradnak é&s
replikdlédnak. Ezek kozé tartoznak a Partitiviridae csaldd Alphacryptovirus és
Betacryptovirus nemzetségébe sorolt, szegmentilt dsRNS genommal rendelkezd kriptikus
virusok (Ghabrial és mtsai., 2005), illetbleg az Endornavirus nemzetségbe tartozd, egyetlen
14-17 kbp hosszisdgii genomi dsRNS-sel rendelkezd endornavirusok (Fukuhara és mtsai.,
2006). A kriptikus és endornavirusok tobb olyan kiilonleges tulajdonsaggal rendelkeznek (pl.:
pollennel és maggal terjednek, nem okoznak tiineteket, hagyomdnyos virologiai mdédszerekkel
€s oltassal nem vihetdk 4t, stb.), ami vizsgalatukat rendkiviil megneheziti. E tulajdonsaguk és
a jellegzetesen alacsony viruskoncentracidjuk miatt a gazdanovényekben torténd kimutatasuk
nehézkes, felfedezésiik altalaban a véletlennek koszonhetd. Ezért jelenleg még csak nem is
becsiilhetd, hanyféle kiilonboz6 kriptikus és endornavirus fordul eld a természetben. A
kriptikus novényi virusok szamos ndvénynemzetségben, igy a Beta nemzetségben is rendkiviil
elterjedtek, s egyes fajok, fajtdk (szinte) minden egyedében eléfordulnak (Xie és mtsai, 1989).
A Beta nemzetségben haromféle kriptikus virust — Beet cryptic virus 1, -2 és -3 (BCV1, -2 és -
3) —azonositottak, melyeket genomszegmenseik mérete €s kopenyfehérjéjilk immunoldgiai

tulajdonsagai alapjan biztosan el lehet kiiloniteni egymast6l (Antoniw és mtsai., 1986).

Doktori munkam soran elsddleges célom két kriptikus novényi virus, a Beet cryptic
virus 1 és -2 molekularis jellemzése, valamint a kriptikus és endornavirusok elterjedésének és
a gazdaszervezettel vald tartds egyiittélésének vizsgalata volt. A gazdandvénnyel kialakult,
annak teljes életciklusdban érvényesiild harmonikus egyiittélés megértésének elsd 1épéseként
azt kivantuk megvizsgélni, hogy a ndvényben perzisztald kriptikus virusok képesek-e a szo-
vettenyésztés természetestdl nagyban eltérd koriilményei mellett hosszabb ideig fennmaradni
az in vitro tenyészetekben, valamint hogy a virusmentesitésre szokdsosan hasznélt merisztéma

hokezeléssel elimindlhaték-e ezek a virusok a ndvényekbdl. A kriptikus és endornavirusok



elterjedésének vizsgdlata azon tilmenden, hogy informaciét nyerhetiink a sokféleségiikrol,
evolicidjuk megértéséhez is feltétleniil sziikséges. Annak kideritésére, hogy e virusok megje-
lenése a kozelrokon fajok elvaldsa eldtt tortént vagy késébbi idOpontra tehetd, nyolc kiillonbo-
26 Capsicum fajbodl és szamos fajtabdl 4116 génbanki gylijteményben vizsgaljuk meg a feltehe-
téleg kriptovirusok ill. endornavirusok genomi RNS-ét reprezentdlé dsRNS-ek el6forduldsat.
A megfigyelt dsSRNS-mintdzatot a vizsgalt fajok mikroszatellit markerek alapjdn sszeéllitott
torzsfdjaval (Nagy és mtsai., 2007) 0sszehasonlitva kovetkeztethetiink arra, hogy a mintizat

véltozasa koveti-e a rokonsagi 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-et (BCV1) és Beet cryptic virus 2-t (BCV2) valasztottuk ki. A genomikus
szekvencia teljes meghatdrozdsa nemcsak a putativ kédolt fehérjék predikcidja szempontjabol
fontos, hanem azért is, hogy megallapitsuk, milyen k6zos szekvenciabeli illetve szerkezeti
tulajdonsagok teszik lehet6vé a dsRNS-eknek a replikaz 4ltal torténd felismerését és az intakt
genom megorzését. A klénozds sordn nyert szekvencia adatok Osszehasonlité szekvencia
vizsgalatokra haszndlhatok fel, hogy tovabbi megerdsitést €s a jelenleginél pontosabb infor-
maécidkat szerezziink a kriptikus virusok eredetérdl, a gombavirusokhoz valé hasonldsagarol
és a gazdaszervezetben betoltott esetleges szerepérol. A kriptikus virusok, mivel jelenlétiik
tiilnetek hidnyaban gyakran rejtve marad, diagnosztikai szempontbdl is problémaét jelenthet-
nek. Ezért tliztiik ki célul azt is, hogy részleteiben kidolgozunk és bevezetiink egy olyan PCR-
en alapulé kimutatisi moédszert, amellyel a Beta nemzetségben el6fordulé mindhiarom

kriptikus virus szelektiven és érzékenyen kimutathato.

ANYAG ES MODSZER

Novényanyag

A kriptikus- és endornavirusok elterjedésének vizsgalatihoz egy olyan paprika gén-
banki gylijteményt valasztottunk ki, amely nyolc Capsicum faj 63 kiilonbozo fajtajat tartal-
mazta (Csilléry Gdbor génbanki gylijteménye). Azt, hogy e virusok a szdvettenyésztés termé-
szetestdl nagyban eltérd koriilményei kozott is képesek-e hosszabb ideig fennmaradni, 16 éve
in vitro koriilmények kozott nevelt tizenhét kiillonbozé Dianthus fajban valamint 5-7 évig
mikroszaporitott koriilmények kozott tartott cukorrépa és takarmanyrépa ndvényben vizsgal-

tuk meg (T6th Endre és Potyondi Laszl6 ndvényanyaga). A cukorrépa kriptikus virusok eld-



forduldsat 28 cukorrépafajtat tartalmazé fajtasorban vizsgaltuk, amely jol reprezentilta a
2004-ben Magyarorszdgon termesztésben 1évo fajtdkat. Ebbdl a 28 fajtabol a késobbi kisérle-
tekhez, immunoldgiai tesztek segitségével, két fajtat (Mars, Apolld) valasztottunk ki, és a
"Mars’ fajta leveleibdl izoléltuk a Beet cryptic virus 1 és -2-t molekuldris szint jellemzéshez

felhasznalt dsRNS kivonatot.

Nukleinsav izolalas

A novény teljes RNS kivonatdt RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) és Plant Total RNA
miniprep kit (Viogene) felhasznélasaval izolaltuk, kovetve a gyart6 utasitasait. A teljes nukle-
insav kivonatot tobblépéses fenol-kloroform extrakcidval készitettiik. A cukorrépa kriptikus
virusok (BCV1 és -2) klénozasahoz sziikséges dsRNS kivonatot CF-11 oszlopkromatografias
eljarassal izolaltuk, amit RNdz mentes DNaz I és RNaz A kezeléssel tisztitottunk meg a DNS

és ssRNS szennyezdktol.

dsRNS-ek kimutatasa dsRNS-specifikus monoklonalis ellenanyaggal

Ez az immunoldgiai eljards olyan monoklondlis ellenanyagok haszndlatdn alapul, ame-
lyek a dsRNS-ek szerkezetét specifikusan, a szekvenciatdl és nukleotid 6sszetételtdl fiiggetle-
nill felismerik. A dsRNS-specifikus immunoldgiai kimutatas sordn, 30-50 pg teljes nukleinsav
kivonatot nem-denaturdlé 5%-os PAA gélen vialasztottunk el, majd a nukleinsavat pozitiv
toltéstt membranra blottoltuk at, a dsSRNS-ek szelektiv kimutatasat K2 ill. J2 monoklonalis

ellenanyaggal végeztiik el. Ezzel a médszerrel 40-60 pg dsRNS is kimutathat6.

c¢DNS szintézis és klonozas

A dsRNS molekuldk végeinek pontos meghatirozasdhoz a dsRNS molekula 3’ végeire
poly(A) polimeraz enzim segitségével adenozin farkat szintetizaltunk. Az inicidlis cDNS szin-
tézist random primerrel (UNRH: 5 GCCGGAGCTCTGCAGAATTC-NNNNNN) inditottuk,
a késObbiekben a szekvencia ismeretében szekvencia-specifikus primereket terveztiink. A
dsRNS 5’-, ill. 3’-végének pontos meghatirozasit a poly(A) végekre tervezett oligo(dT) (5’
GCTCTGCAGAATTCTTTTTTTTTTT) és szekvencia-specifikus primerekkel végeztiik. 100
ng tisztitott dSRNS-t 99 °C-on, 5 percig denaturéltuk 1,5 % dimetil-szulfoxid és 0,2 pM pri-
mer jelenlétében. Ezt 1 6rdn keresztiil tartd reverz transzkripcié kovette 50 °C-on. A reakcio-
elegy 1x reakcidpuffert, 200 uM dNTP-t, 5 mM DL-dithiothreitolt és 0,75 U Thermoscript
reverz transzkriptdzt tartalmazott, 20 pl végtérfogatban. A cDNS szintézist PCR reakcid ko-
vette, melyhez 1x Taq polimerdz puffert hasznéltunk, 200 uM dNTP-vel, 1,5 mM MgCl,-dal,
0,2 uM primerrel, 0,04 U Taq polimerazzal €s 5 ul cDNS-sel kiegészitve, 25 pl végtérfogat-



ban. A mintdkat tisztitottuk, majd klénozé vektorba (pGEM3z, pGEM7zf, pCR2.1-TOPO,
pTZS57R/T) ligdltuk és baktérium sejtekbe klénoztuk.

Szekvenciaanalizis

A klénozas sordn kapott szekvencidkat Chromas Lite version 2.01 és a Vector NTI
Advance 10 (Invitrogen) programmal analizdltuk. A DNS- és aminosav-szekvencidk
homolégia vizsgilatdhoz az NCBI BLAST szoftverét hasznéltuk. A szekvencia-specifikus
primereket a Primer3 szoftver segitségével terveztiink. A filogramot MEGA4 programcsomag

felhasznalasaval készitettiik.

Virion izolalas as analizise

A ’Mars’ fajtaja cukorrépdk leveleibdl tobb 1épéses ultracentrifugalassal izolaltuk a vi-
rusrészecskéket. A virionokrdl a negativ festést kovetden elektronmikroszképos felvételek
késziiltek. A virusrészecskék nukleinsav-tartalmat a kopenyfehérje proteindz K-val (55 °C)
torténd emésztése utdn dsRNS-specifikus immunobloton mutattuk ki. A kopenyfehérjéket
12,5 %-os Laemmli gélben megfuttatva Coomassie Brillant Blue (G-250) festéssel tettiik 14t-
hatéva. A gélbdl kivagott fehérjéket tomegspektrometrids analizisnek (MALDI-TOF és LC-
MS/MS) vetettiik ald, hogy ily mdédon bizonyossdgot szerezziink arrdl, hogy a cDNS szek-
vencidjabol levezetett putativ kopenyfehérjék valdban a virionban lokalizdlédnak-e. A
virionban el6fordulé fehérjék reaktivitisit BCV1-, ill. BCV2-specifikus poliklondlis szérum-

mal vizsgaltuk (a szérumok Thomas Kiihne, BBA Aschersleben nagylelkil ajandékai voltak).

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A Kkriptikus- és endornavirusok fajfiiggd eléfordulasa Capsicum fajokban

Vizsgalatunk elsddleges célja a kiilonbozd paprikafajokban feltételezhetden eléforduld
duplaszali RNS-virusok kimutatdsa volt, illetve annak tisztdzasa, hogy a kiillénb6z6 fajokban
van-e eltérés a dsSRNS-mintdzatban, s ha igen, 1étezik-e korreldcié a gazdanovények rokonsigi
viszonyai és dsSRNS-mintazata kozott. Az utébbi vizsgalatokbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy
a dsRNS-virusok a torzsfejlodés egy régebbi szakaszaban kapcsolddtak-e a novényekhez, és
veliik egyiitt fejlodtek tovabb, vagy jelenlétiik fiiggetlen a taxondmiai besoroldstdl, a nové-
nyek szarmazasatdl. A kriptikus és endornavirusok el6forduldsat a Capsicum annuum mellett
— ahol mdr az 1980-as években leirtdk a jelenlétiiket — hét tovabbi Capsicum fajban vizsgéltuk

meg (Boccardo és mtsai., 1987).



A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a nagy molekulatomegii, endornavirusok jelen-
1étére utalé6 dsRNS molekula a mikroszatellit markerek alapjdn felallitott Capsicum genetikai
torzsfa (Nagy és mtsai., 2007) els6 4gdnak minden fajdban el6fordul, azaz a C. annuum, C.
chinense, C. frutescens, C. baccatum var. baccatum és var. pendulum fajokban. A dsRNS a
legtobb fajndl minden vagy majdnem minden fajtdban jelen volt, kivéve a C. annuum fajt,
ahol négy fajtdban megtalaltuk, de hatban nem volt jelen. A genetikai torzsfa masodik dgaba
tartozo fajok koziil a C. eximium és a C. pubescens nem tartalmazott enigmatikus dsRNS-t, és
a C. chacoense -ben is joval kisebb volt a dSRNS molekulatomege, mint az els6 ag fajaiban.
Az endornavirusok mérettartomdnyaba es§ dsRNS-ek tehat méretiik és meglétiik szempontja-

bol a torzsfa két £6 dga kozott jellegzetes eltérést mutatnak.

A kisebb méretii, kriptikus virusok jelenlétére utald 1-3 kbp dsRNS-parosok sokkal ke-
vesebb fajtdban vannak meg, de itt is megfigyelhetd a korrelacié a paprika fajtacsoportok
(Nagy és mtsai., 2007) és a dsRNS-parosok el6forduldsa kozott. Nem mutathatdk ki ilyen kis
molekulatomegii dsRNS-péarosok a C. praetermissum, C. baccatum var. baccatum és var.
pendulum, valamint a C. eximium és C. pubescens fajokban. A legvéltozatosabb mintdzatot a
C. chinense és C. frutescens fajtaindl figyeltiik meg, itt kettd6-—négy dsRNS-spéciesz fordult
el6. A C. chacoense fajtakban is talaltunk kisebb méretii dSRNS-parosokat, a C. annuum pe-
dig itt is fajtafiiggd variabilitdst mutatott. Amennyiben a dsRNS-parosok kriptikus virusok
genomi dsRNS-ét reprezentaljdk, az eredmények alapjan legalabb 4-5-féle kriptikus virus

eléforduldsa feltételezhetd paprikédban.

Eredményeink tehdt azt mutatjdk, hogy a kiilonb6z6 paprikafajokban mind az
endornavirusokra, mind a kriptikus virusokra jellemzo dsRNS-ek kimutathat6ak. A vizsgalt
dsRNS-ek mintazata a mikroszatellit markerek alapjan megéallapitott genetikai torzsfan beliil
az egyes csoportokra, ill. fajokra jellemzd, ami a filogenetikai fa helyességét is alatdmasztja.
Szekvencia adatok hidnyaban a virusszekvencidk esetleges kozos eredetére nem vonhatok le
tovabbi kovetkeztetések, de megkezdtiikk az egyik C. chinense fajta dsSRNS-einek klénozasat,
hogy a szekvencia ismeretében tervezett primerek segitségével PCR-rel vizsgilhassuk, hogy
mely fajokban/fajtdkban fordulnak el6 hasonlé szekvencidk. Hasonlé PCR-amplifikaciot ter-
veziink az irodalomban publikalt parcidlis Pepper cryptic virus 1 szekvencia alapjan tervezett

primerekkel is (Valverde és Gutierrez, 2008).



A Kkriptikus virusok in vitro fennmaradasa

A kriptikus virusok fennmaraddsa a gazdaszervezet segitd hatasatol fiigg, ami a gazda-
hoz valé nagyfokd alkalmazkodasukat feltételezi (Boccardo és mtsai., 1987). Kisérleteink
soran in vitro szegfii és cukorrépa kultirdkban vizsgaltuk meg, hogy ez a természetes koriil-
mények kozott konzekvensen miikodd adaptacié vajon képes-e a hosszi tavu szovettenyésztés

természetestol eltérd koriilményei mellett is biztositani a kriptikus virusok fennmaradésat.

DsRNS-immunblot technikdval mindhdrom BCV-virus dsRNS genomjét sikeriilt kimu-
tatnunk az 5-7 éven keresztiil fenntartott in vitro cukorrépa és takarmanyrépa kultdrakban. A
detektalt dsRNS-ek molekuldris azonositdsat RT-PCR-rel is elvégeztiik. Az dltalunk meghatd-
rozott BCV1 és -2 szekvencidk, valamint a BCV3 RNS-fiiggé RNS-polimerazanak az iroda-
lomban publikélt szekvencidja alapjan primereket terveztiink (S63913; Xie és mtsai., 1993),
és bevezettiink egy PCR-en alapul6 eljarast a BCV1-3 virusok biztonsagos és specifikus azo-
nositdsara. Az in vitro koriilmények kozott nevelt novényekben a szekvencia-specifikus pri-
merekkel amplifikdlt szakaszok nukleotid sorrendje mindhdrom esetben 99 %-ndl magasabb
egyezést mutatott a BCV1, -2, ill. -3 szekvencidival (a BCV1 és BCV2 szekvencidkat mi haté-
roztuk meg, Isd. aldbb). Vizsgilatainkat kiterjesztettiik egy 15 éven keresztiil fenntartott, ti-
zennyolc Dianthus-fajbol, ill. fajtabodl 4ll6 in vitro génbanki gyljteményre is. Immunoblot
eljarassal itt is tobb fajban detektéltuk a dsRNS-ek jelenlétét, koztiik a Carnation cryptic virus
tripartita dSRNS genomjat a Dianthus caryophyllus novényekben (Lisa és mtsai., 1981). A
tenyészetek virusmentesitésére haszndlt, és mas virusoknal bizonyitottan hatékony
merisztéma hokezelés nem vezetett a kriptikus virusokra jellemzé dsRNS-ek eltiinéséhez a

mikroszaporitott névényekbol.

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 tartésan
fennmaradni a gazdandvényben, azaz valddi perzisztens novényi virusként viselkedik. A Beet
cryptic virus 1 és -3 esetében azt is kimutattuk, hogy az RNS-fiiggd RNS-polimeradzt kodold

régid in vitro koriilmények kozott is megdrizte korrekt szekvencidjat.

Beet cryptic virus 1 (BCV1) molekularis jellemzése

A Beet cryptic virus 1 genom jellemzésére klonoztuk a dsRNS1 és dsRNS2 szegmen-
seknek megfelel6 cDNS-eket és meghatdroztuk teljes szekvencidjukat. A BCV1 dsRNS1
2008 bp, a dsRNS2 1798 bp hosszusagu, a szekvencidkat a GenBank adatbazisban EU489061
és EU489062 azonositokkal tettiik hozzaférhetdvé.
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A dsRNS1-en egy 1851 nt hosszisagu folyamatos nyilt leolvasasi keretet (ORF) azono-
sitottunk, ami egy 616 aminosavbdl all6 fehérjét kddol, melynek szamitott molekulamérete
72,5 kDa. Ez a protein a GenBank adatbazisban taldlhaté szekvencidk koziil a Partitiviridae
csalad virusainak RNS-fiiggd RNS-polimerdzaival (RdRp) mutatja a legnagyobb hasonldsé-
got és azonosithato rajta a kriptikus virusok RdRp-jére jellemz6 valamennyi konzervalt ami-
nosav motivum (Bruenn, 1993). Mivel az azonositott a motivumok a fehérje polimeraz funk-
cidjanak betoltéséhez fontosak, valdsziniisithetd, hogy a dsRNS1 éltal kédolt fehérje a virdlis
polimeraz. A RdRp-vel elvégzett szekvencia-osszehasonlitasaink meglepd eredményt hoztak:
a BCV1 RdRp, a Vicia cryptic virus (VCV), ill. White clover cryptic virus 1 (WCCV1) viru-
sok RdRp-jével 80,6 %, ill. 82,3 %-ban azonos volt, tovabba mindhdrom virus feltiinéen nagy
hasonlésagot mutatott a Partitiviridae csaldd gombavirusainak polimerdzaihoz (Boccardo és
Candresse, 2005a és b; Blawid és mtsai., 2007; Coutts és mtsai., 2004). Ezzel az irodalomban
els6 izben azonositottunk olyan nagyfoku hasonlésdgot nem-rokon novényfajokban el6fordu-
16 kriptovirusokndl, ami a legvaldszinlibben egy k6z0s, a fajok elvéldsa utdn (is) miikodd vek-

tor altal kozvetitett transzferrel lenne magyarazhat6.

A dsRNS2 porzitiv szdlan egy nagy, 1470 nt hosszusagu, €s két kisebb putativ ORF-t
azonositottunk, a negativ szdlon szintén két kisebb leolvasasi keret talalhatd. A nagy ORF egy
489 aminosavbdl all6 fehérjét kddol, melynek szamitott molekulamérete 53,4 kDa. Ez a prote-
in szintén a Partitiviridae csalad virusainak kopenyfehérjéivel mutatja a legnagyobb hasonl6-
sdgot, bar ez a hasonlésdg az RdRp esetében megfigyelt értékeknél mindenképpen kisebb
mértékll. A nagyobb heterogenitas ellenére tobb olyan konzervélt aminosav régid is azonosit-
hat6 a BCV1 és a vele rokon virusok kdpenyfehérjéiben, amelyek a tobbi novényi kriptikus
virus kopenyfehérjéjében nem vagy csak részben mutathatok ki. A konzervalt régidk szerepé-
nek azonositdsa még nem tortént meg, de e régidk kiilonb6zd virusokban valé megdrzédése

funkciondlis jelentOségiiket valdsziniisiti.

A BCV1 virionok analizise sordn egy domindns ~55 kDa koriili molekulatomegii fehér-
je savot azonositottunk, amely tomegspektrometriai analizist kovetden, 32,5 %-os lefedett-
séggel szekvencia egyezést mutatott a dsSRNS2 cDNS-bdl levezetett putativ kopenyfehérje
aminosav sorrendjével. Ez a fehérje a BCV 1-specifikus antiszérummal is er0s immunreakciot
adott. A bemutatott adatokbol levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a BCV1 viriont egyetlen, a
dsRNS2 iltal kédolt 53,4 kDa molekulatomegii kdpenyfehérje épiti fel. Kriptikus virusok
esetében ez az elsé kozvetlen bizonyiték a kédolé gén és a viriont felépité kopenyfehérje

egymdsnak valé megfelelésére.



A BCV1, Vicia cryptic virus, ill. White clover cryptic virus I genomok hasonldsiga
nemcsak a fehérjékre terjed ki, hanem a dsRNS genom 5’ és 3’ nem transzlalodo régioi
(UTR) esetén is szembetiind. Kiilondsen a dsRNS szegmensek egyiittes kapszidalodasat biz-
tosité 5° UTR-ek esetén figyelhetd meg jelentdsebb homoldgia (Strauss és mtsai., 2000). A 3’
UTR-ek a dsRNS1 genom szegmenseknél szintén rendkiviil hasonléak, a dsRNS2-ek kiilon-

bodz6 gazdaszervezetekben azonban nagyobb variabilitdst mutatnak.

Beet cryptic virus 2 (BCV2) molekularis jellemzése

A Beet cryptic virus 2 virusokrdl a klénozdsi munka kezdetén kevesebb irodalmi adat
allt a rendelkezésiinkre, mint a BCV1-r6l, rdadasul ezek az eredmények sokszor nem voltak
egységesek. Natsuaki és munkatarsai (1986) két genomi dsRNS (MW 0,94-10° és 0,87-10°)
jelenlétét publikaltak. Ezzel szemben Kiihne és munkatarsai (1987) 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
kédold genomi szegmensre is sziikség van. Kisérleteink sordn egyértelmiien bebizonyosodott,
hogy a genom hiarom dsRNS-bdl 4ll, melyek koziil kettd, feltehetéleg azonos méretiik miatt, a
gélelektroforézis szokdsos koriilményei kdzott nem vélik el egymastdl. A Beet cryptic virus 2
genom jellemzésére klonoztuk a dsRNS1-3 szegmenseknek megfelel6 cDNS-eket, és megha-
taroztuk a teljes szekvencidjukat: a dsSRNS1 1589 bp, a dsRNS2 1575 bp, a dsRNS3 pedig
1522 bp hosszisagu.

A dsRNS2 pozitiv szalan egyetlen, 1428 nt hosszisagi ORF-t (ORF1) azonositottunk,
ami 475 aminosavbdl 4ll6, 54,2 kDa molekulaméretii fehérjét kodol. A szegmens negativ sza-
l4n is taldlhat6 két kisebb leolvasasi keret. Az ORF1 4ltal determindlt aminosav szekvencia az
adatbdzisban jelenleg megtaldlhaté szekvencidk koziil a jellegzetesen novényi kriptikus viru-
sok RdRp-ihez mutatja a legnagyobb hasonlésdgot, igy megallapithatjuk, hogy a dsRNS2 4ltal

kédolt fehérje a virdlis polimeraz.

A dsRNS1 szegmens pozitiv szdlan azonositott 1281 nt hosszisdgd ORF 426 amino-
savbol allé fehérjét kodol, melynek szamitott molekulatomege 49,1 kDa. A dsRNS3 szeg-
mens pozitiv szalan azonositott 1182 nt hosszisagd ORF pedig 393 aminosavbdl 4ll6 fehérjét

kédol, melynek szamitott molekulatomege 45 kDa.

A BCV?2 virionokban két dominans fehérje sdvot azonositottunk ~36, illetve ~33 kDa

becsiilt molekulatomeggel, melyek mérete megegyezik a Kiihne és munkatarsai altal 1987-



ban publikdlt eredményekkel. A BCV2-specifikus ellenanyaggal mindkét fehérje erds jelet
adott, ezért valészinlileg mindkét fehérje részt vesz a virion felépitésében. A virion fehérjék
tomegspektrometrids analizisb6l egyértelmiien kideriilt, hogy a nagyobb kopenyfehérjét a
dsRNS1 kédolja, ugyanis a ~36 kDa becsiilt molekulatomegli protein 30 %-os szekvencia
egyezést mutatott a dSRNS1 cDNS-bdl levezetett fehérjével. A virionokban el6fordulé masik
kopenyfehérjét (~33 kDa) a dsRNS3 kddolja, az azonositott protein szekvencidk 35 %-ban
fedik le az ORF1 4ltal kédolt, 393 aminosavbdl felépiild fehérjét. Az eredményekbdl arra ko-
vetkeztettiink, hogy a BCV2 viriont két, ~36, illetve ~33 kDa becsiilt molekulatomegii fehérje
épiti fel, melyeket a dsRNS1 és -3 genomi szegmensek kédolnak. Jelenleg nem rendelkeziink
olyan kisérleti eredményekkel, amelyek magyarazatot adnianak a virionokban azonositott ko-
penyfehérjék és dsRNS1 és -3 ORFI1 leolvasési keretében kddolt fehérje szamitott molekula-

tomege kozotti eltérésre.

A dsRNS-ek 5’-végein itt is egy konzervalt felismer szekvencidt (5> AGAATTA) tala-
lunk, ami eltér a BCV1-nél azonositott szekvenciatél, megegyezik azonban mads, jellegzetesen
novényi kriptikus virusok genom szegmenseinek 5’ terminalis végeivel (Xie és mtsai., 1993).
A konzervalt termindlis région kiviil a dsRNS1, -2 és -3 5° UTR-ei kozott mar nem figyelhetd
meg jelentdsebb szekvencia hasonlésag, tovabbi kiillonbség még, hogy a BCV2-nél a 3’-

végeken nem azonositottunk poly(A)-véget.

A doktori értekezésemben leirt eredmények, azaz két kriptikus virus molekuléris jellem-
z€se, a kriptikus- és endornavirusok egyes nemzetségekben vald elterjedtségének és in vitro
koriilmények kozott vald tartés fennmaradasanak leirdsa megteremti azt a kisérleti alapot és
eszkoztarat, melynek segitségével hozzalathatunk a kriptikus virusok bioldgiai tulajdonsagai-

nak és evolicids eredetének pontos felderitéséhez.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1, Megéllapitottuk, hogy a Capsicum nemzetség kiillonbozo fajaiban és fajtdiiban mind az
endornavirusokra, mind a kriptikus virusokra jellemz6 dsRNS-ek eléfordulnak, és e fajok
valdszintileg olyan dsRNS-virusokat is tartalmaznak, amilyeneket az irodalomban eddig
nem irtak le. A vizsgalt dSRNS-ek mintdzata a mikroszatellit markerek alapjan megéllapi-
tott 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 -ban és C. baccatum var. baccatum -ban pedig csak az



endornavirusok jelenléte feltételezhets. A C. chacoense-ben szintén mindkét virus elo-
fordulhat, de az endornavirusokra jellemzd dsRNS molekulatdmege alacsonyabb, mint a

tobbi fajnal.

A Beet cryptic virus-ok €s a Carnation cryptic virus eldforduldsat in vitro szaporitott no-
vényanyagban megvizsgalva megallapitottuk, hogy mind a négy kriptikus virus képes in
vitro koriilmények kozott tartésan fennmaradni a gazdanovényben, azaz valddi

perzisztens novényi virusként viselkedik.

Megallapitottuk, hogy az elmult évtizedben megvaltozott a Beet cryptic virus-ok elter-
jedtsége a termesztett cukorrépafajtadkban. A BCV1 virusok el6forduldsa visszaszorult,
igy a 2004-ben, Magyarorszagon termesztésben 1évo fajtak koziil csak egyben tudtuk
azonositani. Ezzel szemben a BCV?2 jelenleg is gyakorinak szamit, és legalabb a fajtak

felében kimutathato.

Meghataroztuk a Beet cryptic virus 1 (BCV1) bipartita genomjanak teljes szekvencidjat
€s bizonyitottuk, hogy a dsRNS1 a virdlis replikazt (RdRp), a dsSRNS2 pedig a kdpenyfe-
hérjét kodolja. Megallapitottuk, hogy mindkét genom szegmens, valamint a dSRNS mo-
lekulék 4ltal kddolt fehérjék rendkiviil nagyfokd hasonlésagot mutatnak a pillangdsvirdgi

novényekben azonositott Vicia cryptic virus-hoz és White clover cryptic virus 1-hez.

Meghataroztuk a Beet cryptic virus 2 (BCV?2) tripartita genomjdnak teljes szekvencidjat
és bizonyitottuk, hogy a virionok felépitésében két kopenyfehérje vesz részt, melyeket a
dsRNS1 és -3 szegmensek kédolnak. A harmadik genom szegmens, a dSRNS2, az RNS-
fliggd RNS-polimeridzt kédolja.

Az éltalunk meghatérozott Beet cryptic virus 1 és -2 szekvencidk, valamint az irodalom-
ban publikdlt Beet cryptic virus 3 RNS-fliggd RNS-polimeraz szekvencidja alapjan kidol-
goztunk €s bevezettiink egy RT-PCR-en alapuld, specifikus eljardst a Beet cryptic virus-

ok szelektiv és érzékeny kimutatdsara.
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