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1. A MUNKA ELOZMENYEL A KITUZOTT CELOK

A virusok gazdasagi jelentdsége tobb szempontbol is meghatarozd. Mivel a
virusfertézott novény nem gyogyithato, ezért a védekezés elsdédleges mddja a megeldzés.
Gazdandvényenként a tiinetek meglehetdsen eltérhetnek, s6t gyakran tlinetmentesen vannak
jelen a novényekben. A korokozok pontos azonositasdhoz legaldbb a részleges nukleinsav
sorrend ismerete sziikséges, amely alapjan mar szamos adat all birtokunkban a virus fajat,
rokonsagi €s evolucios viszonyait tekintve.

Doktori témamban a foldimogyord satnyulas virus (Peanut stunt virus, PSV) hazai
izoldtumainak vizsgalatdt végeztem el. A rendkiviil heterogén korokozd jelentds karokat
okozott Eszak-Amerikaban, Afrikdban és Azsiaban a pillangsviragn novényeken.

Eurdpabdl, illetve fehér akacrol egyelére nem ismert a korokozoé teljes nukleotid (nt)
sorrendje.  Magyarorszagi  el6forduldsar6l  viszonylag kevés irodalmi adat all
rendelkezésiinkre, habar kora nyari sétdink kozben éppugy megpillanthatjuk mozaikos
levéltiineteit a Roosevelt téri kdzel 200 éves ,,0reg akacon”, mint szant6foldek hatarolo

akacsoran.

Munkank sordn a kdvetkezo feladatokat tliztiik ki doktori dolgozatom céljaul:

1. Magyarorszagi fehér akécrol szarmazd PSV izolatum teljes hosszisagi genomi
komplementer DNS (cDNS) klonjainak eléallitasa;

2. A genomi cDNS klonok teljes nukleotid szekvencidinak (mint elsé eurdpai PSV
izolatum) meghatarozésa;

3. A nukleotid szekvencidk filogenetikai ¢€és rekombinécids elemzése. Rokonsagi

crer

Az els6 3 pont eredményeinek tiikrében:

4. Tovabbi, a Pannon O6korégiobol szarmazoé PSV izolatumok részleges RNS3 c¢cDNS
klonjainak eléallitasa;

5. A részleges RNS3 cDNS klonok nukleotid szekvencidinak meghatarozasa;

6. Az1jizolatumok filogenetikai és rekombinécids elemzése;

7. Az izolatumok gazdandvénykor és tiinettani vizsgalata.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A dolgozatban vizsgalt virusok és izolalasuk

A PSV-Rp torzset 2002-ben Salamon Pal izolalta G6dollon fehér akécrol és bocsatotta
kutatécsoportunk rendelkezésére. A kutatasaink soran vizsgalt tovabbi kilenc PSV izolatumot
a Pannon o6korégi6 teriiletén, enyhe mozaik és levél deformacié tiineteket mutatd fehér akac
novényekrdl gyljtottik 2007 és 2008 években (1. tablazat). Az izolatumokat C. quinoa
novényen tortént passzalast kovetden N. benthamiana. tesztnovényeken szaporitottuk fel a
tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez.

1. tablazat. A vizsgalt PSV izolatumok gyjtési adatai

Tzolatum neve Gytijtési hely Gytijtési év Gytijtotte
PSV-B Budapest, Magyarorszag 2008 Kiss Laszlo
PSV-Cs Mezdcsat, Magyarorszag 2008 Dr. Kondrék Mihély
PSV-F Fiizesgyarmat, Magyarorszag 2008 Kiss Laszlo
PSV-Ljb Ljubljana, Szlovénia 2008 Kiss Laszlo
PSV-Rp G0dollo, Magyarorszag 2002 Dr. Salamon Pal
PSV-Rp2 Go6dolls, Magyarorszag 2007 Kiss Laszlo
PSV-Sz Szeghalom, Magyarorszag 2008 Kiss Laszlo
PSV-T1 Tihany, Magyarorszag 2008 Dr. Salanki Katalin
PSV-T2 Tihany, Magyarorszag 2008 Dr. Salanki Katalin
PSV-Tev Tevel, Magyarorszag 2008 Antal Ferenc

2.2. Gazdanovénykor vizsgalatok
A vizsgalt PSV izolatumokkal a természetes és kisérletes gazdandvények koziil 5

novénycsaldd 16 fajat fertdztilk (2. tablazat). Minden esetben 3—8 novényt fertdztiink 2—8
leveles allapotban. A ndvényeket tiinettanilag a fertézést kovetd 1 honapon keresztiil
vizsgaltuk vizudlis modszerrel. Tiinetmentes ndvények esetében a kérokozo lokalis és / vagy
szisztemikus terjedését Northern blot analizissel (Sambrook és mtsai., 1989) ellendriztiik. A
Northern blot analizishez White és Kaper (1989) eljarasanak alkalmazasaval kivont teljes
nukleinsav tartalm mintdkat formaldehid és formamid tartalmu pufferben denaturaltuk, majd
szintén formaldehid tartalmii 1%-o0s agar6z gélben elektroforézissel frakcionaltuk. A

nukleinsavakat Hybond-N membranra vittiik at, majd UV fénnyel a membranhoz kotottiik.



2. tablazat. A gazdanovénykdr vizsgalatokhoz hasznalt ndvények

Csalad Csalad Csalad
Faj Faj Faj
Fajta Fajta Fajta
Chenopodiaceae Leguminosae Solanaceae
Chenopodium amaranticolor Coste and Reyn. Arachis hypogea L. Lycopersicon esculentum Mill.
Lens culinaris Medik. cv. Kecskeméti jubileum
Compositae cv. Eva Nicotiana benthamiana Domin.
Zinnia elegans Jacq. Medicago sativa L. N. clevelandii Gray.
Phaseolus vulgaris L. N. debney Gray.
Cucurbitaceae cv. Babilon N. glutinosa L.
Cucumis sativus L. Pisum sativum L. N. tabacum L. cv. Xanthi
cv. Delicates cv. Rajnai torpe
Robinia pseudoacacia L.
Vigna sinensis Savi et Hassk.
cv. Black eye

A nukleotid sorrend meghatarozasahoz a N. benthamiana tesztnovényeken
felszaporitott izolatumokbol Lot és mtsai. (1972) modszerével a PSV-Rp esetében virust
tisztitottunk, a tovabbi izolatumokkal fertdzott ndvényekbdl pedig teljes nukleinsav kivonast
végeztiink az elébbiekben emlitett White ¢s Kaper (1989) eljarasanak alkalmazasaval. Az

RNS kivonasara fenol-kloroformos extrakciot €s etanolos kicsapast hasznaltunk.

2.3. Molekularis és bioinformatikai vizsgalatok
2.3.1. A PSV-Rp torzs cDNS klonjanak eléallitasa

A tisztitott  viruspartikulumokbol  fenol/SDS  kicsapassal ~megkaptuk a
cucumovirusokra jellemzd harom genomi és egy szubgenomi virus RNS-t, melyet
gélelektroforézissel detektaltunk. A cDNS készités soran az RNS-ek 3’ végeinek
meghatarozasahoz az RNS-eket poliadenilaltuk. Az elsd szal cDNS-t ennek megfeleléen az
ellentétes (komplementer) nukleotid sorrendii oligo dT primerrel inditottuk. A masodik szal
cDNS készitése Gubler és Hoffman (1983) altal leirt ribonukledz H és DNS polimeraz I
jelenlétében zajlott. A kapott cDNS szakaszokat pBluescriptll SK+ fagemid klonozo6 vektorba
ligaltuk. A ¢cDNS klonok felszaporitasat Escherichia coli DH5-a és GM2163 torzseken
végeztilk. A virus eredetli cDNS klonok kivélasztasa kolonia hibridizacio alkalmazésaval
tortént tisztitott virus RNS jelolésével (Sambrook és mitsai., 1989). A kivalasztott cDNS
klonok nukleotid sorrendjének virus eredetét automatizalt fluoreszcens stopnukleotida
modszerrel ellendriztiik (Applied Biosystems Gene Analyzer 3100). A harom genomidlis
RNS 5° végének meghatarozasa a részlegesen ismert szekvencidkra alapozva az 5° Rapid
Amplification of ¢cDNA Ends kit segitségével tortént. A meghatidrozashoz az éaltalunk
tervezett RNS1-(486-513 nt), RNS2-(257-276nt), RNS3-(269-288nt) virusspecifikus

antiszensz primereket hasznaltuk.



A valds 5° és 3’ végek ismeretében mindharom virus RNS esetében a teljes szal cDNS
készitést a PSV123-3’-Pstl oligonukleotid segitségével inditottuk el. A szintézist M-MuLV
reverz transzkriptdzzal végeztiik.

A keletkezett kettdsszalu molekulakat PCR segitségével sokszoroztuk meg (Mullis és
Faloona, 1987). Az RNS1 és RNS2 molekuldk 5 végének homoldgidja lehetéve tette, hogy a
PSV12-T7-BamHI inditészekvencia alkalmazéasaval, kozos reakcioban szaporitsuk fel Oket.
Az RNS3 esetétben a PSV3-T7-BamHI inditoszekvenciat alkalmaztuk a molekula
sokszorositasara. A PCR soran az emlitett 5° és egységesen a cDNS készitésnél hasznalt 3’
primerek segitségével Tag DNS polimerdz enzim jelenlétében felszaporitottuk a cDNS
molekuldkat. A reakcid az RNS1 és RNS2 esetében két fazisban ment végbe. Az RNS3
szintézise soran a reakci6 egy fazisban 30 ciklus alatt tortént. A kapott méret specifikus PCR
termékeket 1%-o0s agar6z gélen detektaltuk, majd tisztitottuk (High Pure Purification Kit). A
cDNS molekuldkat BamHI és Pstl restrikcios endonukledzokkal hasitottuk, majd az
ugyanezen enzimekkel vagott pBluescriptll SK+ vektorba ligaltuk. Az elkésziilt PSV-Rp
RNSI1, RNS2, RNS3 klonokat az Escherichia coli DH5a és GM2163 torzseiben tartottuk
fenn. A klonok nukleotid sorrendjének meghatdrozésat szubklonok és belsd primerek
segitségével hatdroztuk meg automatizalt fluoreszcens stopnukleotida moddszer
alkalmazasaval. A kapott részleges nukleotid sorrendek szekvencia adatait a Clone manager 7
(SciEd Central) és az Emboss-Align (Rice ¢és mtsai.,, 2000) programok segitségével

illesztettiik 6ssze, majd a GenBank nemzetkdzi adatbankban helyeztiik el.

2.3.2. PSV izolatumok részleges cDNS klonjainak eléallitasa
A tovabbi 9 vizsgalt PSV izolatum esetében fert6zott N. benthamiana novényekbol

teljes nukleinsav kivonast és reverz transzkripcidt kovetden PCR technika segitségével
felszaporitottuk az RNS3 egy meghatarozott részét, mely tartalmazta a mozgasi fehérje gén
egy részét, a teljes intergénikus régiot, a kopenyfehérje gént és a 3’ nem-kodold régiot. A
vizsgalatokhoz a GenBank-ban megtalalhato PSV torzsek és az altalunk meghatarozott PSV-
hasznaltuk. A heteroduplex specifikus szakaszok megsokszorozasdhoz PCR technikat
alkalmaztunk. A kapott PCR termékeket 1%-os agar6z gélen detektaltuk, majd tisztitottuk
(High Pure Purification Kit, Roche). A DNS mintdkat pGEM-T-Easy klonozé vektorba
ligaltuk, ezzel elkészitve az izolatumok részleges RNS3 molekulajanak cDNS klonjait. A
cDNS-ek nukleotid sorrendjét automatizalt fluoreszcens stopnukleotida modszerrel a plazmid

specifikus M13 reverz és M13 forward primerek segitségével hataroztuk meg.



2.4. Bioinformatikai vizsgalatok
2.4.1. Nukleotid sorrend dsszehasonlitas és filogenetikai elemzés

A kapott nukleotid és aminosav sorrendeket az Emboss-Align és a Clustal X
(Thomson ¢és mtsai.,,1997) programcsomagok segitségével EMBL/NCBI nemzetkozi
adatbankban elérhetd PSV szekvencidkkal hasonlitottuk dssze, majd a Clustal X programmal
Neighbor-Joining eljarassal a TreeWiew 1.6.6. (Page, 1996) feliiletén az adatokbol

filogenetikai torzstat készitettiink.

2.4.2. Rekombinaciods vizsgalatok
A nemzetkdzi adatbankokban fellelheté PSV szekvencidkra épiild rekombinacids

vizsgalatokhoz az altalanosan hasznalt és elfogadott TOPALi v2 (Milne és mtsai., 2004)

programcsomag PDM (Probabilistic Divergence Measures) analizisét alkalmaztuk.



3. EREDMENYEK

3.1. A PSV-Rp ¢DNS klonjainak molekularis jellemzése
Munkank soran elkészitettiik az PSV-Rp izolatumnak elnevezett, hazai fehér akacrol

gyljtott Peanut stunt virus 1-es, 2-es és 3-as RNS-einek ¢cDNS klonjait, majd meghataroztuk
mindharom klon teljes elsddleges szerkezetét. A kapott cDNS szekvencidkat a GenBank
nemzetkozi adatbazisban helyeztiik el az AM905353, AM905354, AM905355 azonositd
szamok alatt. Az RNS1 3325 nt, az RNS2 2942 nt, az RNS3 2208 nt hosszisagunak
bizonyult, mely adatok megkozelitdleg megegyeznek az adatbankban taldlhaté mas PSV
szekvencidk hosszaval. A nukleotid sorrend megallapitdsa utdn azonositottuk a
cucumovirusokra jellemzé 6t nyilt leolvasasi keretet (ORF).

Az RNSI-rdl atir6do 1a ORF a 85-6s nt-t6l a 3078-as nt-ig terjed 998 aminosavat
kédolva. A molekula N-termindlis részén azonosithatd a metiltranszferaz aktivitasra utald
H...DxxR...Y motivum. A C-terminalis részében helikdz motivumok, illetve az 540-555.
aminosavak kozott prolin gazdag régio figyelhetd meg.

Az RNS2-rdl atir6d6é 2a ORF a 80-as nt-tol a 2581-es nt-ig terjed 834 aminosavat
kodolva. Az ORF 601-603. aminosavai GDD motivumot kodolnak, amely az RNS fiiggd
RNS polimerazok (RdRp) Mg*" kétése szempontjabol meghatarozé jelentdségii. Az RNS2
szintén meghatdroz egy, a 2a-val atfedé6 2b ORF-et, amely a 2406-2684. nt kozott
helyezkedik el, és amelyrdl egy 93 aminosavat kodolo fehérje irddik at.

Az RNS3 egy koztes, 257 nt hosszi IR-rel elvalasztva koédolja a 3a és 3b nyilt
leolvasasi kereteket. Az IR 1143-1152. nt-ig terjed0 szakasza tartalmazza a 5°-
GGTTCAATTC-3’ konzervalt motivumot. Az MP génje a 142-es nt-to6l a 1011-es nt-ig terjed
¢s 290 aminosavat kodol. A nukleotid sorrendbdl szdrmaztatott aminosav sorrend magaba
foglalja a 30K szupercsaladra jellemzé 33 aa hosszu
MSVPQVLCAITRTVMANAEGSIRIYLADLGDDE konzervalt régiét, amely a PSV-Rp
esetében 8 aminosavban térhet el a tobbi PSV izolatumtol (aldhuzott aa-k).

Az RNS3 molekuléra vetitve az ORF3b a 1269-es nt-t6l a 1919-es nt-ig terjed, ami
217 aminosavat kodol. A CP N-terminalis része (10—17 aa) argininban gazdag.

A PSV-Rp teljes nukleotid sorrend;jét, valamint az egyes ORF-ek nukleotid és a kodolt
aminosav szekvencidjat osszehasonlitottuk a nemzetkozi adatbankban hozzaférheté néhany
cucumovirus izoldtum ugyanezen régioinak szekvencia adataival. A PSV-Rp RNS-einek
teljes nukleotid sorrendje a kiilonbozé alcsoportokbdl szarmazo PSV  izolatumokkal

Osszehasonlitva 74,1-84,6% azonossagot mutatott, mig a teljes genomra szamitva az



azonossag: PSV-J esetében (79,5%), PSV-W esetében (83,1%), PSV-Mi esetében (78,2%).
Az egyéb cucumovirus izoldtumokkal mutatott azonossag ezen a szinten 56,8—68,1% kozott
valtozott.

A PSV-Rp RNSI és RNS2 ORFla, ORF2a, ORF2b ¢és ORF3a tekintetében nukleotid
szinten a legnagyobb azonossagot a Il-es alcsoportba tartozd PSV-W-vel mutatta, mig az
RNS3-at vizsgalva kozel azonos mértékii azonossag volt megfigyelheté mindhdrom alcsoport
tekintetében (80,9—83,9%). A CP-t kddolé ORF3b esetében nukleotid szinten a PSV-J 83,3%,
a PSV-Mi 83,2%, mig a PSV-W mindossze 78,8% azonossdgot mutatott a PSV-Rp-vel.
Aminosav szinten a legnagyobb azonossag a III. alcsoportba tartozé PSV-Mi esetében volt
megfigyelhetd (86,6%). Minden esetben a kapott nt értékek jocskan elmaradtak az egy
alcsoportba tartozast jelentd 90%-os hatartol. Az eredmények alapjan izolatumunk jelentdsen
eltért a tobbi PSV izolatumtol és az ismert alcsoportok egyikébe sem volt besorolhato. Az

alacsony azonossagi értékek egy 0j, I'V. alcsoport 1étrehozéasat indokoljak.

3.2. A PSV-Rp filogenetikai és rekombinacids elemzése
A cucumovirus izolatumok génjeinek nukleotid sorrendjét alapul véve filogenetikai

torzsfakat készitettiink. Az la, 2a és 3a fehérjéket kodold gének esetében a PSV-Rp a
legkozelebbi filogenetikai rokonsdgot a PSV-W-vel mutatta, azonban alcsoport szinten
jelentdsen elkiiloniilt attol. A CP-t kodolo 3b gén esetében azonban a legkdzelebbi rokonsagi
kapcsolat a PSV-Mi-vel volt megfigyelheto.

Az eltérd filogenetikai eredmények, illetve az RNS-ek esetében megallapitott alacsony
szekvencia azonossagi értékek egyértelmiien egy, a PSV evollcidja soran az RNS3 szintjén
lejatszodott rekombinacids esemény jelenlétére utaltak.

Ennek tisztazasara a GenBank-ban elérhetd teljes PSV RNS3 szekvenciakon
rekombinacids vizsgalatokat végeztiik. Az elemzés soran 2 feltételezett rekombinacids, mas
néven forrd pontot (hot spot) hataroztunk meg 95%-os szignifikancia szinten az 1199. nt és az
1873. nt koriili régidban. Az elsd forrd pont az IR-ben taldlhato, 70 nt-dal a ORF3a eldtt, mig
a masodikat a CP-t kodold 3b gén stop kodonja el6étt 47 nt-dal hatdroztuk meg. Az RNS3
molekuléat 3 részre osztd rekombindcids pontok altal meghatarozott szakaszokkal ismételten
filogenetikai elemzést végeztiink . Az elsd forrd pont elétti, megkozelitdleg 1200 nt hosszu
régi6d ¢és a masodik forr6 pont utani 335 nt hosszu régio esetében a PSV-Rp a PSV-W-vel
mutatta a legkdzelebbi rokonsagot, mig a két forrd pont kdzotti 674 nt hosszi nt szakasz a
PSV-Mi-vel volt a legszorosabb rokonsagi viszonyban. A kapott eredmények a kozépso régiod

eltérd eredetét bizonyitjak, és 6sszhangban vannak a nt sorrend azonossagok eredményeivel.



A filogenetikai torzsfak eredményei megerdsitik, hogy a PSV evolucioja soran az izolatumok

koz6tt rekombinaciod tortént.

3.3 A Pannon 6korégiobdl szarmazo PSV izolatumok molekularis jellemzése
A PSV-Rp teljes molekularis elemzését kovetden tovabbi 9, a Pannon okorégio

teriiletérdl, fehér akacrol szdrmazd PSV izolatum jellemzését végeztiik el. A molekularis
munkak soran a N. benthamiana tesztnévényeken felszaporitott PSV izolatumok RNS3
molekuldjanak részleges klonozasat €s nukleinsav sorrend meghatarozasat végeztik el. A
meghatarozott szekvencia adatokat a GenBank nemzetkozi adatbazisban helyeztiik el.

A 9 meghatarozott részleges MP-t kddold gén, teljes IR, CP-t kodold gén és 3° NCR
régi6 nukleotid sorrendjének mérete 1342-1351 nt kozott valtozott, kivéve az 1542 nt
megkettdzodését (duplikacigjat) figyeltiik meg. A vizsgalt RNS3 szakaszok teljes egészében
magukba foglaltdk azt a régiot is, mely a PSV-Rp esetében a két rekombindcios pontot €és a

CP gént tartalmazta (1.4bra).

1201 1873

3a l CP gén l
oo 4 " Soigdl |

1. abra. A PSV RNS3 molekula

Z06ld szinnel a Pannon okorégiobol szarmazd izolatumok esetében meghatarozott nukleinsav
szakasz lathatd. A piros nyilak és a felettik 1évé szamok a PSV-Rp-nél meghatarozott

rekombinacios pontokat jelolik.

A vizsgalt 9 izolatum CP régidinak nukleotid és a kodolt aminosav sorrendjét
Osszehasonlitottuk egymadassal ¢s néhany a nemzetkdzi adatbazisban hozzaférhetd
okorégiobol szarmazoé izolatumok nukleotid sorrendje 96,3-98,0%, mig aminosav sorrendje
98,1-100% azonossagot mutatott a PSV-Rp izolatuméval. Egyéb cucumovirus izolatumok
esetében a kovetkezd azonossagokat allapitottuk meg: PSV-J (nt: 82,1-83,2%, aa: 81,1-
82,9%), PSV-W (nt: 77,6-79,3%, aa: 70,5-72,8%), PSV-Mi (nt: 82,6-84,3%, aa: 85,3—
86,6%), CMV-Trk7 (nt: 55,3-58,6%, aa: 49,3-50,2%), CMV-Fny (nt: 53,4-54,8%, aa: 47,5—



49,3%), TAV-KC (nt: 65,2-66,7%, aa: 70,2-72,4%), GMMV (nt: 63,5-65,4%, aa: 70,5—
72,4%). A fehér akacrol szdrmazd izolatumok kozotti nagyfoku azonossagi értékek
egyértelmiien azt mutatjak, hogy ezek az izolatumok egy alcsoportba tartoznak, mig az egyéb

PSV izolatumokkal 6sszehasonlitva kizarhato a kozeli rokonsag.

3.4 A Pannon 6korégiobol szarmazo PSV-izolatumok filogenetikai vizsgalata
A filogenetikai vizsgalatokat szdmos cucumovirust alapul véve, a PSV-Rp esetében

megallapitott 2 rekombinécids pont kozotti szakaszra (2a. abra) €és a rekombinacios pontokat
magéaban foglalo teljes klonozott régiéra (2b. abra) is elvégeztik. Az elsd esetben
izolatumaink a III. alcsoporttal mutattdk a legkodzelebbi rokonsdgot, mig a teljes régiod
elemzésekor a II. alcsoporttal bizonyult a legszorosabbnak ez a kapcsolat. Mindkét eredmény
megegyezett a PSV-Rp esetében kapott korabbi eredményekkel, azaz a II. és III. alcsoport
kozott rekombinacid tortént. A torzsfan lathatd, hogy a pannon régidobdl szarmazé izolatumok
egyértelmiien elkiiloniilnek a tobbi vizsgalt mintatdl és egy uj, jol koriilhatarolt alcsoportot

alkotnak.
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a: A rekombinacids pontok kozotti nt szakaszt, b: a részleges MP-t kddolo, a teljes IR, a teljes CP-t kodolo és a
3’ NCR régiokat magaba foglald nt szakaszt vizsgalva. Az utobbi a rekombinans régiot is magaban foglalja. Az
elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-analizis eredményét mutatjak, a BMV-F csoporton kiviili kontroll

izolatum. A négyzetek és a romai szamok a PSV csoportok vizualis elkiilonitését és azonositasat segitik.



3.5 A Pannon 6korégiobol szarmazo PSV-izolatumok gazdandvénykor vizsgalata és
tiinettani jellemzése

A molekularis és filogenetikai vizsgalatokat kovetéen mind a 10 PSV izolatum
fertdzési és tlinettani sajatossagait megvizsgaltuk 5 ndvénycsalad 16 fajan. Tiinetmentes
novények esetében a virus jelenlétét az inokulalt és a csucsi levelekben is Northern blot-tal
ellendriztiik, igy dontve el, hogy az adott ndvény latensen fertdzott-e a korokozoval, vagy
sem.

A vizsgalt PSV izolatumok a foldimogyorén a fertdzés hatdsara a ndvények
satnyulasat és a csucsi levelek mozaikosodasat okoztak. A C. amaranticolor esetében
mindegyik PSV izolatum az inokulalt leveleken klorotikus lokalis 1éziokat idézett eld, a
novényben a virus szisztemizalodott, majd a cstcsi leveleken mozaikosodéast ¢€s
levéldeformaciot figyelhettiink meg. A fertdzést kovetden a lencsén €s a borson egyik esetben
sem tapasztaltunk tlineteket, a Northern hibridizacié azonban kimutatta a kérokozo jelenlétét,
a virus minden esetben jelen volt latensen a novények csucsi leveleiben. A mesterséges
fert6zések sordn a magonc fehér akac ndvényeken enyhe mozaikot tapasztaltunk, amely
néhany izolatum esetében (PSV-Rp, PSV-Rp2, PSV-T2) kiegésziilt gytirti alaku foltokkal. Az
egy honapos vizsgalati iddszak végén, a ndvényeken a tiinetek teljes maszkirozodasat
figyeltiik meg.

A vizsgalt Nicotiana-fajok koziil tiinettani szempontbol csak a N. glutinosa
tesztndvényeken tapasztaltunk jelentdsebb eltérést. A korokozok minden esetben
tiinetmentesen jelen voltak az inokulalt levelekben, amelyet a fert6zést kovetd elsé héten vett
mintakbodl készitett Northern analizis is aldtdmasztott. A korokozok szisztemikus mozgasa
azonban csak a PSV-Rp2, a PSV-F, a PSV-Sz és a PSV-Ljb esetében volt szabad szemmel
megfigyelhetd. Ekkor a csticsi leveleken mozaikot és gytirtisfoltossdgot tapasztaltunk, mig a
tobbi esetben a radioaktiv jelolés sem mutatta a korokozoé szisztemikus terjedését.

A Cucumis sativus cv. Delicates, Lycopersicon esculentum cv. Kecskeméti jubileum, a
N. debney, a N. tabacum cv. Xanthi névényeknek sem az inokulalt, sem a szisztemikusan

fertdzott levelébdl nem volt kimutathato egyik izolatum sem.
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3.5 Uj tudomanyos eredmények

1.

Munkédnk sordn elkészitettik a magyarorszagi, fehér akacrol szarmazo PSV-Rp
izolatum mindharom genomi RNS-ének cDNS klonjat.

Meghataroztuk a koérokozod genomi RNS-einek teljes elsddleges szerkezetét, és
elhelyeztiik azokat a nemzetk6zi adatbazisban.

A PSV-Rp izoldtom szekvencidja az elsd ismert teljes PSV szekvencia Europabdl és
fehér akac gazdandvényrol egyarant.

Meghataroztuk tovabbi 9, a Pannon Okorégié teriiletérdl szarmazo fehér akacrol
gyljtott PSV izolatum RNS3 molekuldjanak részleges nukleotid sorrendjét, valamint a
szarmaztatott CP aminosav szekvenciajat. Az 0sszes gytijtott PSV izolatum nukleotid
sorrend alapjan nagyfokt azonossagot mutatott egymassal €s jelentdsen eltért a tobbi
ismert alcsoport izolatumaitdl. Ezek alapjan egy 0j IV. alcsoport létrehozasat
inditvanyozzuk.

Elvégeztiik a IV. alcsoport izolatumainak széleskorii gazdandvénykdr és tlinettani
jellemzését, melynek soran a gazdandvénykor szikiilését és latens fertdézések
eléfordulasat tapasztaltuk.

A teljes nukleotid sorrend, valamint filogenetikai és rekombinacios vizsgalatok
alapjan megallapitottunk, hogy az altalunk vizsgalt PSV izolatumok evolucidja sordn
egy 2 forrd ponthoz kotott rekombinécio tortént. A rekombinacids pontok az IR-ben és
a CP-t kodolo régidban torténtek és nagy valoszintiséggel a II. és a III. alcsoport
izolatumai kozott mentek végbe. A PSV-Rp vizsgalata soran tapasztalt rekombinécio
az elsd, pontosan jellemzett rekombindciés esemény természetes Okoszisztémabol

szarmazo cucumovirusok esetén.
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4. EREDMENYEK MEGVITATASA ES KOVETKEZTETESEK

Az eddigi eredmények tikrében az altalunk izolalt PSV-Rp nukleotid sorrend
vizsgalatait kovetden az alabbi megallapitasokat tettiik:

A teljes nukleotid sorrend meghatarozasat kovetéen megéllapitottuk, hogy a harom
genomi RNS hosszisaga megegyezett a cucumovirusokndl daltaldnosan ismert genom
méretekkel. Nukleinsav sorrendjében fellelhetdé volt mind az &t ORF, melyek
elhelyezkedésiiket tekintve is megegyeznek a cucumovirusoknal megszokottakkal.

A PSV-Rp RNS-einek teljes nukleotid sorredje a kiilonbdzd alcsoportokbol szarmazo
PSV izoldtumokkal 74,1-84,6% azonossdgot mutatott. Ezek alapjan ¢és az ICTV
cucumovirusokra megadott kritériumai alapjan (Roosinck és mtsai.,, 2006) a PSV-Rp
egyértelmiien a Peanut stunt virus fajhoz tartozo izolatum. A fajon beliili hovatartozast
tekintve Hajimorad ¢és mtsai. (1999) szerint, egy alcsoportba azok az izolatumok tartoznak,
amelyeknek nukleotid sorrend azonossaga 90%-nal nagyobb, mig fajon beliil az alcsoportok
kozott ez az érték 70-80% kozotti. A PSV-Rp egyértelmiien tavol esik mindharom PSV
alcsoporttdl, hiszen nukleotid szinten egyediil a II. alcsoportba tartozé PSV-W-nél volt
megfigyelheté mindharom genomi RNS esetében 80 %-ndl valamivel magasabb azonossagi
értek, mely értékek azonban messze elmaradnak az egy alcsoportba tartozast meghatarozo
90%-0s azonossagi szinttdl. Ezek alapjan indokolt egy 01j IV. alcsoport 1étrehozéasa, melyben a

fehér akacrol szarmazo PSV-Rp az alcsoportra jellemz6 tipus-izolatumnak tekinthetd.

4.1. Rekombinacio szerepe a PSV evolicidjaban
A TOPALI v2 (Milne és mtsai., 2004) programcsomag segitségével két rekombinaciods

pontot azonositottunk, amely a PSV-Rp CP génjének legnagyobb részét kozre fogta. A
rekombinaciés régioban a III. alcsoport PSV-Mi izoldtuméaval mutatta a legkdzelebbi
rokonsagot. A nukleotid sorrend azonossagi, filogenetikai és rekombinéacié analitikai
vizsgalatok soran kapott eredmények egyarant a PSV evolucidja soran végbement
rekombinaciot bizonyitjak.

A Cucumovirus nemzetségben meglehetésen gyakori a  rekombinaciok
el6fordulasanak aranya (Codofier és Elena, 2008). Az esetek tobbségében ezek a
rekombinaciok az RNS3-ban alakulnak ki, mely adat megegyezik sajat kutatasi
eredményeinkkel. Novényhazi koriilmények kozott kevert fertézés hatdsaira CMV és TAV
izolatumok, illetve CMV izolatumok kozott is rekombinaciok kialakuldsat figyelték meg. A

rekombinacidok az RNS3 szintjén az NCR, IR régidokban, valamint a CP-t és az MP-t kddolo
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génben egyarant kialakultak, azonban a rekombinans izoldtumok altalaban kevésbé voltak
¢letképesek, mint a sziil6i izolatumok, ezért rovid idon beliil kiszelektalodtak (de Wispelaere
¢és mtsai., 2005; Pierrugues és mtsai., 2007). Szabadfoldon gyjtott izolatumok vizsgélatai
szintétn a rekombinans izolatumok gyengébb életképességét ¢és az  izolatumok
kontraszelekcidjat bizonyitottak (Bonnet és mtsai., 2005; Escriu és mtsai., 2007). A PSV-Rp
esetében tortént rekombinacid fennmaradéasa feltehetdleg annak koszonhetd, hogy kozel az
egész CP gén kicserélddott, ugyanis ebben az esetben nagyobb a rekombindns korokozéd
tulélési esélye (Bonnet és mitsai., 2005; Escriu és mtsai., 2007). Az eredmények tiikrében
megallapithatjuk, hogy a PSV-Rp egy, az eddigi izolatumoktol elkiiloniilé IV. alcsoport
izolatuma, amely egyben bizonyiték arra is, hogy egy rekombinacids esemény meghatarozo

crer

biztositott, amely a rekombinans virus fennmaradasat és elterjedését segitette eld.

4.2. A Pannon 6korégiobdl szarmazé PSV-izolatumok molekularis jellemzése
A PSV-Rp molekularis jellemzése utan, szamos kérdés meriilt fel vajon egy unikalis

izolatumrol van-e sz6, vagy hasonlo genetikai alloméanyu izolatumok talalhatok a Karpat-
medencében.

A hazai adatokat tekintve Beczner és Devergne (1979) altal ko6zolt, Putnok mellett,
voros herérdl gytijtott izolatum esetében bebizonyosodott, hogy a korokozo egyik akkor
ismert alcsoportba sem sorolhatd. Az akkori molekularis technoldgia még nem tette lehetévé a
nukleotid sorrend meghatdrozéasat, az izoldtum elveszett, igy jellemzése mar nem torténhet
meg. A szeroldgiai és a gazdandvénykor eredményekbdl tudunk csak kovetkeztetni a PSV-Rp
¢s a PSV-Tp kozotti rokonsagi kapcsolat fokara.

Kutatasaink sordn tovabbi 9 fehér akacrél gyljtott PSV izolatum molekularis és
patologiai jellemzését végeztiik el. Eldallitottuk a részleges RNS3 ¢cDNS klonokat, melyek
tartalmaztak a PSV-Rp-nél meghatarozott rekombinacids pontokkal kozrefogott régiot is. A
vizsgalt szakaszok mérete kozel azonos volt, kivéve a Mezdcsaton gyljtott PSV-Cs
Ez a jelenség PSV esetében eddig nem volt ismert, eléforduldsa a cucumovirusokon beliil
altalaban a TAV izolatumok sajatossaga (Palukaitis és Garcia-Arenal; 2003). Mivel a vizsgalt
PSV izolatumok a PSV-Rp izolatummal a Hajimorad ¢és mtsai. (1999) altal megadott 90 %-os

érték feletti azonossagot mutattak a vizsgalt régiokban, ezért az izolatumok csoportbeli
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hovatartozasa egyértelmi. Ezek alapjan a Pannon 6korégiobol szarmazo 9 izolatum a PSV-
Rp-vel kozeli rokon, a IV. alcsoportba tartoz6 izolatumoknak tekinthetok.

A filogenetikai vizsgalatok megerdsitették, hogy a tobbi vizsgalt izoldtum is magaban
hordozza a PSV-Rp esetében megfigyelt rekombinacidt, tehat az nem csupan a PSV-Rp
izolatumra jellemzd egyedi sajatossag, hanem a fehér akdcrol gylijtott mintdk esetében a

Pannon 6korégid teriiletén altalanosan elterjedt a rekombinans izolatumok eléfordulasa.

4.3. A Pannon 6korégiobdl szarmazo PSV-izolatumok gazdanovénykor vizsgalata, az
okozott tiinetek jellemzése

Az eddigi ismeretek szerint a PSV sokkal valtozatosabb genetikai hattérrel
rendelkezik, mint a CMV, mégis a CMV-nek t6bb mint 1000 gazdandvénye van, mig a PSV
mindosszesen 73 fajt fertdz.

Kutatésaink soran, a tiinettani vizsgélatok is megerdsitették, hogy a vizsgalt 10 PSV
izolatum a jelenleg ismert harom PSV alcsoporttol nagymértékben eltér. Az izolatumok kozel
azonos tiineteket okoznak a vizsgalt 16 gazdandvényen. Egyuttal az is megfigyelhetd, hogy
sok esetben az izolatumok nem, vagy csak nagyon enyhe tiineteket indukdlnak a vizsgalt
ndvényeken. Az eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a koérokozo fehér akachoz tortént
alkalmazkodasa okozza a tiinettani valtozasokat, melyrél azonban biztosabb képet csak egyéb
gazdandvényekrdl gylijtott izolatumok vizsgalata utan kaphatnank.

Eddigi irodalmi adatok szerint a C. amaranticolor fajt egyediil a III. alcsoport
izolatumai fertézték szisztemikusan. Egyéb esetben [pl. magyarorszagi PSV-Tp izolatum
(Beczner és Devergne, 1979)] az izolatumok a fertdzott leveleken klorotikus (nekrotikus)
lokalis 1éziokat idéztek eld. Jelen kutatdsunkban bebizonyosodott, hogy a IV. alcsoport
izolatumai szintén szisztemizalodnak a fert6zott C. amaranticolor novényekben, e mellett
azonban a csucsi levelek erds deformacidja is megfigyelhetd. Mivel a filogenetikai és
rekombinacids vizsgalatok PSV izolatumaink ¢és a III. alcsoport kdzott a CP-t kodolo régidban
mutattak ki a legkozelebbi evolucios rokonsagot, ezért feltételezziik, hogy a C. amaranticolor
esetében a szisztemikus terjedés 1étrejottében a CP gén is szerepet jatszik. Ezt az eredményt
tdmasztja ald szamos korabbi kutatomunka is (Taliansky és Garcia-Arenal, 1995; Salanki és
mtsai., 1997). A C. amaranticolor-t a megjelend szisztemizalédas és a levéldeformaciod
tiinetegylittes alapjan, a I'V. alcsoport elkiilonitésére ajanljuk.

A kiilonb6z6 vizsgalt PSV izolatumok altal okozott tiinetek jelentds mértékben csak a
N. glutinosa tesztnovény esetében tértek el egymastol. Amig az izolatumok tObbségét

Northern blot soran csak az inokulalt levelekbdl lehetett kimutatni, addig 4 esetben a
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koérokozé a csucsi leveleken mozaikot és gytirti alaku foltokat idézett eld. Du és mtsai. (2008)
a mar korabban emlitett CP-nek és a 2a fehérjének a virus hossza tavi mozgasdban, vagy
éppen annak gatlasaban betoltott szerepét emelik ki. Az eltérd tiineteket produkaldo PSV-Rp
¢s a PSV-Rp2 izolatumok CP-inek aa sorrendje 100%-ban azonos, tehat nagy valdszintiséggel
N. glutinosa esetében a 2a fehérje szerepe lehet meghatarozo a PSV izolatumok hosszu tava
mozgasaban. Ennek tisztazasara a 2a fehérjék aa sorrendjének elemzése kutatocsoportunkban

folyamatban van.
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