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Jelolések és roviditések jegyzéke
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AAA

BBScV
bp

CAD
CvB
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cDNS
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CP
DAS-ELISA
DFF
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dNTP
ELISA

for
ICAD
kb
kDa
NABP
NCBI
NLS
nt
ORF
oTuU
PCR
PVP
PVS
PVSA
PVSCS
PVS©
RdRp
rev
RNS
RT
RT-PCR

aminosav (amino acid)

ATP-4zok kiilonbo6z6 sejtszintli aktivitassal (ATPases associated with
various cellular activities)

feketeafonya perzselés virus (Blueberry scorch virus)

bazispar

kaszpaz-aktivalt DN-az (caspase-activated DNase)

krizantém B virus (Chrysanthemum virus B)

konzervalt domén adatbazis (Conserved Domain Database)
komplementer DNS, RNS-r6l masolt DNS

sejt halal-indukalo effektor, N-terminalis (cell death-inducing effector,
N-terminal)

kopenyfehérje (coat protein)

kettosellenanyag-szendvics-ELISA (double antibody sandwich ELISA)
DNS fragmentacios faktor (DNA fragmentation factor)
dezoxiribonukleinsav
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enzimhez kotott ellenanyag vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent
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forward

kaszpaz-aktivalt DN-az inhibitora (inhibitor of caspase-activated DNase)
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kilodalton

nukleinsav-koto fehérje (nucleic acid binding protein)

National Center for Biotechnology Information

mag lokalizacios szignal (nuclear localization signal)

nukleotid

nyilt leolvasasi keret (Open Reading Frame)

petefészekrak (Ovarian tumor)

polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)

burgonya P virus (Potato virus P)

burgonya S virus (Potato virus S)

burgonya S virus andesi torzs (Andean strain)

burgonya S virus Chenopodium quinoa-n szisztemizalodo torzs
burgonya S virus kdzonséges torzs (Ordinary strain)
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SPCFV ¢desburgonya klorotikus foltossag virus (Sweet potato chlorotic fleck
virus)

SSL2 hajtithurok szupresszor (Suppressor of Stem-Loop)

SSRNS egyszali RNS (single-stranded RNA)

TF transzkripcios faktor

TGB harmas gén blokk (triple gene block)

u unit

UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean — csoportatlag

UTR nem-transzlalodo régié (untranslated region)

Nukleotidok roviditései:

A adenin
C citozin
G guanin
T timin

Aminosavak roviditései:

Alanin
Cisztein
Aszparaginsav
Glutaminsav
Fenil-alanin
Glicin
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OC<s<H4VLITOTZ

Aszparagin
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Glutamin
Arginin
Szerin
Treonin
Valin
Triptofan
Tirozin
Szelenocisztein
Pirrolizin
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1. Bevezetés

A burgonya (Solanum tuberosum L.) az egyik legnagyobb teriileten termesztett
¢lelmiszerndvény a vilagon, szamos orszagban az alapvetd €lelmezési cikkek koz¢ tartozik.
A betakaritott termésmennyiséget figyelembe véve a 4. helyet foglalja el a buza, a rizs és a
kukorica utén az élelmiszernovények kozott (Abraham, 2009). Magyarorszagon a burgonya
termesztése nagy hagyomanyokkal rendelkezik, a hazai burgonya fajtanemesités kdzpontja
Keszthely, ahol kivalo magyar fajtakat allitanak eld.

A burgonyat szamos fitopatogén virus fertézheti. Az 1950-es években hazank
teriiletére kiilfoldi fajtakkal érkezett burgonya Y virus dohany érnekrézis torzs az akkoriban
hasznalatos burgonya fajtaink gazdasagos termesztését lehetetlenné tette (Horvath, 2009).
Wolf és Horvath szerint Magyarorszagon a burgonya levélsodrodas virus (Potato leafroll
virus) és a burgonya Y virus (Potato virus Y) okoz leggyakrabban jarvanyt. A két virus
gazdasagi jelent0sége a termésmennyiség csOkkenésének eléidézésében, illetve a
szaporitdbanyag eléallitds soran a vetégumo mindségleromlasaban nyilvanul meg (Wolf és
Horvath, 2002). A virusok elleni védekezés lehetséges modjai koz¢ tartozik a rezisztens
fajtak hasznalata. Magyarorszdgon a kereskedelmi forgalomban kaphaté burgonyafajtak
virusfert6zéssel szembeni rezisztencidja, illetve tolerancidja -a legtobb fajta esetében- a
kovetkezod virusokra terjed ki: burgonya Y virus, burgonya levélsodrddas virus, burgonya X
virus (Potato virus X), burgonya A virus (Potato virus A) (Abraham, 2009).

A burgonya S virus (Potato virus S, PVS) a Carlavirus nemzetség tagja (Matthews,
1979), mely az egyik legkevésbé vizsgalt ndvényi viruscsoportok kozé tartozik. Wetter
szerint a PVS az egész vildgon az egyik legelterjedtebb a burgonyat fert6z6 virusok koziil
(Wetter, 1971). A virus f6 gazdandvénye a burgonya, napjainkban mar az Osszes
burgonyatermeszté orszagban elterjedt (de Bruyn Ouboter, 1952; de Bokx, 1970). A PVS
kozonséges torzse nagyon sok burgonyafajtan nem okoz lathaté tiineteket, illetve egyes
fajtakon csak nagyon enyhe tiinetek jelennek meg (Vaughan és van Slogteren, 1956). A virus
jelenlétének gazdasagi jelent6ségét az adja, hogy 10-20%-kal csokkenti a
termésmennyiséget (Wetter, 1971). Emiatt a virus terjedésének megallitasa, illetve a
virusmentes szaporitdbanyag eldallitdsa kardindlis kutatasi téma lehet a jovo

burgonyatermesztésében.
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2. Célkitiizés

Kutatocsoportunk 2009-2013-ban lehetéséget kapott, hogy konzorciumi tagként
részt vegyen a ,,Burgonya termesztéstechnologidk €s markavédjegyek kifejlesztése” cimi
(NKTH-TECH-09-A3-2009-0210) palyazatban, mely kapcsan szakmai és anyagi segitséget
kaptunk tobbek kozott a burgonya S virus molekularis vizsgalatahoz.

A munka sordan célul thztik ki egy megbizhato PVS diagnosztikai mddszer
kidolgozasat, mellyel még alacsony koncentracio esetén is kimutathat6 a virus. A modszer
felhasznalasaval szeretnénk meghatdrozni a begyljtott izolatumok koOpenyfehérje gén
nukleotidsorrendjét. A szekvenciak segitségével a sajat izolatumainkat dsszehasonlitjuk a
vilag mas részérdl szarmazo izolatumokkal, hogy rokonsagi viszonyaikat feltérképezhessiik.

Tovabba célul thztik ki, hogy kidolgozunk egy olyan eljarast, mellyel
meghatarozhatjuk a PVS teljes genomjanak szekvencidjat. A modszer felhasznalasaval
meghatarozzuk néhany sajat PVS izolatum teljes 6rokitdanyaganak nukleotidsorrendjét. A
szekvenciaadatokat Osszevetjik a nemzetkdzi adatbazisban szereplé mas PVS
izolatumokéval és mas rokon fajokéval, hogy szarmazasukrol ismereteket gyiijthessiink. Az
esetleges intermolekuldris atrendezddések azonositdsdnak céljabol rekombinacios
vizsgélatokat végziink. A konzervalt domén vizsgalattal szeretnénk 1j informacidkat

szolgaltatni a PVS gének lehetséges funkcioirol.
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3. Irodalmi attekintés

3.1 A PVS rendszertani besorolasa

A PVS a Tymovirales rend Betaflexiviridae csaladjanak tagja, azon beliil pedig a
Carlavirus nemzetséghez tartozik (Carstens, 2010). A PVS izolatumokat napjainkban két
torzsbe soroljak. A kdzonséges torzs (PVS ordinary strain, PVSP) vilagszerte elterjedt és
tagjai mechanikailag terjednek, latens tiineteket okoznak, mig az andesi térzs (Andean strain,
PVSA) tagjai sulyosabb tiineteket okoznak és levéltetiivel is atvihetok (Foster, 1991; Foster
és Mills, 1992a; Matousek és mtsai., 2000).

3.2 A PVS jelentésége és elterjedése a vilagon

A burgonya S virus jelenlétérdl elészor Hollandiaban szamoltak be 1951-ben (de
Bruyn Ouboter, 1952). A virus els6 leirasa 6ta eltelt idében a vilag szamos pontjan sziilettek
publikaciok, melyek a PVS jelenlétérdl tudositanak. Rozendaal és Brust (1955) kimutattak,
hogy a virus gyakorlatilag minden eur6pai burgonyatermeszté teriileten jelen van, valamint
az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Wisconsinban is megtalaltak. Kaliforniaban Gold és
Oswald (1955), Oregonban pedig Vaughan és van Slogteren (1956) azonositottak a virust.

1959-ben 0j-zélandi kutatok arr6l szamoltak be, hogy PVS-t izolaltak ‘Aucklander
Short Top’, ‘Arran Banner’ és ‘Dakota’ termesztett burgonyafajtakbol (Thomson, 1959).
Yarwood és Gold (1955) szerint a PVS Cyamopsis tetragonoloba névényen lokalis 1éziot
okoz. Ennek ellenére az Uj-Zélandon végzett kisérletekben a PVS izolatum nem okozott
ilyen tiineteket ezen a tesztnovényen. Ez az eredmény mar az 1950-es évek végén okot adott
arra, hogy a kutatok azt feltételezzék, a virusnak tobb torzse is 1étezhet.

Horvath vizsgalatai soran hat, Magyarorszagon jelentds fajtat tesztelt tobb éven
keresztiil, tobbek kozott a PVS jelenlétére. A szerologiai vizsgalatok alapjan 1961-ben a
vizsgalt mintakban a ‘Somogyi Kifli’ 32,5%-0s, a ‘Giilbaba’ 69,5%-0s, a ‘Kisvardai Rézsa’
39%-0s, a ‘Mindenes’ 59%-0s, a ‘Somogyi Korai’ 48,5%-0s, a ‘Somogyi Sarga’ 35,5%-0S
PVS fertézottségli volt (Horvath, 1967).

Japanban  kiterjedt  vizsgalatokat  folytattak  burgonyandvényekkel, ¢és
megallapitottak, hogy sok mas burgonyavirussal egyiitt a PVS is megtalalhat6 a mintakban.
Ezek a virusok évrdl évre atkeriilnek az ujabb szaporitbanyagba, ezéltal folyamatosan
csokkentve a termésmennyiséget. A novekvO veszteségek miatt olyan anyandvények
eloallitasat tlizték ki célul, amelyek virusmentesek. Emiatt 11 burgonyafajtat vizsgaltak meg

ELISA, RT-PCR és microarray modszerrel. A vizsgalt fajtakbol 9 esetében mutattak ki a
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PVS-t. A PVS-nél nagyobb mennyiségben csak a Potato virus M fordult eld, ezt a virust az
Osszes vizsgalt fajtaban megtalaltak. A PVS-t tekintve 6 fajta tiinetmentes volt, a maradék 5
fajtan pedig levélfoltossagot figyeltek meg (Maoka és mtsai., 2010).

Salari és munkatarsai (2011) Iranban 240 burgonyamintat vizsgaltak meg, melyeket
2005 ¢és 2008 kozott gyijtottek kiilonbozo irani tartomanyokbol. A 240 mintabol 44-ben
fordult el6 PVS, ez 18,2%-os eléfordulasi gyakorisagnak felel meg. A vizsgalatok - melyek
soran DAS-ELISA tesztet végeztek - kimutattak 12 PVS izolatum el6fordulasat.

Ezen kiviil még szamos orszagban jelentek meg publikaciok a PVS jelenlétével
kapcsolatban pl.: Sziridban (Chikh Ali és mtsai., 2008), Tasmanidban és Ausztralidban
(Lambert és mtsai., 2012), Brazilidban (Duarte és mtsai., 2012), Kinaban (Song ¢és mtsai.,
2013), Kolumbiaban (Gil és mtsai., 2013). 2014-ben Irakban is kimutattak a PVS jelenlétét.
Az iraki izoldtumok mindegyike a kisebb gazdasagi jelentdségli kozonséges torzshoz

tartozik €s levéltetiivel nem atvihetd (Barbar, 2014).
3.3 Tiinetek a természetes gazdanévényeken

A PVS természetes gazdandvénykore a kozonséges burgonya (Solanum tuberosum
L.) (de Bruyn Ouboter, 1952), a vad burgonyafajok, mint S. brevidens, S. chacoense, S.
dulcamara, S. spegazzini, Geranium dissectum (Valkonen és mtsai., 1992) és a pepino
(Solanum muricatum) (Dolby és Jones, 1988), ezen kiviil a Lycopersicon nemzetség egyes
fajaiban is megtalalhaté a korokozo6 (Horvath, 1972). A virus jelenléte a burgonya legtobb
fajtajan tlinetmentes, de egyes fajtdkon eléfordulhatnak szimptomaék: klordzis, mozaik,
levéldefomacid, érnekrozis és bronzfoltossag (1. abra) (Macarthur, 1956; Dolby és Jones,
1987; Lin, 2012; Song és mtsai., 2013). A virus andesi torzse erdsebb tiineteket indukal:
korai eloregedés, lombhullds, nekrotikus 1ézidk, hajtasgorbiilés és torzulds alakul ki a
fertézott novényeken (Slack, 1983). 1973-ban Peruban is izolaltak PVS-t kiilonboz6
burgonyafajtakbol, a fert6zott novények enyhe mozaikos tiineteket, sargulast és bronzos
elszinez6dést mutattak az alsobb leveleken (Hinostroza-Orihuela, 1973). A PVS komplex
fert6zés esetén szinergista hatast fejt ki. PVX-szel komplexen erés mozaikfoltokat figyeltek

meg (Manzer és mtsai., 1978).
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1. 4bra Potato virus S okozta tiinetek LBR4106 burgonyan: (A) nekrotikus 1éziok, levél
deformacio, balra az egészséges levél; (B) egészséges novény balra, fertdzott ndvény jobbra; (C)
egészséges virag balra, fertézott virag nekrotikus foltokkal jobbra; (D) nekrotikus 1éziok a levélen
(Lin, 2012 nyoman)

3.4 A PVS tesztnovényei

De Bokx (1970) 15 csalad 98 fajat vizsgalta, mint a PVS lehetséges tesztnovénye. A
novényeket mechanikai uton fertdzték hat virusizolatummal. Minddssze harom csalad
(Amaranthaceae, Chenopodiaceae és Solanaceae) fajai bizonyultak fogékonynak.
Kisérleteikben a Chenopodiaceae fajokon (Chenopodium ambrosioides, C. hybridum, C.
murale, C. opulifolium, C. polyspermum, C. rubrum, C. urbicum) lokalis 1ézi6t okozott a
virus. Lengyel kutatok az inokulaciot koveté 6-8. napon Solanum demissum és 5. napon
Phaseolus vulgaris ‘Red Kidney’ névényeken lokalis 1ézidkat figyeltek meg (Kowalska és
Was, 1976; Kowalska 1977). A PVS tesztnovényeinek nagy része a Solanaceae csaladbol
kertil ki: Nicotiana debney, N. tabacum, N. clevelandii, N. glutinosa, Datura metel és

Physalis floridana. N. debneyi névényen mozaikot és a levélér-besiippedést okoz, mig N.
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tabacum fajon fajtatol fiigg a megjelenése. ‘White burley’ illetve ‘Samsun N’ fajtan
mozaikot okoz, azonban ‘Turkish’ fajtan nem jelennek meg tiinetek. N. glutinosa fajon
mozaikfoltok megjelenése figyelhetd meg a fert6zés hatasara. N. clevelandii, D. metel és P.
floridana fajon tiinetmentes marad a fert6zés, vagy nem sikeriilt a kisérletek soran a virust
visszaizolalni (de Bokx, 1970). A Chenopodiaceae csalad tagjai koziil C. amaranticolor-on
nekrotikus lokalis 1éziot, C. quinoa-n és C. album-on klorotikus lokalis 1€ziot (2. abra)
indukal a virus jelenléte (Salari és mtsai., 2011; Lin, 2012). A PVS N. plumbaginifolia

novényen tliszurasszeri lokalis 1€ziokat okoz (Fletcher, 1996).

2. abra Potato virus S altal indukalt (A) klorotikus lokalis 1éziok Chenopodium quinoa levélen és
(B) C. amaranticolor levélen (Lin, 2012 nyoman)

Horvath vizsgalataiban szamos paradicsomfajt vizsgalt: Lycopersicon glandulosum,
L. hirsutum, L. humboldtii, L. peruvianum, L. pimpinellifolium, L. pyriforme, L.
racemiflorum, L. racemigerum, L. esculentum cv. Red Cherry. A ndvényeket mechanikai
uton inokulaltak PVS izolatummal. Az eredmények szerint csak a L. glandulosum, L.
hirsutum, L. peruvianum noévényfajok voltak fogékonyak, de ezeken a novényeken is
tiinetmentes maradt a fert6zés. A virus jelenlétét Chenopodium album tesztnévényre tortént
visszaizolalas, illetve szerologiai tesztek segitségével mutattak ki. Ezenfeliil Horvéth szerint
a virus maggal nem terjedt at a kdvetkezé nemzedékbe (Horvath, 1972).

A PVS két torzsének elkiilonitése kezdetben a Chenopodium quinoa-n okozott
tiinetek alapjan tortént. Az andesi torzs ezen a tesztnovényen szisztemikus tlineteket okoz,
mig a kozonséges torzs nem. Hiruki vizsgélatai soran két PVS izoldtumot hasznalt fel. A
tesztnovény a C. quinoa volt, az egyik izolatum a tesztndvényen 14 nappal az inokulalast
koveten lokalis 1éziok megjelenését indukalta, mig a masik izolatum esetében ezek a
tiinetek nem voltak megfigyelhetok (Hiruki, 1975).

A kutatok tovabbi megfigyelései szerint a virus andesi torzse Cyamopsis

tetragonoloba novényen nem okoz tiinetet, de a kozonséges torzs nekrotikus 1ézidkat indukal
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(Slack, 1983). Fletcher szerint viszont ezen a novényfajon mindkét térzs nekrotikus lokalis
1ézidkat okoz. Lycopersicon fajokon is végeztek kisérletet, és L. esculentum fajtakon az

andesi torzs szisztemikus foltossagot okozott (Fletcher, 1996).
3.5 APVS természetes terjedési modjai

A PVS mechanikai ton atvihetd, vegetativ szaporitdéanyag utjan nagy tavolsagokra
terjed (Bagnall és mtsai., 1956; Horvath, 1964; Vuli¢ és Hunnius, 1967; de Bokx, 1970;
Bode ¢s Weidemann, 1971; Lin és mtsai., 2009). A maggal vald terjedési vizsgalatok mind
negativak voltak (Horvath, 1972; Goth és Webb, 1975). A PVS Uin. andesi torzse levéltetiivel
atvihetd nem perzisztens médon, mig a virus kdzonséges térzsére €2 nem igazan jellemzo.
A tanulmanyok azt mutatjak, hogy a virus nem igényli a helper komponens jelenlétét a
levéltetiivel torténd atvitelhez, mint ahogy ez jellemz6 a Potyvirus nemzetség tagjaira
(Khalil és Shalla, 1982; Slack, 1983). Tovabbi vizsgalatok soran azt figyelték meg, hogy az
andesi torzs mechanikai Gton és levéltetvekkel is konnyebben terjed, mint a kozonséges torzs
(Rose, 1983; Slack, 1983; Wardrop ¢s mtsai.,, 1989). Bode ¢s Weidemann (1971)
kisérleteikben megallapitottak, hogy egyes PVS izolatumok Myzus persicae vektorral 10-
40%-o0s hatékonysaggal atvihetdk. 1996-ban végeztek kisérleteket abbol a célbol, hogy
megallapitsak, a virus valoban atvihetd levéltetiivel. A tesztndvény C. quinoa volt, melyet
két PVS izolatummal inokulaltak. A S. tuberosum ‘Record’ fajtabol szarmazo izolatum
szisztemikus foltossagot okozott C. quinoa-n, mig a S. tuberosum ‘Maris Court’ fajtabol
szdrmazo izolatum ugyanezen a ndvényen lokélis tiineteket indukalt. A felhasznalt
levéltetiifaj a Myzus persicae és Aulacorthum solani volt. A kisérlet soran csak a ‘Record’
fajtabol szarmazo izolatumot tudtdk atvinni (Fletcher, 1996). Kostiw (2003) vizsgalta az
Osszefliggést a taplalkozasi id6 és a PVS levélteti atvihetdsége kozott. A Myzus persicae
egyedek 7 masodperces taplalkozas utdn 0%-0S, 8-32 perces utan pedig 2,9%-0S
hatékonysaggal fert6zték a novényeket. Az Aphis nasturtii esetében 7 masodperc utan 4%-
o0s, 64 perc utan 12,2%-os volt a fert6zési hatékonysag (Kostiw, 2003). A levéltetiifajok
koziil a lehetséges virusvektorok a kovetkezok lehetnek: Aphis fabae, A. nasturtii és
Rhopalosiphum padi (Lin és mtsai., 2009).

Braziliaban Duarte és munkatarsai (2012) is végeztek kisérleteket a levéltetiivel
torténd atvitellel kapcsolatban. Myzus persicae és Aphis gossypii levéltetiifajokat hasznaltak
fel vektorként. Mindkét vizsgalt levéltetiifaj esetében sikeres volt a transzmisszid. C. quinoa
novényrol torténd atvitellel szintén ugyanerre a ndvényre a M. persicae esetében 46,6%-0S

atviteli aranyt figyeltek meg, mig burgonyandvényre ez az arany csak 20%-0s volt. A
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szerzOk szerint, amikor burgonyandvényeket hasznaltak inokulumforrasként az atviteli
hatékonysag 11,6 és 10% volt C. quinoa-ra és S. tuberosum-ra. A masik levéltetiifaj, az Aphis
gossypii alacsonyabb virusatviteli hatékonysagot mutatott: 13,3 és 3,3% C. quinoa és
burgonyandvények esetében, amennyiben C. quinoa volt az inokulumforrasa. Ez a
levéltetiifaj burgonyardl burgonyara nem volt képes a virus atvitelére és C. quinoa ndvényre
is csak nagyon alacsony szazalé¢kban (3,3%) volt hatékony az atvitel (Duarte €s mtsai.,

2012).
3.6 A Betaflexiviridae csalad és a Carlavirus nemzetség altalanos jellemzése

A Betaflexiviridae az International Committee on Taxonomy of Viruses altal 2009-
ben létrehozott, ndvényi virusokat tartalmazo csalad. A Betaflexiviridae csaladba tartozo
nemzetségek: Carlavirus, Citrivirus, Capillovirus, Foveavirus, Trichovirus, Vitivirus, illetve
tovabbi 5 virusfaj tartozik a csalddba, amelyeket eddig még nem soroltak nemzetségekbe
(Carstens, 2010).

Gazdandvénykoriiket tekintve a csaladba tartozo virusok meglehetdsen kiillonboznek
egymastol: lagy- és fasszaru, egy- és kétszikli novényfajokat széles korben fertdznek, de az
egyes virusfajok gazdanovénykore limitalt. A Foveavirus, Capillovirus, Vitivirus és
Trichovirus nemzetség tagjai foleg vagy kizardlagosan csak fas névényeket fertéznek meg.
A csaladba tartozo virusfajok mechanikai inokulacioval atvihetok. Sok idetartoz6 virusnak
nincs ismert gerinctelen allat, illetve gombavektora, de az ismert, hogy egyes trichovirusok
atka altal terjednek. A viruspartikulumok felhalmozdédasa a ndvényi sejten belill a
citoplazmaban torténik. A virusok tobbsége viszonylag enyhe tiineteket okoz a
gazdandvényein (Adams €és mtsai., 2004).

A Carlavirus nemzetség névadoja a Carnation latent virus. A nemzetségen beliil
tobb mint 65 fajt tartanak szamon, melyek sziik gazdanovénykaorrel rendelkeznek, gyakran
latens, vagy enyhe tiineteket okoznak (Matthews, 1979; King és mtsai.,, 2012). A
carlavirusok virionjai fonal alakt, 610-700 nm hosszl, 12-15 nm atmér6ji, helikalis
szimmetridval rendelkeznek (Wetter és Milne, 1981). A genom pozitiv, egyszalu RNS, 7,4-
8,5 kb nagysagu és 6 nyilt leolvasasi keretet (Open Reading Frame, ORF) tartalmaz, amelyek
a viralis replikazt, a mozgasi fehérjéket, a kopenyfehérjét és a nukleinsav-koto fehérjét
kodoljak. A carlavirusok kopenyfehérjéje (coat protein, CP) 31-36 kDa nagysagu (Foster és
Mills, 1991b). Foster szerint egyes carlavirusok genomjanak 3’-végén egy putativ

poliadenilacios jel (AATAAA) talalhato (Foster, 1992).
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Hasonléan a tobbi RNS-virushoz, a carlavirusok replikacidja is a ndvényi
citoplazmaban torténik, a sejtmagi funkcioktol fiiggetleniil. Ezért is volt varatlan felfedezés,
hogy a Chrysanthemum virus B (CVB) altal kédolt cink-ujj fehérje (nukleinsav-kotd
szabalyozé fehérje) a sejtmagban transzlokalodik és egyfajta novényi transzkripcios
faktorként (TF) viselkedik (Lukhovitskaya és mtsai., 2009). A cikk-ujj motivumot az
RCXRCxRxxPxssCDxxxC aminosav-szekvenciaval azonositottak, melyet megeléz a mag
lokalizacios szignal (nuclear localization signal, NLS) (Lukhovitskaya és mtsai., 2013).
Lukhovitskaya és munkatarsai (2014) bizonyitottak, hogy a CVB cink-ujj fehérjéje
kozvetlen kolcsonhatdsban van a kromatinnal és a ndvényi promoterekkel, igy mint
eukariota TF miikodik.

Az egyes fajok természetes gazdanovénykore egy vagy néhany névényfajra terjed ki.
A legtobb faj levéltetvekkel atviheté nem perzisztens modon, de a Cowpea mild mottle virus
esetében a dohanyliszteske (Bemisia tabaci) a virus vektora (Badge és mtsai., 1996). A
legtobb faj mechanikai uton atvihetd, azonban harom, hiivelyes novényt fertézo virus (Pea
streak virus, Red clover wein mosaic virus és Cowpee mild mottle virus) maggal is terjed.
Az egyes virusok elterjedését a foldrajzi eléfordulas korlatozhatja, de ezek vegetativ

szaporitéanyaggal nagy tavolsagokra terjedhetnek (Adams és mtsai., 2004).
3.7 A PVS altalanos jellemzése

A PVS virionok flexibilis, fonal alakuak (3. abra), a virusrészecskék 610-710x10-15
nm nagysaguak (de Bokx, 1969; Koenig, 1982; Wetter, 1971; Lin és mtsai., 2009).

3. abra A Potato virus S elektronmikroszkopos képe (Fletcher, 1996 nyoman)

A viruspartikulumok pozitiv egyszala RNS-t tartalmaznak, mely megkozelitdleg
8400 nukleotidbol all (Fletcher, 1996). Egyes virusoknal, mint a Potyvirus nemzetség
tagjainal, a genom 5’-végén kovalens kotéssel egy ugynevezett genomhoz kotott fehérje

(viral protein genome-linked, VPg) kapcsolodik. Monis és de Zoeten (1990) szerint a PVS
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nem rendelkezik VPg-vel. A genom az 5’-végen m’G> ppp’ G sapka struktirdval, mig a 3’-
végen poliadenilalt régioval rendelkezik (Foster és Mills, 1990b). A virusgenom 6 nyilt
leolvasasi keretet tartalmaz (Mackenzie €¢s mtsai., 1989). Az 5° UTR szakasz szabélyozza az
utdna elhelyezkedd6 ORF1 transzlaciojat (Turner és mtsai.,, 1999). Az ORF1 replikaz
funkcidju fehérjét kodol, mely harom konzervalt domént, a metiltranszferazt (MTR), a
helikazt (HEL) ¢és az RNS-fiiggd RNS-polimerazt (RNA-dependent RNA polymerase,
RdRp) tartalmazza. A viralis metiltranszferaz domén megtalalhat6é szamos ssRNS virusnal,
tobbek kozott hordei-, tobra-, tobamo-, bromo-, clostero- és calicivirusoknal. Szerepet
jatszik a sapka struktira kialakitasaban, mellyel noveli a virus RNS stabilitasat és a
transzlacié iniciacidjahoz is elengedhetetlen (Rozanov és mtsai., 1992; Ahola és mtsai.,
1997; Kong és mtsai., 1999; Ahola és mtsai., 2000). Gorbalenya és Koonin (1989) szerint
minden pozitiv szald RNS-virus, amely genom mérete meghaladja a 6 kb-t, kodol (putativ)
RNS helikazt!. A helikdzok olyan ATP hidrolizalo fehérjék, amelyek az igy felszabaduld
energiat nukleinsav-duplexek szalszétvalasztdsara hasznaljak. A viralis RNS helikaz
(szupercsalad 1) csoportba tartoz6 domének helikaz és NTP-az tulajdonsaga mar bizonyitott
(Gomez de Cedron és mtsai., 1999). Az RdRp minden RNS virus genomjaban megtalalhato.
Az RdRp katalizalja a komplementer RNS szal szintézisét egy adott RNS templatrol, ennek
segitségével replikalodnak a negativ szalak, a pozitiv szalak és a szubgenomi RNS-ekK is
(O'Reilly és Kao, 1998). Katalitikus centrumuk szdmos konzervalt aminosav- motivumot
tartalmaz, amelyek nagyfok(i homologiat mutatnak szdmos allati és ndvényi virus
metiltranszferazaval, helikazaval és polimerazaval (Dinant és mtsai.,, 1993). A PVS
replikdzan a domének elhelyezkedése, illetve azok jellemz6i megfelelnek a Carlavirus
nemzetség mas tagjainal tapasztaltakkal (MatouSek és mtsai., 2005). Az ORF2, ORF3 és
ORF4 alakitja ki a triple gene block-ot (harmas gén blokk, TGB), melynek a sejtrdl sejtre
torténd mozgésban van szerepe (Morozov €s mtsai., 1989). Az ORF2 altal kédolt fehérje, a
TGBpl, mely 25 kDa nagysagu ¢és az ORF1-hez hasonldan tartalmazza az NTP-az/helikaz
domént, mely mindkét fehérjében GXGKS szekvencigju (Lin és mtsai.,, 2009). Ez a
konzervalt G-GKSS/T motivum szintén megtalalhato a carla-, potex-, hordei-, és
furovirosoknal (Zimmern, 1987; Gorbalenya és mtsai., 1988). Az ORF3 altal kodolt fehérje
a TGBp2, mely 12 kDa nagysagu és két hidrofob régioval rendelkezik (Lin és mtsai., 2009).
Az ORF4 a TGBp3 fehérjét kodolja, mely 7 kDa nagysagu €s N-terminalis része hidrofob
tulajdonsagu. A hidrofob régiok az ORF3 és ORF4-ben a kutatasok szerint a sejtrél sejtre

! Kivétel a human astrovirusok, melyek genomja 7,2 kb és mégsem kédolnak helikazt (Jiang és mtsai.,
1993).
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torténd ¢és a hosszatdvi mozgasban vesznek részt (Morozov és mtsai., 1987; Ju és mtsai.,
2005; Schepetilnikov és mtsai., 2005). Az ORF5 és ORF6 a kopenyfehérjét, illetve a 11K
fehérjét kodolja. Az ORF5-r6l 34 kDa nagysagu fehérje transzlalodik és atfedésben van az
ORF®6-tal, mely a ciszteinben gazdag nukleinsav-koté fehérjét (nucleic acid binding protein,
NABP) koédolja. Ez a fehérje felelos a levéltetlivel torténd atvitelért, a géncsendesités
szupresszora és részt vesz a replikacidban is (Gramstatt és mtsai., 1990; Foster, 1991; Foster
és Mills, 1992a; Chiba és mtsai., 2006). A PVS kozeli rokonanal a Potato virus M-nél (PVM)
géncsendesités szupresszor aktivitasat bizonyitottak a TGBp2-nek és a kopeny fehérjének is
(Kryldakov és mtsai., 2011).

A virusfehérjék genomidlis és két szubgenomidlis RNS-r6l (2,5 kb; 1,5 kb)
transzlalodnak (4. dbra). A szubgenomidlis RNS-ek nem tartalmaznak sapka strukturat 5°-
végiikon, viszont 3’-végiik poliadenilalt. A replikaz kozvetleniil a genomialis RNS-16l, a
TGB a hosszabb szubgenomialis RNS-r6l irodik at. A kisebbik szubgenomikus RNS-rél a
kopenyfehérje és a 11K fehérje transzlacidja torténik (Foster és Mills, 1990a; Foster és Mills,
1991a; Foster és Mills, 1992b).

Az ORF2 start kodonja el6tt talalhatd egy purin-gazdag, kanonikus Shine-Dalgarno
szekvencia (AGGAGGT), mely erds riboszéma kotdhely (ribosome binding site, RBS)
(Shine és Dalgarno, 1975; Foster és Mills, 1991b). Foster és Mills (1991b) 10-12
nukleotiddal az ORF2 el6tt és 25-37 nukleotiddal az ORFS5 elétt is azonositottak RBS-t
(ORF2 elott: AGCTTAGGTAATCAGC, ORFS elott: ACCTTTAGGTTC), mely a virus
(ORFS) megel6z6 101 nukleotidbol allo szakasz transzlacio hatékonysagat noveld (viral
translational enhancer, VTE) tulajdonsaggal rendelkezik. Ez a szakasz tartalmazza az
elébbiekben mar emlitett konzervalt régiot CCTTTAGGTT, mely a triple gen block 25K
kodolo régioja eldtt is megtalalhatod és ez a szekvencia a Carlavirus nemzetség mas tagjaira
is jellemzd. A transzlaciot szabalyozo tulajdonsagot delécios vizsgalatokkal bizonyitottak,
ahol a konzervalt régiot érintetleniil hagytdk (Turner és mtsai., 1994a; Turner és mtsai.,

1994b; Turner és Foster, 1997).
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4., dbra A burgonya S virus genomtérképe, a kodolt fehérjék elhelyezkedése a genomon és
transzlacidjuk. 223K: metiltranszferaz, helikaz, polimeraz; 25K: NTP-az, helikaz domén, TGBpl1;
12K: TGBp2; 7K: TGBp3; CP: kopenyfehérje; 11K: nukleinsav-kotd fehérje (Lin, 2012 nyoman)

Nagyon sok ndvényi virusnemzetség kodol TGB-t, ami konzervalt genomrészlet. A
TGB fehérjéi a virusok sejtrdl sejtre torténd, illetve azok hosszl tdviu mozgasaban vesznek
részt a novényben. A TGB alapt transzportrendszer 3 fehérje egyiittmiikodését jelenti,
amelyek a viralis genomot szallitjdk a plazmodezmahoz, és segitik annak belépését a
szomszédos sejtbe (Morozov és Solovyev, 2003). A TGB 3 részlegesen atfed6 ORF-b6l all
(Morozov és mtsai., 1987), ez a 3 ORF a kovetkezd fehérjeéket kddolja: TGBpl, TGBp2 és
TGBp3 a genomon valé elhelyezkedésiik szerint szamozva (Solovyev €s mtsai., 1996). In
vitro fertéz6képes virusklonok mutacids vizsgalatai bizonyitottak, hogy mindharom TGB
fehérje esszencialis a virus novényen beliilli mozgasaban a Barley stripe mosaic virus
esetében (Petty és mtsai., 1990).

Egy PVS izolatum genomjanak teljes szekvenciajat Matousek és munkatarsai (2005)
(Mackenzie és mtsai., 1989), illetve a PVS genom restrikcids analizisének eredménye volt
elérhet6 (Monis és de Zoeten, 1990). Mackenzie és munkatarsai (1989) a PVS 3’-vég 3553
nukleotidbdl all6 szekvenciajat hataroztak meg. Megallapitottak, hogy a 33K fehérjét kodolo
gén a viralis kopenyfehérje kodolasaért felelés. A nukleotidszekvenciabol szarmaztatot 70
aminosavbol allo6 szekvencia a PVS kopenyfehérjéjének kozponti régidjabol 59%-os
a PVX és White clover mosaic virus viralis replikdz C-terminalis részével mutatott
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homologiat. A vizsgélat tovabbi részében a 7K, 12K és 25K nyilt leolvasasi kereteket is
Osszehasonlitottak mas virusok leolvasési kereteivel. Az eredmények szerint ezek az ORF-
ek szignifikans szekvenciaegyezést mutattak a potexvirusok egyes tagjaival (Mackenzie €s
mtsai., 1989).

Monis és de Zoeten 1990-ben végzett kisérleteik soran a PVS andesi térzsének RNS-
ét jellemezték. Megallapitottak, hogy a virus RNS-e poliadenilalt, ez a Potato virus M-re is
jellemz6, amely szintén a Carlavirus nemzetség tagja (Matthews, 1979). A vizsgalataik
soran nem detektaltak nagy molekulastlya fehérje prekurzort az in vitro transzlacios
folyamat soran. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a transzlacios stratégia soran a
proteolitikus folyamatban nem torténik poliprotein szintézis, mint ahogy ez a folyamat

jellemz6 a Potyvirus és Comovirus nemzetség tagjaira (Goldbach, 1986).
3.8 Az andesi és kozonséges torzs jellemzése

Jelenleg két ismert torzse van a PVS-nek: a kozonséges torzs (PVS®, PVS ordinary
strain) és az andesi torzs (PVS”, Andean strain). A PVS” elsé leirasa 1973-ban tortént. A
kisérletek sordn perui burgonyafajtakat vizsgaltak meg, a novények kiilonbozd tiineteket
mutattak, mint pl.: szisztemikus mozaikfoltok és sargulas. Az izolatumok Chenopodium
quinoa tesztndvényen szisztemikus tiineteket okoztak. A PVS® torzsre ez nem volt jellemzd,
mert ebbdl a torzsb6l szarmazd izolatumok lokalis 1éziokat indukalnak C. quinoa-n
(Hinostroza-Orihuela, 1973). A kozonséges torzs mellett az andesi torzs létezését
bizonyitotta egy 1983-ban megjelent publikacio is. Slack Solanum tuberosum ‘Red La Soda’
fajtaban detektalt egy olyan PVS izolatumot, mely levéltetiivel atvihet6 volt és C. quinoa-n
a klorotikus lokalis 1éziok kialakitasa utan szisztemizalodott a ndvényben (Slack, 1983). A
kozonséges torzs izolatumai bioldgiailag kiilonbdznek az andesi torzstdl a Chenopodium
quinoa-n okozott tiineteket tekintve. Rose kisérleteiben is szisztemikus tiineteket figyeltek
meg PVS-sel fert6zott Chenopodium fajokon (Rose, 1983). Az andesi torzs elnevezés onnan
kutatasok azonban bebizonyitottak, hogy a Chenopodium quinoa-t szisztemikusan fert6z6
tipus Eurépéban, az USA-ban és Uj-Zélandon is eléfordul (Cox és Jones, 2010). Els6 eurdpai
eléfordulasat Dolby és Jones (1987) irta le holland ¢és nyugatnémet import
szaporitdanyagban. 1988-ban szeroldgiai ¢és tesztnovényes vizsgalatokkal bizonyitottak,
hogy a korabban Pepino latent virus néven azonositott virus nem mas, mint egy pepinot
fertdzé6 PVS” izolatum (Dolby és Jones, 1988). 2014-ben Lin és munkatarsai jelentették az

andesi torzs kinai jelenlétét (Lin és mtsai., 2014). Az NCBI adatbazisban szerepelnek a
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torzsbe tartozd izolatumok szekvencia részletei Indidbdl is, viszont ezeket jellemzd
publikaciok nem késziiltek.

Az andesi tOrzs sulyosabb tiinetet okoz a leveleken, mint a kdzonséges torzs €s
konnyebben atvihetd levéltetvekkel is. A biologiai tulajdonsagokban valo eltérést a két torzs
kozott a CP N-terminalis régié aminosavainak kiilonbségének tulajdonitjak, a nukleotid-kotd
fehérje 11K és 7K fehérje szekvencidkban (Foster és mtsai., 1990; Foster, 1991; Foster és
Mills, 1992a; Matousek és mtsai., 2000), ezt a feltételezést azonban az Gijabb kutatasok nem
tamasztjak ala (Cox és Jones, 2010). Matousek kisérleteiben megallapitotta, hogy a kozép-
eurdpai PVS izolatumok kozott vannak olyanok, amelyek szisztemikusan fertézik a C.
quinoa-t, de sokkal kozelebbi rokonsagban vannak a PVSP torzzsel (Matousek és mtsai.,
2005). Emiatt a kutatok Gijabb torzs 1étrehozasat ajanlottak, a PVSO-CS-t, amely szisztemikus
tiineteket okoz C. quinoa-n, de ez a torzs ne tartozzon bele az andesi torzsbe (Cox és Jones,
2010).

Egy 2012-ben megjelent publikacié olyan PVS” izoldtumrél szamol be Brazilidban,
amely az eddig leirt PVS”-tol molekularis tulajdonsagait tekintve kiilonbdzik. Az izoldtum
szekvenciajat Osszehasonlitottdk a GenBank-ban fellelhetdé 4 masik izoldtummal és a
nukleotidszekvencia egyezése 79 és 81% kozotti volt, mig a korabban leirt 4 izolatum
egymashoz képest 90 és 97% kozotti egyezést mutatott. A teljes genomanalizis
bebizonyitotta, hogy a Brazilidb6l szarmazé izoldtum a PVSA torzshoz tartozik, de a
korabban leirt, ebbe a torzsbe tartozé izolatumoktol kiilonbozik. Ennek valdszinlileg az az
oka, hogy ez az els6 PVS” izolastum Dél-Amerikabol, amelynek a teljes
nukleotidszekvencidjat meghataroztak és ez az izolatum mas evolucids Gtvonalon fejlédott,
mint az eurdpai PVS izolatumok (Duarte és mtsai., 2012).

Az Irakbdl szarmazé izolatumok mindegyike a szekvenciavizsgalatok alapjan, a
PVSP torzsbe tartozik, a M. persicae és a A. nasturtii nem terjeszti és C. amaranticolor
novényeken lokalis 16ziot okoznak és nem szisztemizalodnak. Irakban nem azonositottak a

PVSAtorzsbe tartozo izolatumot (Barbar, 2014).
3.9 PVSizolatumok valtozékonysaga, jellemzése

A PVS izolatumok szekvenciavariabilitasa a kozép-eurdpai izolatumokat tekintve
igen nagyfokll, amennyiben a genom 3’ végi jellemzdit vessziik figyelembe (Matousek és
mtsai., 2000). T6bb vizsgalatot is végeztek abbol a célbol, hogy a C. quinoa-t szisztemikusan
fert6z6 kozép-eurodpai PVS izolatumok molekuléris jellemzdit megismerjék. Matousek és

munkatarsai 2005-ben két PVS izolatum teljes nukleotidszekvenciajat hataroztak meg. A két
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PVSizolatum a Leona és a Vltava szekvencidjanak dsszehasonlitas sordn 8%-os kiilonbséget
talaltak az izolatumok kozott (Matousek és mtsai., 2005). A PVS© és PVS®S (Chenopodium-
on szisztemizal6do, CS) torzsek kopenyfehérje elotti és kodolod régioit felhasznalva
vizsgaltak a két torzs kozotti hasonldosagot immunocapture RT-PCR moédszerrel. A két torzs
a kopenyfehérje 5° végi részében kiilonbozott egymastdl. Az eredmények alapjan
szerin okozza a CS tulajdonsagot a PVS izolatumoknal. A filogenetikai vizsgalatok alapjan
a PVS®S kozelebbi rokonsagban all a PVSC torzs eurdpai izolatumaival és tavolabb
helyezkedik el az andesi torzst6l (Matousek és mtsai., 2005). 2009-ben megallapitottak,
hogy a CS tulajdonsag 0sszefiigg a TGB proteinek tulajdonsagaival is. A 25K protein 196.
(Matousek és mtsai., 2009).

Chikh Ali és munkatarsai (2008) a sziriai PVS izolatumok vizsgalatakor
szekvenciajuk alapjan két fécsoportba (cluster-O, cluster-A) osztottak az adatbazisban
elérhetd PVS izolatumokat, attol fiiggden, hogy melyik torzsbe tartoznak. A cluster-O
csoporton beliill két alcsoportba (O1, O2) soroltak a koézonséges torzshoz tartozokat. A
vizsgalt sziriai izolatumok az O1 alcsoportba tartoznak. A tesztndvényes kisérletek
alkalmaval a szir PVS izolatumokkal fert6zott C. amaranticolor novényeken kizardlag
lokalis tiinetek jelentek meg (Chikh Ali és mtsai., 2008).

Lin és munkatarsai 2009-ben végeztek kisérleteket PVS izoldtumok molekuléris
jellemzésének céljabol. A vizsgalt két PVS izolatum fitoftora (Phytophthora infestans)
rezisztens burgonyabdl szarmazott. A kutatok megfigyelték, hogy ezek a burgonyak
fogékonyabbak a PVS fertdzésre. A jelenség megértésének céljabol meghataroztak a két
PVS izolatum teljes szekvenciajat. A két izolatum kozotti szekvenciaegyezés 98%-0s Volt.
A korabban leirt PVS izolatumok koziil a Leona és Vltava izoldtumokkal 91-94%-0s
egyezést mutatott. Filogenetikai fat készitettek a PV'S kdpenyfehérje aminosav-szekvenciaja
alapjan, ezek alapjan a két izolatum a virus kdzonséges torzsébe tartozik, valamint kozeli
rokonsagban allnak egy sziriai izolatummal (Lin és mtsai., 2009).

Iranban folytatott vizsgalatokban tizenkét PVS izolatum teljes kopenyfehérje és 11K
gén szekvenciajat hataroztdk meg. A kopenyfehérje 885 nukleotidjat és a 11K gén 282
nukleotidbdl allé szekvencigjat hataroztak meg. A GenBank-ban megtalalhato adatokkal
Osszehasonlitottak az izoldtumokat a virus kopenyfehérjét tekintve. A vizsgélat eredménye
92,5 és 100% kozotti egyezéseket mutatott. A 11K gén nukleotidszekvencia egyezése 93,5

és 100% kozotti volt. A filogenetikai analizis egyértelmiien jelezte a két ismert PVS torzs
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jelenlétét. A kopenyfehérje és 11K fehérje 2 konzervalt aminosav blokkja, ami 11 és 8
aminosavbol tevOdik Ossze, nem mutatott homoldgiat, ami a bioldgiai kiillonbséget
igazolhatja a két PVS torzs kozott. Egyik irani PVS izoldtum sem fertézte szisztemikusan a
C. quinoa tesztnovényt (Salari és mtsai., 2011). Ezek az eredmények tamogatjak Cox és
Jones (2010) korabbi elképzelését, miszerint nem a kdpenyfehérje és a 11K gén N-terminalis
részében fellelhetd kiilonbségek okozzak a szisztemizalddasi képességét a virusnak a C.
quinoa tesztnévényen (Salari és mtsai., 2011), mint ahogy azt korabban feltételezték (Foster,
1991; Foster és Mills, 1992a; Matousek ¢és mtsai., 2000; Matousek és mtsai., 2005).

Tasmaniaban Lambert és munkatarsai (2012) 44 PVS-sel fert6zott mintat vizsgaltak.
A szekvencia elmézés alapjan az dsszes izoldtum a PVS® és a PVSOCS torzsbe tartozik,
annak ellenére, hogy a biotesztes kisérletek alkalmaval rendkiviil kiilonboztek egymastol. A
szerzOk javasoltak a PVSC-szerti és a PVS”-szerli csoport létrehozasat azoknak az
izolatumoknak, melyek a fenotipusos tulajdonsagaik alapjan mas torzsbe tartoznak, mint
amibe a szekvencia-analizis alapjan keriilnének (Lambert és mtsai., 2012).

Lin és munkatarsai (2014) a PVS tdrzs meghatarozas tisztazasanak céljabol, ot
amerikai és harom chilei izoldtum biologiai és genetikai tulajdonsagat vizsgaltak. Ismét arra
jutottak, hogy csupan a fenotipusos tulajdonsagok alapjan nem lehet meghatarozni a
torzseket. Elvégeztek egy globalis genectikai elemzést az adatbazisban elérheté PVS
szekvenciakkal, hogy felmérjék a virus genetikai valtozékonysagat és evoltcids fejlodését.
A képenyfehérje régio alapjan a PVS©klad hat alcsoportot tartalmaz, a PVS” pedig kettét.
A 11K gén hasznalata az analizis sordn nem befolyasolta a végeredményt. A kdpenyfehérje
génnek a 11K génhez képest és a PVSA-nak a PVS®-hoz képest nagyobb foku a

nukleotiddiverzitasa, tehat sokkal valtozékonyabbak (Lin és mtsai., 2014).
3.10 Rekombinacié

A rekombindci6 olyan evolucios folyamat, amely lehetdvé teszi 0j virus variansok
kialakulasat. Szamos kiils6 tényezd hat a virusokra, amelyekhez alkalmazkodniuk kell pl.: a
klima- és kornyezetvaltozas. A rekombinacio segitségével gyorsabban képesek kialakulni
elényds virus genotipusok, mint a klonalis populacidkban, illetve a kialakult kdros mutaciok
konnyebben javithatok (Drake és Holland, 1999; Elena és Moya, 1999).

A novényi RNS virusokban bekovetkezd rekombindcios események gyakorisaganak
meghatarozasara 2005-ben végeztek kutatdsokat. Az eredmények szerint, a vizsgalt 36
novényi pozitiv egyszali RNS (+ssRNS) virusfajbol 12 esetében tudtak kimutatni

rekombindcids eseményt. A vizsgalt 14 potyvirus koziil 8 faj esetében tudtdk bizonyitani,
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hogy tortént rekombinacido. A genomszekvencia Osszehasonlitdsok soran a vizsgalt
szekvenciak tobb mint 1/3-dban figyeltek meg rekombinacids eseményt, azonban kevésbé
gyakori volt a jelenség a filogenetikailag egymastol tavol all6 torzsek esetében. A kisérletek
eredményei azt mutatjak, hogy a rekombinacio relativ kozénséges folyamat némely +ssRNS
virusnal és megfeleléen magas gyakorisaggal torténik ahhoz, hogy az evolicids valtozasok
egyik forrasa legyen (Chare és Holmes, 2005). A ndvényi virusok kozott természetes
rekombinacid 1étrejottét szamos esetben igazoltak pl.: Potyvirus nemzetség (Cervera és
mtsai., 1993; Djilani-Khouadja és mtsai., 2010; Galvino-Costa és mtsai., 2011), Luteovirus
nemzetség (Gibbs, 1995), Nepovirus nemzetség (Le Gall és mtsai., 1995), Cucumovirus
nemzetség (Fraile és mtsai., 1997; Boonham és mtsai., 2005), Potexvirus nemzetség (Sherpa
és mtsai, 2007) és Bromovirus nemzetség (Wierzchoslawski és Bujarski, 2006). A
Carlavirus nemzetség tobb tagjanal is megfigyeltek rekombinacidés eseményeket. A Lily
symtomless virus esetében Singh és munkatarsai (2008), a Chrysanthemum virus B esetében
Singh és munkatarsai (2012) detektaltak rekombinaciot az RdRp és CP génekben. Pramesh
¢és Baranwal (2013) pedig Indiaban azonositottak a CP régioban rekombinans Garlic
common latent virus izolatumot.

Brazilidban PVS izolatumokkal végeztek rekombinacios vizsgalatokat. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a Vltava izolatum rekombindns és a sziildi szekvenciak
hordoz6i a Leona és a D00461, illetve a BB-AND izolatumok. Ez az els6 olyan kozlemény,
amely a PVS torzsek rekombinaciojarol tudositott. A vizsgalatot végzd kutatok attol

tartanak, hogy a rekombinacios folyamat olyan j PVS torzsek kialakulésat eredményezheti,

rrrrr

3.11 Virusevolucio

A ndvényi, allati és bakterialis virusok kozott mar régota bizonyitott a rokonsagi
kapcsolat (Holland és mtsai., 1982). Az els6 tanulmanyok utan, melyek a névényi és az allati
virusok kozti kapcsolatot vizsgaltdk, gyors fejlédésnek inditottdk a  virusok
azonositottak virusokban, amelyek nagy valoszinliséggel fejlettebb szervezetekbdl
szdrmaznak (Franssen és mtsai., 1984; Haseloff és mtsai., 1984; Argos és mtsai., 1984;
Kamer és Argos, 1984; Blinov és mtsai., 1984; Gorbalenya ¢és mtsai., 1985; Ahlquist €s
mtsai., 1985).

A pozitiv szl virusok replikédcidja és genom expresszidja enzim kozvetitett, ezért

konzervalt szekvenciamotivum-tomboket tartalmaznak, mégis jellemzd rajuk a gyors
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mutécios valtozas. A fehérjék esetében ilyen motivumok kozé tartoznak az RNS-fliggd
RNS-polimeraz, a putativ RNS-helikaz, a Kimotripszin-szerii és papain-szerii proteazok és a
metiltranszferaz. Ezen fehérjék génjeinek konzervalt része a virusok tobbségében fellehet
(Holland és mtsai., 1982; Domingo és mtsai., 1985; Steinhauer és Holland, 1987; Koonin és
Gorbalenya, 1989). A virusgenom felépitése evolucidsan viszonylag stabil a ‘magot’ képzé
haztartasi géneket tekintve, viszont sokkal rugalmasabb a ‘héjat’ képezd, elsésorban a virion
alkatrészeket kodold gének ¢€s a kiilonbozo jarulékos fehérjék tekintetében. A ‘héj’ gének
keveredését, beleértve a genom reorganizacidjat ¢és rekombinaciot egyes tavoli
viruscsoportok kozott tekintik az egyik legfontosabb tényezének a virusevoluciéban (Martin
és mtsai., 1990). A konzervalt virusfehérjék tobbszords illesztése utan létrehoztak a
filogenetika torzsfakat. Ennek alapja elsdsorban az RNS-fiiggé RNS-polimeraz lehetséges
torzsfejlodése. Ez az egyetlen, altalanosan konzervalt fehérje a pozitiv szali RNS-
virusokban. Erés korrelacio volt megfigyelhetd ezen csoportositas és a tobbi konzervalodott
fehérje kisérleti torzsfejlodése kozott, valamint az ezeket kodold gének a virus genom valo
elrendezédése kozott. Ezidaig nem talaltak a polimerazokéhoz hasonlo dsszefiiggéseket sem
a ‘héj’ géneknél, sem az alapvetd expresszids mechanizmusokndl, igy lehetséges, hogy
egymastol fiiggetleniil fejlodtek ki kiilonb6zo evolucios leszarmazasi vonalakon (Koonin és

Dolja, 1993).
3.12 Konzervalt domén adatbazis (CDD)

Az NCBI konzervélt domén adatbizisa (CDD) nyilvanosan elérhetd fehérje
annotacios adatbazis. A CCD a fehérje szekvencidkra kiilonb6zd illesztési modelleket
general a reprezentativ szekvenciarészletekbdl, ami Osszhangban van a fehérjék 3D
szerkezetével és a domén hatdrokkal. Modellezi a szerkezetileg konzervalt szegmensek
alapjan a domén csaladokat, mindemellett a konzervalt tulajdonsagokat is megmutatja
(Marchler-Bauer és mtsai., 2015). A CDD jelenlegi verzidja a v3.12 46 675 fehérje- és
fehérjedomén-modellt tartalmaz, amelyek az alabbi adatbazisokbdl szarmaznak: Pfam (Finn
¢és mtsai., 2014), SMART (Letunic és mtsai., 2015), COG (Tatusov és mtsai., 2001), PRK
(Haft és mtsai., 2013), TIGRFAM (Klimke €és mtsai., 2009), NCBI bels6 adatai (Marchler-
Bauer és mtsai., 2003). Az adatbazis keresési szolgaltatasa az RPS-BLAST-ot (Reverz
Pozicio-Specifikus Blast) alkalmazza. A keresés eredménye a megbizhatdsagi szint
fliggvényében (specifikus és nem specifikus talalat) és a domén modell csoport szerint
(szupercsalad, multidomének) tobbféle lehet. A specifikus talalat egy magas megbizhatdsagi

szintli egyezés a vizsgalt fehérjeszekvencia és egy konzervalt domén kozott, amely egyben
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a lekérdezési fehérjeszekvencia kikovetkeztetett funkcidjanak magas megbizhatosagi
szintjét is jelenti. Tehat a vizsgalt szekvencia ugyanabba a fehérje csaladba tartozik, mint az
eredményként kapott domén modell és funkcidjuk is nagy bizonyossaggal egyezik. A
doménspecifikus kiiszobérték az eredményiil kapott domén-modellhez viszonyitva futtatott
keresési miivelet sordn Onmagukat érd taldlatai koziil a leggyengébb E-érték. A nem
specifikus talalat esetén az RPS-BLAST eléri, vagy éppen meghaladja a statisztikai
szignifikans kiiszobértéket (alapértelmezett E-érték kiiszobértéke 0,01). A szupercsalad egy
doménklaszter, amely specifikus ¢és nem specifikus talalatokat is tartalmaz. A
szekvenciahasonlosag alapjan a szupercsalad klasztereken keresztiil kovetkeztethetiink a
funkciora, szerkezetre és a szarmazasra. A multidomén fehérjékben kiillonb6z6é domén

tipusok kombinacidt azonosithatjuk (Marchler-Bauer és mtsai., 2015).
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4. Anyag és modszer

4.1 Vizsgalatok helye és ideje

A vizsgalatokat 2009 ¢és 2014 kozott a  Budapesti Corvinus Egyetem

Kertészettudomanyi Kar, Novénykortani Tanszékének laboratériumaban végeztiik.
4.2 Vizsgalatok anyaga
4.2.1 Begyiijtott virusizolatumok

Munkénk soran 22 kiilonb6z0 izolatumot gytijtottiink 4 orszagbdl (1. tablazat). A

mintak minden esetben burgonya csticsi levelébdl szarmaztak.

1. tablazat A begyiijtott PVS izolatumok jellemz6i (POL-Lengyelorszag, HUN-Magyarorszag,
TAN-Tanzania, UKR-Ukrajna)

Izolatum Szarmazasi hely Gazdanovény

Ewa POL Solanum tuberosum cv. Leona
Bonita HUN Solanum tuberosum cv. Bonita ojo (de) perdiz
Ditta HUN Solanum tuberosum cv. Ditta
FabiloaA HUN Solanum tuberosum cv. Fabiola
FabilolaB HUN Solanum tuberosum cv. Fabiola
FabiolaC HUN Solanum tuberosum cv. Fabiola
Lady Rosetta HUN Solanum tuberosum cv. Lady Rosetta
Mayan Twilight HUN Solanum tuberosum cv. Mayan Twilight
Papa negra HUN Solanum tuberosum cv. Papa negra
Desiré HUN, Keszthely Solanum tuberosum cv. Desiré

06.62 HUN, Keszthely Solanum sp. 06.62 klon

09.369 HUN, Keszthely Solanum sp. 09.369 klén

09.539 HUN, Keszthely Solanum sp. 09.539 klon

89.216 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.216 klén

89.217 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.217 kl6n

89.243 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.243 klén

89.249 (PVS-HU1) HUN, Keszthely Solanum sp. 89.249 klon

Boglarka HUN, Nyirtelek Solanum tuberosum cv. Boglarka
Kilimanjaro TAN, Kilimandzsar6 ~ Solanum sp.

Alex UKR Solanum tuberosum cv. Finka

Irena UKR Solanum tuberosum cv. Finka
Valery UKR Solanum tuberosum cv. Finka

4.2.2 Baktérium torzsek

A vizsgalatok soran a rekombinans plazmidok klénozasahoz az altalunk készitett

Escherichia coli DH5a, TG90 és IM109-es torzsek kompetens sejtjeit hasznaltuk.
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4.2.3 Plazmidok

A tisztitott PCR-fragmenteket pPGEM-T Easy (Promega) plazmid vektorba ligaltuk,

melyet a Bio-Science Kft. szallitott.
4.2.4 Oligonukleotid inditészekvenciak (primerek)

Az NCBI adatbazisban taldlhaté burgonya S virus nukleinsavszekvenciai alapjan
terveztiik meg a primereket. A felhasznalt oligonukleotidok szintézisét az IDT (Bio-Science
Kft.) végezte. A primerek nevében a szamok az AJ863509 azonositdé szamu virusizolatum
genomjan elfoglalt helyiiket jelolik. A teljes genom felszaporitdsahoz 6 primerpart
alkalmaztunk (2. tablazat). A hosszabb fragmentek nukleinsavszekvencia meghatarozasahoz
szekvenald primerek hasznaltunk (3. tablazat). A kopenyfehérje gén kimutatasahoz hasznalt

Nested PCR primereket a 4. tablazat foglalja 6ssze.
4.2.5 Vegyszerek, enzimek, kitek

A kisérletek soran felhasznalt oldatokhoz és taptalajokhoz kiilonb6zd, kereskedelmi
forgalomban kaphato vegyszereket hasznaltunk (Duchefa, Merck, Sigma-Aldrich, Reanal,
VWR). A reverz transzkriptazt, a DNS-polimerazt, a dezoxiribonukleotidokat (ANTP) a
Biocenter Kft. (Thermo Scientific), a GelRed fluoreszcens festéket (Biotium) a Csertex Kft.
szallitotta. Az RNS izol4lashoz a Spectrum™ Plant Total RNA Kit-et a Sigma-Aldrich Kft.-
t0l, a PCR-fragment tisztitashoz, a High Pure Purification Kit-et a Roche (Magyarorszag)
Kft.-t6l, a szekvencia meghatarozasra kiildott plazmidok tisztitdsara, a Quantum Prep

Plasmid Miniprep Kit-et a Bio-Rad Magyarorszag Kft.-td1 szereztiik be.
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2. tablazat A teljes genom vizsgalatokhoz tervezett primerek

Primer neve Szekvencia Olvadasi homérséklet (Tm)  Szakasz

PVSI1 régio: termék varhaté hossza 1602 bazis

PVS1.for 5’-GATAAACACTCCCGAAAATAATT-3’ 49,2 °C S'UTR
AR A 5S’-CCTTCTGTGCACATACTATCCACG-3? 57,3°C ORF1

PVS2 régio: termék varhato hossza 1265 bazis

AVEIGERR Y 5>-GCATAGATTTTCAGCGGATCAAGTT-3 55,8 °C ORF1
SVEPXE[NT 5>-CCCCTGTGAAGTGCGAGATG-3 55,8 °C ORF1
PVS3 régio: termék varhaté hossza 2115 bazis

SVEPLEEETA 5>-GATGCCCACCACACACGAGA-3’ 59,8 °C ORF1
5-GCTTCCCCAACTGCTTTGAAT-3’ 56,2 °C ORF1

PVS4 régio: termék varhato hossza 1516 bazis

SVEVENEER A 5°-GATGAGGGCAAGAGAGAGTTCAA-3’ 56,5 °C ORF1
SVEELLEN 5°-CATCCATATATTCAATACTACTAAGCTGAT-3 52,8 °C ORF2
PVSS régio: termék varhato hossza 1308 bazis
5-GAGCGCATGTCAGAGGAGGAACT-3’ 60,9 °C ORF1
5-TTACCTGTGAACCTAAAGGTGYTTCAAC-3’ 58 °C ORF5
SVETCIERAN 5-CCGGCTAGTCAATTGCGA-3 55,2 °C ORF5
5’CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’ 60,3 °C 3UTR
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3. tablazat A teljes genom vizsgalatokhoz tervezett szekvenalo primerek

Primer neve Szekvencia Olvadasi homérséklet (Tm)  Szakasz

5’-GTAGCAAAACCAGGCGAAGTTATC-3’ ORF1
5’-GCAAGGATCATATTGAGCATTGTAAG-3’ 54,4 °C ORF1

SVETEIVERTA 5'-CCG TAG AGG GGC TCA TAC G-3' 57 °C ORF5
5>-TGCGAAACTCTGACTTTGCAC-3’ 56,1 °C 3’UTR
5-TTT TTG CAT CAT GAG TTG GAC GAA CTC G-3° 59,6 °C plazmid
5°-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3’ 54,4 °C plazmid

4. tablazat A kopenyfehérje vizsgalatokhoz tervezett primerek

Primer neve Szekvencia Olvadasi homérséklet (Tm)  Szakasz

Direkt PCR: termék varhato hossza 1847 bazis

VEGEEGRIN 5°-ATATTGTGCCCTGATGCCACTTAC-3’ 57,3°C 3’UTR
VAV 5-CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTTTTTITTITT-3 60,3 °C 3’UTR

Nested PCR: termék varhato hossza 1299 bazis

AETElE G 5'-CCGGCTAGTCAATTGCGA-3’ 55,2 °C ORF5
SVELEEER A 5°-TGCGAAACTCTGACTTTGCAC-3’ 56,1 °C 3’UTR
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4.3 Vizsgalatok modszere
4.3.1 Mechanikai atvitel

A teljes genom vizsgalatokhoz a begylijtott burgonyandvények levelének présnedvével
N. debney tesztnovényeket inokulaltuk, hogy a virusizolatumokat felszaporitsuk. A névényi
mintdkhoz 1:5 aranyban 0,05 M kalium-foszfat-puffert (62,3 g/l Na;HPO42H20; 20,4 ¢/l
KH2POg; pH: 7,2) adtunk és jégben hiitott dorzsmozsarban végzett homogenizalassal allitottuk
elé az inokulumot. Abrazivumként cellitet (10-40 pum) hasznaltunk, mellyel megszortuk a
dohanynovények 3-3 levelét, majd a levelek feliiletét mechanikailag inokulaltuk a novényi

szovetnedvvel.
4.3.2 Ossznukleinsav-kivonas levélszovetbél

Az Ssszribonukleinsav-kivonast Spectrum ™ Plant Total RNA Kit-tel végeztiik, a gyartd
utasitdsa szerint. A teljes genom vizsgalatokhoz a mintdkat az inokulaciot kovetd 3. héten, a
dohany névények csucsi leveleibdl vettiik. A kopenyfehérje vizsgalatok alkalméval kdzvetleniil
a burgonyanévények csticsi levelébdl végeztilk a kivonast. A mintadkat az extrakcid utan

felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.
433 RT-PCR

cDNS szintézis

Az 0Ossznukleinsav-kivonatbol, mely a virus RNS-eket is tartalmazta, az antiszenz
primerek felhasznélasaval reverz transzkripcid (RT) soran allitottuk elé a PVS nukleinsavaval

komplementer cDNS elsd szalat.

A 10 ul végtérfogatu reakcioelegy:

Ossznukleinsav 4 ul
100 uM-0s antiszenz primer 1 ul
5X RT puffer (250 mM Tris-HCI (pH 8,3, 25°C-on), 375 mM KCI, 15 mM 2 ul
MgCI2, 50 mM DTT)

5 mM-0s ANTP Mix 1 ul
RevertAid™ Premium Reverse Transcriptase (200 u/pul) 0,5 pul
RiboLock™ RNase Inhibitor (40 u/pul) 0,25 pul
desztillalt viz 1,25 pul

Az Ossznukleinsavat az antiszenz primer jelenlétében 65 °C-on 5 percig inkubaltuk,

majd az elegyet 5 percen keresztiil jégen hiitottiik. Ezt kdvetden adtuk hozza a reakcioelegy
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tobbi komponensét, ezutan 30 percen at tartd reverz transzkripcié kovetkezett 50 °C-on, majd

85 °C-on 5 perc alatt inaktivaltuk az enzimet. A cDNS-t felhasznéléasig -20 °C-on taroltuk.
PCR

A cDNS szintézist kovetden a virusgenomot hat atfedé régioban megsokszoroztuk a

PCR optimalizalasaval, a 2. tdblazatban szerepld antiszenz és szenz primerek segitségével. A
teljes genom vizsgéalatokhoz hasznalt PCR-ek paramétereit az 5. tdblazat, mig a kdpenyfehérje
vizsgalatahoz hasznalt PCR-ek paramétereit, mely egy direkt és egy Nested PCR-bdl all, a 6.
tablazat szemlélteti. A PCR-t Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 és Eppendorf
Mastercycler Nexus Gradient késziilékben végeztiik.
A PCR-analizis 50 ul végtérfogatu reakcioelegye:

cDNS 3ul

10x Tag puffert (750 mM Tris-HCI pH: 8,8;

Sul
200 mM (NH4)SOs4; 0,1 % Tween 20)
25 mM-os MgCl» 3ul
5 mM-o0s ANTP Mix 2 ul
20-20 puM-os antiszenz és szenz primer 1-1 pl
Taq DNS polimeraz (5 u/ul) 0,5 ul
desztillalt viz 34,5 ul

4.3.4 Gélelektroforézis

A PCR-terméket GelRed nukleinsavfestéket tartalmazo 1%-0S TBE-agar6z gélben,
IXTBE elektroforézis-puffer (89 mM Tris-HCI; 89 mM borsav; 2 mM EDTA pH: 8,3)
jelenlétében vélasztottuk el, és atesd UV fényben tettiik lathatova (UVP, BioDoc-1t™ System).

4.3.5 Gélbol izolalas és PCR-termék tisztitas

A gélelektroforézissel szétvalasztott termékekbdl a kivant hossziasagh fragmenteket
steril szikével vagtuk ki, hogy a képzddott aspecifikus termékeket eltavolitsuk. A gélbdl izolalt

PCR-termékeket a High Pure Purification Kittel tisztitottuk a gyartd utasitdsainak megfelelden.
4.3.6 A PCR-termékek klonozasa

A tisztitott PCR-terméket ampicillin rezisztenciagént tartalmazé6 pGEM-T Easy
Vektorba kapcsoltuk. A ligalas (az inzert és a plazmid 6sszekapcsolasa) egy €jszakan at, 4 °C-

on tortént.

A 10 ul végterfogatu reakcioelegy:
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tisztitott PCR-termék 3ul
PGEM-T Easy Vektor (25 ng/ul) 1l

2x ligaz puffert (60 mM Tris-HCI (pH: 7,8); 20 mM MgClz) 20 mM DTT; 2 mM

ATP: 10% PEG) sul

2,5 u T4 DNS ligaz (2,5 u/ ul) 1l

A ligalast kovet6en a rekombinans plazmidot E. coli DH5a, vagy TG90-es, vagy JM
109-es kompetens sejtekbe juttattuk (transzformalas). A kompetens sejtek eldallitasat és a
hésokkos transzformalast Sambrook és munkatarsai (1989) altal kidolgozott modszer szerint
végeztik. A 10 pl ligatumot 50 pl, 10 percig jégen kiolvasztott kompetens baktérium-
szuszpenzidval elegyitettiik, majd 20 percen keresztiil jégen tartottuk. Ezutan 1 percen keresztiil
42 °C-os széraz blokkos termosztatban inkubaltuk, majd 2 percig jégre helyeztiik, utdna 300 pl
antibiotikum-mentes, folyékony LB taptalaj (10 g/l tripton; 5 g/l élesztékivonat; 10 g/l NaCl,
pH: 7,2) hozzaadasat kdvetden 1 oran keresztiil razattuk, 37 °C-on, 200 rpm fordulatszammal.
Ezt kdvetden 100 pl-nyi szuszpenziot ampicillin tartalmu szilard LB/IPTG+X-Gal taptalajon
szélesztettiink (10 g/l tripton, 5 g/l élesztékivonat; 10 g/l NaCl; 10 g/l agar; 50 pg/ml ampicillin;
szélesztés el6tt a lemez felszinén 10 pl (100 mM/ml) IPTG-t és 40 ul (20 mg/ml) X-Galt
oszlattunk szét).

A kész lemezeket egy éjszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. A taptalajon csak azok a
baktérium sejtek tudtak felszaporodni, melyek ampicillin rezisztenciagént hordoztak. A ligalas
sikerességét kék-fehér szelekcidval ellendriztiik. Azok a baktériumkolonidk, melyekben az
inzert beépiilése megtortént €s igy a plazmidban 1€évé enzim miikddésképtelenné valt, fehér
szinliek lettek, mig azok, amelyekben az inzert nem épiilt be a plazmidba, kék szinliek voltak.
Ezek utan steril fogpiszkalo segitségével, minden lemezrdl 4-6 db fehér szinii telepet oltottunk
le. A fogpiszkéaloval egy koloniat leemeltiink, amit egy masterplate-hez érintettiink, majd 2 ml
50 pl/ml ampicillin tartalmu, folyékony LB téaptalajt tartalmazo tivegesObe tettiink. A lezart
iivegesovet egy ¢jszakan at, 37 °C-on razattuk, 200 rpm fordulatszdmmal. Az eredeti kolonidk

felszaporitasat szolgalo masterplate-et egy éjszakan keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk.
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5. tablazat A teljes genom vizsgalatokhoz hasznalt PCR-ek paraméterei

Elédenaturalas Denaturalas Anellalas Elongacio Utéelongacio
Homérséklet 1do Hoémérséklet 1dé Homérséklet 1dé Hoémérséklet 1do Hoémérséklet 1do
PVSI1 régio 50 °C 1,5 perc
PVS2 régio
PVS3 régié 56 °C 2 perc
. 94 °C 94 °C .

5 perc 72 °C 7 perc

PVS4 régio 0,5 perc 0,5 perc 72 °C
PVSS régio 58 °C 1,5 perc
PVS6 régié 55°C 1,5 perc

J

40x

6. tablazat A kopenyfehérje vizsgalatahoz hasznalt PCR-ek paraméterei

Elédenaturalas Denaturalas Anellalas Elongacio Utoelongacio
Hémérséklet 1d6 | Homérséklet 1dé Hémérséklet 1dé Hémérséklet Id6 | Homérséklet 1dé
94 °C 5 perc 94 °C 0,5 perc 22 og 0,5 perc 72 °C 1?5p|§:r:c 72 °C 7 perc
\ J
|
35X
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4.3.7 A plazmid tisztitasa és az inzert ellenérzése

A sikeres ligalas ellenérzéséhez kolonia PCR-t végeztiik, vagy a plazmidot Sambrook
¢s munkatarsai (1989) altal kidolgozott modszer szerint izolaltuk. A koloénia PCR primerei és
paraméterei szintén a 2. és az 5. tablazatban talalhatok. A masterplate-rol steril fogpiszkaloval
a megfeleld PCR-elegybe helyeztiink a rekombinans plazmidokat hordozoé baktériumokbol. Az
eredményt gélelektroforézissel értékeltiik.

A baktériumkolonidkbol a rekombindns plazmidokat alkalikus lizisen alapulo
minipreparatum modszerrel (Sambrook és mtsai., 1989) tisztitottuk, a kovetkezOképpen: A
baktérium sejtkultirakat az egész €éjszakan keresztiil tarto, 37 °C-on torténd razatast kvetden
Eppendorf csébe toltottiik, és 3 perces (szobahdémérsékleten, 13 400 rpm fordulatszamon)
centrifugalast kovetden a feliiluszot eltavolitottuk. A pellethez, ami a baktériumsejteket
tartalmazza 200 pl ,,A” oldatot (sejt szuszpendalo oldat: 15 mM Tris-HCI pH: 8,0; 10 mM
EDTA; 50 mM gliik6z) adtunk, és 5 percig allni hagytuk. A tovabbiakban 400 ul ,,.B” oldatot
(sejt lizalo oldat: 0,2 M NaOH, 1% SDS) adtunk az elegyhez és kézi razas utjan biztositottuk
az elegy homogenitasat. A kovetkezd 1épésként 300 ul ,,C” oldatot (semlegesitd oldat: 3 M
natrium-acetat; 11,5% ecetsav) adtunk az Eppendorf csd tartalméhoz és kézi razést kovetden 5
percen keresztiil jégen hagytuk, majd 5 perces centrifugaldssal tavolitottuk el a felesleges
sejtalkotokat. A centrifugalast kovetden a feliiluszot tiszta Eppendorf csébe helyeztiik, majd 5
perces centrifugalas kovetkezett. A feliiliiszot tiszta csdbe ontottiik, majd 600 pl izopropanolt
adtunk az elegyhez, kézi razassal biztositottuk a DNS kicsapddasat, majd ijabb 5 perces
centrifugalas kovetkezett. A feliiliszo6 elontése utan 200 pl ,,D” oldatot (0,1 M natrium-acetat
pH: 7,0; 50 mM Tris-HCI pH: 8,0) adtunk a pellethez, majd 5 percig allni hagytuk. A kézi razast
kovetden 400 pl abszolut etanol hozzdadasdval ismételten biztositottuk a nukleinsavak
kicsapodasat. Ujabb 5 perces centrifugalas kovetkezett, majd a feliiliiszot elontottiik, a pelletet
pedig 15 percig vakuum koncentratorban szaritottuk. A szaritast koveten a pelletet 25 pl RNaz
TE-ben (10 mM Tris pH: 7,6; 1 mM EDTA; 10 pl (10 mg/ml) RN-4z) oldottuk vissza.

Az inzert beépiilésének sikerességét FastDigest ECORI (10 perc, 37 °C inkubdlas)

enzimmel torténd hasitast kovetéen 1%-os TBE agar6z gélen valo futtatassal ellendriztiik.
4.3.8 Klonok tisztitasa szekvenalasra

A szekvenalasra kivalasztott klonokat a masterplate-rél, 3x2 ml 50 pl/ml ampicillin
tartalmu, folyékony LB taptalajt tartalmazo tivegesdbe tettiik. A lezart tivegesovet egy €jszakan

at, 37 °C-on razattuk, 200 rpm fordulatszammal. Szekvenciameghatirozashoz a plazmidot
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Quantum Prep Plasmid Miniprep Kittel a gyarto utasitasainak megfelelden izolaltuk. A tisztitott

crer

nukleotidszekvenciajat Szegeden BAY-GEN Novénygenomikai, Human Biotechnologiai és

Bioenergiai Intézetben hataroztattuk meg.
4.3.9 Bioinformatikai vizsgalatokhoz felhasznalt programok

Vizsgalataink soran az NCBI-ban megtalalhat6 6sszes PVS kopenyfehérje-szekvenciat
felhasznaltuk (1. melléklet) a szekvenciaanalizishez. A Carlavirus nemzetség vizsgalatahoz

hasznalt szekvenciak jellemzdit a 2. melléklet tartalmazza.

Szekvenciaanalizis

A szekvenciak dsszeillesztéséhez és elemzéséhez a CLC Sequence Viewer 7.6, illetve a
CLC Main Workbench (QIAGEN, Aarhus) software csomagot hasznaltuk. A Neighbor Joining
(NJ), UPGMA (Unweighted Pair Group Method) analiziseket hasznaltuk a filogenetikai
torzsfak készitésekor a Jukes-Cantor korrekcios rata figyelembe vételével (Jukes és Cantor,
1969). A filogenetikai vizsgalatok soran a statisztikai megbizhatosagot a program 1000
ismétlést alkalmazo bootstrap analizise biztositotta. Hidrofobicitas értékeket a Kyte és Doolittle

képlet alapjan szamitja program, 9 aminosav ablak szélességgel (Kyte és Doolittle, 1982).

Rekombinacids vizsgalatok

A potencidlis rekombinacioés események detektalasara az RDP4.39 Beta programot
hasznaltuk (Martin és mtsai., 2010). A program altal hasznalt mddszereket (RDP, Chimaera,
BootScan, 3Seq, GENECONYV, MaxChi, és SiScan) az alapértelmezett paraméterekkel
alkalmaztuk (ablak méret = 200 nt, ablak elmozdulasanak mérete = 20 nt) 95%-0s
szignifikanciaszinten (Boni és mtsai., 2007; Gibbs és mtsai., 2000; Martin és Rybicki, 2000;
Martin és mtsai., 2005; Maynard Smith, 1992; Padidam és mtsai., 1999; Posada és Crandall;
2001).

Konzervalt domén detektalas

A konzervalt domén detektalast a CDD v3.13 programmal végeztiik, mely a

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsbh.cgi internetes cimen elérhet6. A CDD a

RPS-BLAST-ot (Reverz Pozicids-Specifikus Blast) hasznalja, melyet az alapbeallitasokkal

alkalmaztunk (Marchler-Bauer és mtsai., 2015).
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5. Eredmények

5.1 A begyiijtott PVS izolatumok molekularis jellemzése
5.1.1 A CP régiéo molekularis jellemzése

A munkénk soran 22 PVS izolatumot gyljtottiink 4 orszagbol. Az altalunk kidolgozott
Nested PCR moddszer alkalmasnak bizonyult a PVS detektalasara (5. abra). A modszer
segitségével felszaporitottuk a kopenyfehérje régiot tartalmazo szakaszt és meghataroztattuk a

nukleitidsorrendjiiket.

5. abra A Nested PCR sematikus abraja, zolddel a primerek, lilaval a PCR-fragmentek, kékkel a
kopenyfehérje gén

A kopenyfehérjét kodoldé ORF5 régi6 minden izolatumunk esetében 885 nukleotid
hosszl a stop kodonnal egyiitt. A régiorol transzlalodo kopenyfehérje 294 aminosavbol all és
megkozelitdleg 33 kDa nagysagli. A fehérjéknek csak az N-termindlis végén az elsé 38
aminosav valtozékony, a kozepiiknél 6sszesen 5 pozicidoban figyelhetd meg aminosav eltérés,
mig a C-termindlis végiik homolog. Az Ukrajnabol gytijtott izolatumok kdpenyfehérje génje
teljesen azonos, viszont 10 nukleotidban kiilonboznek az egymassal homolog Desire-t6l és
Lady Rosseta-tol. Az ukran izolatumokhoz legjobban a ‘Papa negra’ burgonyafajtabol
szarmazo izolatum hasonlit legjobban, 98,98% azonossaggal, ami 9 nukleotid eltérést jelent.
Nukleinsav szinten a legnagyobb eltéréseket a Bonita, a Boglarka és az Afrikabol gyijtott
Kilimanjaro izolatumok mutattak. A Bonita 63 nukleotidban tér el a 89.243, a 89.249 és a
09.539 izolatumoktol. Sok nukleotideltérés nem nyilvanul meg aminosav valtozasban. Igy az
ukran izolatumok kdpenyfehérjéje homolog a 89.217-vel, a Desiré-vel és a Lady Rosseta-val.
A FabiolaA kopenyfehérje aminosav-szekvencidja megegyezik a FabiolaB-ével, mig a
Boglarka, a Kilimanjaro és a 09.369 kopenyfehérjéje is teljesen azonos (6. és 7. abra).

A filogenetikai torzsfan a begyiijtott izolatumaink kdpenyfehérje gén alapjan két jol
elkiiloniilé csoportot, a Bonita pedig egy kiilon agat alkot. A kisebb, 5 izolatumbol allo
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csoportban kozeli rokonsagot feltételeziink a 09.369 ¢s a Boglarka kozott, de ide tartozik még
a Ditta és a tavolabb elhelyezkedé Ewa. A masik csoportban 3 alcsoportba rendezddnek az
izolatumok. A FabiolaA és FabiolaB kozeli rokonsagot mutat a torzsfan. A masik két csoport
koziil egyiket a Lady Rossetta-val egyiitt keszthelyi izolatumok alkotjdk, mig a maésikat az
ukranokkal a Papa negra, a Mayan Twilight, a FabiolaC és a 89.216 (8. abra).

A sajat 22 izolatumunkat dsszehasonlitottuk az NCBI adatbazisban talalhat6 107 PVS
teljes kopenyfehérje génnel. A CP vizsgalatokhoz felhasznalt PVS izolatumok jellemzdit a 3.
melléklet tartalmazza. A GU369814 azonositoji szekvenciai pontatlanul szerepel az
adatbazisban, mert a 645. pozicidban talalhat6 guanin felesleg miatt a leolvasasi keret elcsuszik.
A hibat javitottuk és a vizsgdlatainkhoz az izoldtumot igy hasznaltuk fel. A fehérje
vizsgalatakor a 8. aminosav pozicidban a torzsre jellemzd aminosavakat detektaltunk, ez a
kozonséges torzs esetében treonin, mig az andesi térzs esetében szerin.

A kopenyfehérje génre elkészitettiik a filogenetikai torzsfat, melyen a PVS két torzse
két jol elkiilonithetd csoportot alkot. A PVS” torzs tagjai esetében a kolumbiai RVC Andean
izolatum (JX419379) kiilon agon helyezkedik el, a tobbi izolatum pedig 3 csoportot (PVSA-1,
PVSA-2, PVSA-3) képez. A kozonséges torzson beliil két kiilon csoportot (PVSO-1, PVSO-2)
¢s mindegyiken belil két alcsoportot (PVSO-1A, PVSO-1B, PVSO-2A, PVSO-2B)
kiilonboztethetiink meg. A PVSO-n beliil a koreai U74376, az angol S45593 és az irani
HQ875138 izoldtumot nem soroltuk kiilon csoportba, mert kiilon agon helyezkednek el. A
kozonséges torzson beliil a sajat izoldtumaink elszoértan helyezkednek el. A Bonita a térzson
beliil egy kiilon agat képez a torzsfan. A PVSO-1A csoportot ausztral izolatumok alkotjak egy
kinai (AJ889246) izolatummal. A csoportban egy sajat izolatumunk sem helyezkedik el. PVSO-
1B csoportban az Ewa legkdzelebbi rokonsagot egy kinai (AY512653) ¢és két olyan holland
izolatummal (GU319953, GU319952) mutat, amelyek a kozonséges torzsbe tartoznak, de még
is szisztemizalodnak Chenopodium fajokon. A Ditta szintén ebben az alcsoportban helyezkedik
el és kozeli rokonsagot mutat az Egyesiilt Kiralysagbol és Ausztraliabol szarmazod
izolatumokkal. A Keszthelyr6l szarmazo 09.369, a Nyirtelekrdl gyljtott Boglarka és a
Tanzaniaban gy(jt6tt Kilimanjaro izolatumok a PVSO-1B alcsoporton beliill egymashoz kozel
helyezkednek el a torzsfan. Kozvetlen kozelilkben fleg amerikai izolatumok talalhatok és
kozeli rokonsagot feltételeziink még a kinai JX183950 izolatummal. A PVSO-2A alcsoportot
2 irani (HQ875138, HQ875135), 3 indiai (GU369814, DQ786653, GU256061) és egy az
Egyesiilt Kirdlysagbdl szarmazo (GU144328) izolatum alkotja. Az izolatumaink tobbsége a
PVSO-2B alcsoportban helyezkedik el. Az alcsoportban kiilon dgon helyezkedik el, kdzeli
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rokonsagi viszonyban, a FabiolaA ¢és FabiolaB. A torzsfan is megfigyelhetd, hogy a Desire és
a Lady Rosseta kopenyfehérje gén szekvencidja homoldg. Hozzajuk kozeli rokonsagban a
06.62, 89.217, 89.249, 89.234, 09.539 keszthelyi izolatumok allnak. A FabiolaC az irani
HQ875137 izolatumhoz all legkdzelebbi rokonsagban. A Papa negra és a Mayan Twilight 6

irani, és 1 sziriai (AB364945) izolatummal mutatnak nagyfoka egyezést (9. abra).
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6. abra Sajat PVS izolatumok kdpenyfehérje génjének nukleinsav szintli paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, nukleotid kiilonbség db)
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7. abra Sajat PVS izolatumok kdpenyfehérjének aminosav szintli paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, aminosav kiillonbség db)
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8. abra Sajat PVS izolatumok kopenyfehérje génjének nukleinsav szintli filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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9. abra PVS izolatumok kopenyfehérje génjének filogenetikai torzsfaja (UPGMA), zold keretben
jelolve a sajat izolatumok
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5.1.2 A teljes genomok molekularis jellemzése

Héarom magyar, harom ukran és egy lengyel PVS izolatum teljes genomjat hat atfedo
régioban (PVS1-PVS6) megsokszoroztuk PCR-technika segitségével (10. abra). Az dbran
lathaté hosszusagu fragmentumokat klonoztuk és M13.for, M13.rev, illetve bizonyos
esetekben PVS specifikus szekvenald primerekkel meghataroztattuk bazissorrendjiiket. A
kapott elektroferogrammokat a CLC Main Workbench programmal jelenitettiik meg, majd
az NCBI adatbéazisban megtalalhatd szekvenciakkal illesztettiik. Az igy kapott szekvencia
illesztésbol Osszeallitottuk a 7 teljes hosszisagh szekvenciat. Az altalunk kidolgozott
modszer lehetéséget nyujt a PVS genomok szekvencidjanak gyors és egyszerl

meghatarozasara.

10. abra A teljes Potato virus S (PVS) genomot lefedd szakaszok (A) 89.249 izolatum hat régioban
felszaporitott genomjanak gélelektroforézis fotoja, (B) a PVS teljes genomjat lefedd régiok
sematikus abraja

A vizsgalt izolatumok mindegyike az Ewa kivételével 8485 nukleotid hosszisagu
(Ewa: 8482 nt). Minden vizsgalt izolatum genomjanak 5’-végén 62 nukleotid hosszlii nem
transzlal6do régio (57 UTR) helyezkedik el, majd 6 nyilt leolvasasi keret kovetkezik. Az

ORF1 5928 nukleotid (63-5990 nt) hosszl, az Ewa izolatumnal ez a szakasz 5925 nukleotid
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hosszusagu (63-5987 nt). Az ORF2 732 nukleotid hosszu és 14 bazisos atfedésben van az
ORF1-gyel. Az ORF3 327 nukleotid és 23 nukleotid az atfedés az ORF2-vel, mig az ORF4
a legrovidebb nyilt leolvasasi keret 198 nukleotid hosszu és 37 nukleotid atfedésben van az
ORF3-mal. Az ORF5-nél két lehetséges start kodont figyeltiink meg. Az els6 6969. (Ewa:
6966.), a masodik pedig 249 nukleotiddal a 3’ vég iranyaba a 7218. (Ewa: 7215.) pozicidban
helyezkedik el a genomon. Az ORF6 285 nukleotid hosszu és szintén atfedésben (4 nt) van
az elbtte 1évo szakasszal. Az izoldtumok a 3’UTR-t (102 nt) kdvetden poliadenilalt véggel
rendelkeznek.

A vizsgalt 7 sajat izolatum teljes genomjat 6sszehasonlitottuk az NCBI adatbazisban
talalhato teljes genom szekvenciaval rendelkezé PVS izoldtumokkal (7. tablazat). A
filogenetikai vizsgélat sordn a torzsfan az izolatumok két agon helyezkednek el. A kékkel
jeldlt csoportban az andesi torzsbe (PVS?) tartozok, mig a sargaval jeldlt csoportban a
kozonséges torzshdz (PVSP) tartozé izolatumok talalhatok. A két csoport kozott, a
kozonséges torzshoz kozelebbi rokonsagot mutatva, helyezkedik el Vltava izolatum. Ennek

SREC elnevezésii csoportot alkottunk. PVS” csoportba tartozo két

az izolatumnak kiilon PV
izolatumnal a filogenetikai fa aganak hosszabol arra kovetkeztetiink, hogy a rokonsag igen
tavoli a fajon beliil. A PVS® csoporton beliil két alcsoport rajzolédik ki. Az ‘A’ csoportban,
melyben a Bonita is megtalalhato, a 09.369 kozeli rokonsagot mutat a két amerikai
izolatummal. A ‘B’ csoportban az ukran izoldtumaink szoros rokonsagot mutatnak a lengyel

Ewa izolatumunkkal és kozos rokonsagot feltételezhetiink a 89.249 izoldtumunkkal és a
Leona Oseivel (11. abra).
7. tablazat A teljes genomelemzéshez hasznalt PVS izolatumok jellemz6i (GER-Németorszag,

CZE-Cseh Koztarsasag, USA-Amerikai Egyesiilt Allamok, BRA-Brazilia, COL-Kolumbia, CHN-
Kina, AUS-Ausztralia)

NCBI N , Szarmazasi v
... Torzs Izolatum Gazdanovény

azonositoé hely
AJ863509 PVS® Leona GER Solanum tuberosum cv. Leona
AJ863510 PVSA?  Vltava CZE Solanum tuberosum cv. Vltava
FJ813512 PVS®  WabDef-US USA Solanum tuberosum cv. Defender
FJ813513 PVS© 1d4106-US USA Solanum tuberosum clone LBR 4106
JQ647830 PVSA  BB-AND BRA Solanum tuberosum
JX419379 PVSA  RVC Andean CoL Solanum phureja var. Criolla Colombia
KC430335 PVS® Yunnan YN CHN Solanum tuberosum
KP089978 PVS®  Sw-14 AUS Solanum tuberosum cv. Royal Blue
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11. 4bra PVS teljes genomok filogenetikai torzsfaja (UPGMA)

A paronkénti 0sszehasonlitas alkalmaval az ukran izolatumok kozott nagyfoku
azonossagot figyeltiink meg (99,81-99,71%), mindossze 16 illetve 25 bazis eltérés van a
teljes genomukban. Az Ewa esetében is az ukran izolatumokkal a legnagyobb az azonossag,
melyet a torzsfan is megfigyelhettiink (97,04-96,94%, 251-260 nt eltérés). A 89.249 a
legnagyobb azonossagot az Alex-Szel (95,56%), a masik két ukran (95,45%; 95,43%) és a
lengyel izolatummal (93,41%) figyeltiink meg, mig a masik két magyar izolatummal
(09.369, Bonita) 92, 65%, illetve 92,29% az azonossdg. A Bonita és a 09.369 izoldtumok
kozott 93,93% az azonossag, mely 515 baziseltérést jelent. Minden altalunk vizsgalt
izolatum esetében a két PVS” tdrzsbe tartozo izolatummal tapasztaltuk a legnagyobb
kiilonbséget, ami 1825-1787 nukleotid eltérést jelent (78,59-79,04% azonossag). A

paronkénti 6sszehasonlitas eredményét a 3. melléklet szemlélteti.
5.1.3 Az ORF1 régio jellemzése

Az ORF1 a leghosszabb nyilt leolvasasi keret a PVS genomon, melyrdl a replikaz
fehérje transzlalodik. A vizsgalt izolatumok esetében a régiorol atirodd fehérje 1975
aminosavbol all és megkozelitéleg 223 kDa nagysagu (222,769-223,435 kDa). Ennek a
fehérjének kiugrdéan magas a leucin tartalma, tobb mint 10%. A masodik leggyakoribb

aminosav az alanin (~7,75%) (12.abra).
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12. abra A 223K fehérje aminosav Osszetétele a 89.249 izolatumon bemutatva

Az Ewa izolatumban egy nukleotid triplet delécio talalhatd a 432. nukleotid utan,
mely sem a tobbi altalunk vizsgalt, sem az NCBI-ban talalhatd izolatumban nem
eredményezi. A vizsgalt izolatumok ebben a régioban mind nukleinsav, mind aminosav
szinten nagyon hasonloéak. A PVS® térzsbe tartozé izolatumok a nukleotid szintii paronkénti
dsszehasonlitasa alkalméval legalabb 91%-os azonossagot figyeltiink meg, mig a PVS” térzs
tagjaival csupan 77%-osat. A legnagyobb eltérést az izolatumaink kozott a 89.249 mutat,
amelynél az ukrén izolatumokkal 94,5% kortili, viszont a tobbi izolatumunkkal csupan 92%,
vagy az alatti a nukleinsav azonossag. A fehérjét vizsgalva ez az izolatum az Alex-t61 90
aminosavban, a 09.369 izolatumtol 127 aminosavban kilonbozik. Az ukran izolatumok
csupan ebben a régidban kiilonboznek egymastol. Az Alex a Valery-tdl és az Irena-tol 25-
25 bazissal tér el, ami fehérje szinten 10 és 11 aminosav kiilonbséget jelent. A Valery és
Irena izolatumok ko6zott 16 nukleotid az eltérés, amely 13 aminosav eltérés jelent. Az ukran
és lengyel izolatumok esetében megfigyelhetd jellemzd aminosavmotivumok
(Sa7sle19 Tessl704Nsgs2), melyek szintén kdzos szarmazasra utalnak. Ezeknél az izolatumoknal
a 223K fehérjében az azonossag magasabb foku az N-terminalis véghez kozelebb eso részen.
Aminosav szinten a paronkénti Osszehasonlitds magasabb azonossagi értékeket
eredményezett, mar a PVS” torzs tagjainal is meghaladja a 80%-ot (4. és 6. melléklet). Az
ORF1 régio6 nukleotid szintli filogenetikai torzsfaja azonos rokonsagi viszonyokat mutat,

mint a teljes genom vizsgalatanal tapasztaltunk (5. melléklet). Aminosav szinten viszont a
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kolumbiai RVC Andean izolatum kiilon dgon helyezkedik el, a tobbi izolatum replikézaval
tavoli rokonsagot mutatva (7. melléklet).

Az NCBI GenBank konzervalt domén adatbazisaval (CDD) Osszevetve a 223K
fehérjén 6 domént detektaltunk, melybdl 3 specifikus és 3 nem specifikus talalat. Ha egy
fehérjeszekvencia specifikus talalatot ad, akkor magas annak a megbizhatdsagi szintje, hogy
a lekérdezési fehérjeszekvencia a domén-modell altal képviselt fehérjecsalad tagja, és az
adott domén leirasa szerinti funkcioval rendelkezik. A 3 specifikus talalat elhelyezkedése a
223K fehérjén a kovetkez6: A viralis metiltranszferaz (43-352 aa), az OTU-szer( cisztein
proteaz (900-994 aa), az AAA (ATP-az egyéb sejtszintii funkcioval) domén (1171-1285 aa).
A 3 nem specifikus talalat elhelyezkedése a fehérjén a kovetkezd: A carlavirus endopeptidaz
(999-1087 aa), viralis (szupercsalad 1) RNS helikaz (1181-1423 aa); RNS-fiiggd RNS
polimerdz (1766-1854 aa)’. Az Alex és a 09.369 izolatumok esetében a helikaz
multidoménen még egy AAA (1175-1263 aa) és egy SSL2 (hajtithurok szupresszor) (1181-
1275 aa) domént is detektaltunk (13. abra és 28. melléklet).

1 250 S0 70 1000 1250 1500 17540 1976
Query seq,

Specific hits " ynethyltransf

Hon-specific Fep AAA_1 RdRP_2
hits FHA
Superfanilies TU sup|Feptid EC_ATPa RT_1ik

RdRF_2 superfamily

Hulti-donains Viral_helicazel

ARA
£EL2

13. abra CDD talalatok a 223K fehérjén 09.369 izolatumon bemutatva

5.1.4 ORF2 régio jellemzése

Az ORF2 régié hosszaban nincs eltérés az izoldtumaink kozott. Errdl a szakaszrol
egy 243 aminosavat tartalmazé fehérje transzlalodik, mely az irodalom szerint 25 kDa
nagysagu, viszont a CLC Main Workbench program minden esetben ~27 kDa
molekulatomegiire kalkulalta.

A paronkénti 0sszehasonlitas alkalmaval megfigyelhetd, hogy az ukran izolatumok
az ORF2-ben homologok és lengyel Ewa izolatummal is nagy az azonossag, nukleotid
szinten 99,86%, aminosav szinten pedig 99,59%. Az eltérés csupan egy nukleotid, mely

crer

glicinre valtozik. Ez a valtozas az adatbazisban szerepld izolatumok koziil egyiknél sem

2 Az Ewa izolatum esetében a delécio miatt a régiok pozicidja egy aminosavval

el6rébb csuszik.
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figyelhetd meg. A magyar izolatumok esetében a 89.289 ebben a régiodban is az ukran és a
lengyel izolatumokkal egyezik a legnagyobb mértékben, a fehérjét vizsgalva csupan 4
aminosav eltérést tapasztaltunk az ukrdnokhoz képest. A magyar izolatumok kozil a
legnagyobb hasonlosagot a Bonita és a 09.369 kozott figyeltilk meg, 29 nukleotid eltéréssel,
amibdl 7 aminosav eltérés kovetkezik. Ebben az esetben az azonossag 96,04% nukleotid és
97,13% aminosav szinten (8. és 10. melléklet). A filogenetikai vizsgalat eredményében
lényeges valtozas az el6zéekhez képest, hogy a nukleotid szintii térzsfanal a cseh Vltava a
kozonséges torzsbdl az andesi torzsbe tartozo brazil BB-AND izolatum mellé keriilt. Ez a
jelenség is rekombinacios eseményre enged kovetkeztetni. Aminosav szinten viszont a
Vltava még a kozonséges torzs izolatumaival mutat kozelebbi rokonsagot. Az ORF2
filogenetikai torzsfan az RVC Andean egy kiilon agat képez, ugyantigy, mint a 223K
esetében, viszont a 223K fehérje esetében mar a BB-AND mutat tavoli rokonsagot a t6bbi
PVS izolatummal (9. és 11. melléklet).

A régidban megfigyeltiink torzs specifikus aminosavmotivumokat. A kdzonséges
torzs esetében D170l172G212 motivum, mig az andesi torzs esetében az E170V172S212 aminosav-
motivum a jellemz6 az ORF2-ben. A torzsekre jellemz6 konzervalt aminosavak lehetdséget
nyujtanak egy esetleges torzs specifikus diagnosztikai modszer kidolgozasara. A 84.
pozicioban elhelyezkedd valin (Vsas) az ukran és a lengyel izolatumok sajatsaga.

A CDD-vel osszevetve a 25K fehérjén a 40-235 aminosav pozicidban viralis RNS
helikaz (szupercsalad 1) multidomént azonositottunk az izolatumainkban. A Bonita 25K
fehérje C-terminlas szekvencidjan nem specifikus talalatként detektaltuk a CIDE_N_ICAD

domént (185-235 aa), ez a talalat a tobbi izolatumra nem jellemz6 (14. abra és 29. melléklet).

1 =1 100 150 2o 243

Query seq, e ———————

Non-specific CIDE_N_ICAD
hits

Superfanilies CIDE_N superfanily
Hulti-donains Viral_helicasel

14. abra CDD talalatok a 25K fehérjén a Bonita izolatumon bemutatva
5.1.5 ORF3 régio jellemzése

Az ORF3-r6l egy 108 aminosavbol allo, megkozelitleg 12 kDa (11,79-11,83 kDa)
nagysagu fehérje transzlalodik. A paronkénti 6sszehasonlitas alapjan megallapithato, hogy
az ukran izolatumok ebben a régidoban homologok, a lengyel izolatum egy bazissal tér el
toliik, ami aminosav szinten is egy eltérést eredményez. A 09.369 izolatum 18 nukleotiddal
tér el az ukranoktol, viszont ez nem eredményez véltozast a fehérjében. A 89.249 izolatum
13 nukleotiddal tér el az ukran izolatumoktdl, ez a fehérjében egy aminosav eltérést

eredményez. A régioban rendkiviil nagy azonossag figyelhetd meg az izolatumok kozott.
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Nukleotid szinten a legkisebb azonossagot az RVC Andean és az amerikai 1d4106-US
izolatumok kozott figyeltiik meg, ami épphogy meghaladja a 80%-ot. Aminosav szinten a
szintén az RVC Andean izolatum mutatja a legalacsonyabb azonossagot, a Leona-val
91,74%. A kozonséges torzs tagjai kozott a legnagyobb nukleotid eltérés (30 nt, 90,38%
azonossag) a magyar 89.249 ¢és az amerikai 1d4106-US kozott figyelheté meg, ami 3
aminosav eltérést eredményez. A kozonséges torzs tagjai kozott a legnagyobb aminosav
eltérést a Bonita és a Leona mutatja (5 aa) (12. és 14. melléklet). Torzsspecifikus aminosav-
motivum ebben a régioban is talalhatd, a PVSP torzsre a H73Pg7, a PVSA torzsre az Y73Qo7 &
jellemzd.

A nukleotid szintii filogenetikai torzsfan a Vltava egy agon helyezkedik el a PVSA
torzsbe tartozo izolatumokkal. PVS© térzs izolatumai esetében az ausztral SW-14 és a kinai
Yunnan YN-nal tapasztalunk kozeli rokonsagot. Egy masik agat képezve az ukran, a lengyel,
a Bonita és a 89.249 allnak egyiitt. A 09.369 izolatum valtozatlanul az amerikai
izolatumokkal feltételez kozeli rokonsagot a nukleotid szintii torzsfaval, viszont fehérje
szinten mar az ukran izolatumokkal helyezkedik el egy agon, melyet a paronkénti
Osszehasonlitasndl is tapasztalt homoldgia is alatdmaszt. Az aminosav szinti torzsfanal az
RVC Andean ismést kiilon agra keriil a tobbi izolatumtodl tavol, mint a 223K fehérje esetében
Is tapasztaltuk (13. és 15. melléklet).

A CDD-vel specifikus talalatként novényi virusokra jellemz6 mozgasi fehérje (3-103
aa) domént azonositottunk minden sajat izoldtumban. Az Ewa esetében a program
multidoménként valin-tRNS ligazt (4-45 aa) és nem specifikus talalatként a katalitikus mag

doménjét (4-31 aa) detektalta (15. abra és 30. melléklet).

1 1|5 3|0 4|5 GII] 75 an 10&
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fQuery seq. MPLTPPPHYTGLHIAAALGYSLAAYYALFTRESTLP IYGDSOHNL PHGGRYROGTRA IDYF KPAKLNSY EPGNHWYAQPULLYLLL YAL I CLSGRHAP CCPRONRY HSA

Specific hits

Hon—-specific ValRS5_core
hits
Superfanilies nt_trans superfamily ‘
Plant_wvir_prot superfamily
Hulti-donains Valine—tRNA_ligase

15. dbra CDD talalatok a 12K fehérjén az Ewa izolatumon bemutatva
5.1.6 ORF4 régio jellemzése

Az ORF4-r6l a legkisebb fehérje transzlalodik, ami 66 aminosavbol épiil fel és
megkozelitéleg 7 kDa (7,31-7,33 kDa) nagysagu. A paronkénti 0sszehasonlitas alapjan a
lengyel és az ukran izolatumok homoldgok és a 89.249 izolatummal 98,01%-o0s azonossagot
mutatnak, ami 4 nukleotid eltérést jelent, ez egy aminosav eltérésben nyilvanul meg. A
legnagyobb szamu aminosav eltérést (10-11 aa) az izolatumaink esetében a Vltava-val

figyeltilk meg. A sajat izolatumaink esetében ez a régio nagyon hasonld, legnagyobb eltérést
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a Bonita ¢s a 89.249 esetében tapasztaltuk, 10 nukleotid formajadban, ami 2 aminosav eltérést
eredményez. A Bonita és a 09.369 izolatumok 7K fehérjéje 3 aminosavban kiilonbozik az
ukranoktol és a lengyeltdl (16. és 18. mell¢klet). Torzsspecifikus aminosavmotivumot ez a
fehérje is tartalmaz, a kozonséges torzs estében Rs1Gs1, ami a PVSA torzsben KsiRe1.

Az ORF4 filogenetikai torzsfajan a SW-14 a 09.369-¢l és az amerikai izolatumokkal
egyiitt helyezkedik el. A PVS” térzsbe tartozé izolatumok két kiilon agat képeznek a
nukleotid szinti torzsfan, viszont aminosav szinten elhelyezkedésiik mar kozelebbi
rokonsagot feltételez. A kozonséges torzs tagjai két agon csoportosulnak a 7K toérzsfan,
amibdl kiilon agként indul ki a SW-14 izolatum. Az egyik 4agon a lengyel és ukran
izolatumokkal a 89.249 talalhato, a masikon az amerikaiakkal, a Leona, a 09.369 és a Bonita
helyezkedik el (17. és 19. melléklet).

A konzervalt domén vizsgalat esetében 12-65 aminosav helyzetben a 7 kDa

kopenyfehérje domént azonositottuk (16. abra és 31. melléklet).

1 llﬂ 2|0 Slﬂ 4|0 5|ﬂ 6|0 BIB
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Query seq, MLPEYOPSAOCLMYFILAFALSWYALRPGHTSCYLLITGESYRLYHNCELTROLYEAYATLGPLKHL

Specific hits
Superfanilies 7kD_coat superfamily

16. abra Detektalt konzervalt domén elhelyezkedése a 7K fehérjén a Valery izolatumon bemutatva

5.1.7 OREFS5 régio jellemzése

Az ORFS5 azonositdsakor két lehetséges start kodont (AUG1, AUG2) detektaltunk,
egymastol 249 nukleotid tdvolsdgra. Az AUGI esetében egy 377 aminosavbol allo,
megkozelitleg 42 kDa-s (41,66-41,84 kDa) fehérje transzlalodik. A szekvencidk
illesztésekor megfigyelhetd, hogy a fehérje N-terminalis vége valtozékony, mig a C-
terminalis vége konzervaltabb. Torzsspecifikus aminosavmotivumot ezen a szakaszon is
megfigyeltiink. A kozonséges torzsre a H3zGi16Ss7Te1, mig az andesi torzsre az
N3S16G47G57Se1 a jellemzd. A kdzonséges torzsbe tartozé SW-14 a 16. pozicidban a glicin
helyett arginint tartalmaz. Az AUG2 esetében az el6z6nél 83 aminosavval kisebb, 294
aminosavbol allo, megkdzelitéleg 33 kDa (32,68 kDa-32,84 kDa) fehérje irodik at. A
paronkénti 0sszehasonlitast az AUG2-t kovetd szakaszon végeztiik. Megallapitottuk, hogy
ebben a régidban a homolog ukran izolatumokra a legnagyobb mértékben a 89.249 hasonlit,
97,85% a nukleotid szintli azonossag, ami 19 bazis eltérést jelent és 2 aminosav eltérésben
nyilvanul meg. A sajat izolatumaink estében a legkisebb, 93,90%-0s azonossag a Bonita és
a 09.369 kozott figyelhetd meg. A nukleotid eltérés koztilk 58 bazis, ami 12 aminosav

eltérést eredményez a fehérjében (20. és 22. melléklet).
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A nukleinsav ¢és fehérje szintii filogenetikai torzsfa estében is jol elkiiloniilé csoportot
alkotnak a PVS” térzsbe tartozd izolatumok. Az aminosav szintii torzsfan 3 csoportba
tomoriilnek a kozonséges torzs tagjai, és kiilon d4gon helyezkedik el a Bonita. A 89.249 az
ukran izolatumokkal valdé hasonlosdga a torzsfakon is megfigyelhet6. Az Ewa ebben a
régioban a legkozelebbi rokonsagot a Leona-val mutatja. A 09.369 izolatum, ahogy a tobbi
régidban, itt is az amerikai izolatumokhoz all a legkozelebb (21. és 23. melléklet).

Minden izoldtumunkon két domént azonositottunk specifikus talalattal. A carlavirus
specifikus kopenyfehérje domén (Flexi_ CP_N) a 48-99 aminosav pozicidban, mig a
flexivirus specifikus kopenyfehérje domén (Flexi_CP) a 108-247 aminosav pozicioban
helyezkedik el (17. abra és 32. melléklet).

1 S0 100 150 200 250 294

Query seq. N S ——

Specific hits
Superfanilies Flexi CP_N superfamily Flexi_CP superfamily

17. abra Detektalt konzervalt domének elhelyezkedése a CP fehérjén a Valery izolatumon
bemutatva

5.1.8 ORFG6 régio jellemzése

Az ORF6 egy 94 aminosavbol allo, megkozelitdleg 11 kDa (10,83-10,74 kDa)
nagysagu fehérjét kodol és tartalmaz torzsspecifikus aminosav-motivumokat. A kozonséges
torzsre a D4Qg1, mig az andesi torzsre az E4Pg1 aminosavak a jellemzok. A 11K fehérjének
kiugréan magas az arginin tartalma (18. abra). Ebben a régioban is a 89.249 hasonlit
legjobban az egymassal homolog ukran izolatumokra. Koztiik a nukleinsav azonossag
98,95%, ami 3 bazis eltérést jelent. Ez az eltérés nem eredményez aminosav valtozast, igy a
89.249 izolatum a 11K fehérje esetében homoldg az ukran izoldtumokkal. Az Ewa és a
Leona k6z6tt is ugyanilyen magas a nukleinsav szint{i azonossag (98,95%), ebben az esetben
viszont ez 2 aminosav valtozast eredményez. A legnagyobb eltérést a kozonséges torzs tagjai
koziil a Bonita-nal tapasztaltuk. Az amerikai WaDef-US izolatumtol 19 nukleotiddal, mig a
09.369-t61 18 nukleotiddal tér el, ami 93,33% illetve 93,68% azonossagot jelent. A 09.369
izolatum ebben a régidban is az amerikai izolatummal egyezik meg a legnagyobb mértékben

(24. és 26. melléklet).
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18. dbra A 11K fehérje aminosav dsszetétele a 89.249 izolatumon bemutatva

A nukleinsav szintii filogenetikai torzsfan a két torzs tagjai jol elkiiloniilnek. A PVSA
tagjai koziil kozelebbi rokonsag figyelheté meg ebben a régioban a Vltava és a BB-AND
izolatumok kozott. A PVSP térzsbe tartozok 3 jol elkiiloniilé csoportot alkotnak, amibél a
Bonita kiilon agat képez. Az egyik agon a 09.369 ismét az amerikai izolatumokkal
helyezkedi el, a mésikon a 89.248 az ukranokkal és az ausztrallal. A harmadik 4gon az Ewa
¢és a Leona kozeli rokonsagara lehet kovetkeztetni. Aminosav szinten vizsgalva a torzsfa
atrendezddik. Jelentés valtozas, hogy az RVC Andean kozelebbi rokonsagot feltételez a
kozonséges torzs tagjaival, mint az andesi torzsbe tartozokkal. Ezen a torzsfan az Ewa az
SW-14 izolatummal mutat kdzeli rokonsagot (25. és 27. melléklet).

A 11K fehérje konzervalt domén analizise soran a 1-89 aminosav pozicidban minden
izolatum esetében azonositottuk, specifikus talalattal a Carla_C4 szupercsaladhoz tartozo a
carlavirusokra jellemz6é putativ nukleinsav-koté fehérje motivumot (19. abra és 33.
melléklet).
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Specific hits
Superfanilies Carla_C4 superfamily

19. abra Detektalt konzervalt domén elhelyezkedése a 11K fehérjén a Valery izolatumon bemutatva
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5.2 Rekombinaciés vizsgalatok

A Potato virus S izolatumokkal végzett vizsgalatok alkalmaval 6 potencialis
rekombinacios eseményt detektaltunk az RDP4.39 Beta programcsomaggal (20. abra). A
rekombinaciod vizsgalat szoras értékeit a 8. tablazat foglalja 6ssze. A PhylPro és LARD
modszerekkel egyik esetben sem kaptunk értékelhetd eredményt. Az értékelés soran major
sziilének nevezziikk azt az izoldtumot, melybdl a rekombinans izoldtum nagyobb része
szarmazhat és minor sziildnek azt az izolatumot, melybdl a kisebb szekvencia szakasz
szarmazhat. A tovabbiakban a téréspontok helyzetét a szekvenciak illesztésekor (alignment)

elfoglalt pozicidjukkal azonositjuk be.
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I 553500 Potato virus S conrplete genorre, isolate L [ ] Y
VderyPdatovrus S conplete genorre, isd ae Val
I ./ 552509 Potato virus S conrplete genore, isolate L [ |
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I Rekombinaciés esemény 3.

89.249 Potato virus S mRMNA for RN A dependent RNA p
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F 813513 Potato virus S isolate 1d4106-US, corrplet
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AJBE3510 Potato virus S complete g enone, isclate V

B Rekombinacios esemény 1.
I | (547830 Fotaovirus Sisolae BB-AND,

[

JQBA4TE30 Patato virus S isolate BB-AND, carpiete g

JX419379 Potato vrus S strain RVC Andean, complet

20. abra Rekombinaciés események a PVS izolatumokban (RDP4.39 Beta)
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8. tablazat Rekombinacios események szoras értékei modszerenként (RDP4.39 Beta)

Deteltalasi modszer
RDP GENECONV Bootscan Maxchi Chimaera SiSscan PhylPro LARD 3Seq

Rekombinacios
esemény szdma

P-érték
1 2,32E-67 - 4,63E-63 1,99E-27 2,18E-30 3,87E-19 - = 1,25E-60
2 6,16E-38 1,53E-37 5,75E-48 2,80E-28 2,24E-25 1,82E-43 - - 7,03E-29
3 4,50E-23 5,72E-20 1,69E-23 - - 1,16E-20 - - 9,75E-20
4 2,02E-22 2,04E-22 5,40E-26 1,40E-13 111E-13 111E-19 - - 3,85E-17
5 1,40E-10 - 9,71E-08 3,49E-11 1,08E-10 3,99E-17 - = 0,01608
6 2,32E-02 458E-03 4,81E-04 - - - - - -

Az elsO lehetséges rekombinacios eseményt (rekombinécids esemény 1) a Vitava

izolatumnal figyeltiik meg. A rekombindlodé szakasz 6116-8518 nukleotid kozott talalhato.
Ez esetben a kozonséges torzsbe tartozd Ewa a major sziild €és az andesi torzsbe tartozo BB-
AND adja a minor sziil6i részt. A torzsfan is megfigyelhetd, hogy a major sziil6t6] szarmazd
régioban a rekombinans Vltava a Leona és az Ewa kozelében a kozonséges torzs tagjai kozott
foglal helyet, mig a minor sziild régidt vizsgalva a BB-AND izolatummal az andesi torzset

képviselik (21. abra). A rekombinacidos esemény 2-es esetén a 89.249 izolatum a

potencialisan rekombinans, mely genomjanak a nagyobb része (2805-8475 nt)
feltételezhetéen a Valery-bol, mig kisebb része (1-2804 nt és 8476-8627 nt) az Ewa-bol
szarmazik. A régiokrol késziilt torzsfa atrendezédése is alatamasztja ezt a feltételezést (22.
abra). A rekombinacids esemény 3-as esetén a lengyel Ewa a rekombinans és genomjanak

nagy része (2795-8518 nt) a Vltava izolatumbol, mig kisebb része (1-2794 nt és 8519-8627

nt) a Valery-bol szarmazik. A rekombinalddé régidban az Ewa az ukran izolatumokkal k6z6s
agon helyezkedik el a torzsfan. Korabbi vizsgalataink is alatimasztjak a lengyel és az ukran

izolatumaink kozeli rokonsagat (23. abra). A rekombinacios esemény 4-es alkalmaval ismét

az Ewa a potencialisan rekombinans izolatum. Az elemzés eredményeképp a Leona
1zolatumbol szarmazik az 1-5971 €s 7231-8627 nukleotid kozti szakasz, mig a kisebb rész
az 5972-7230 nukleotid kozti a Valery-bdl. A rekombinalddo szakasz a harom TGB fehérjét
tartalmazza. Szintén a mar emlitett kozeli rokonsdgra kovetkeztetiink, melyet a

rekombinacios régiok torzsfaja is igazol (24. abra). A rekombinacios esemény 5-0s esetén

mind a hdrom ukrdn izolatumot tekintjiik rekombinansnak. A 2761-8150 nukleotid kozti
régiot a 09.369 izolatumbdl szdrmaztatjuk, mig a 1-2760 és 8151-8627 nukleotid kozti
szakaszt a Leona-bol. A major régio torzsfajan az ukran izolatumok még egy kiilon allo agat
képeznek, a minor régio esetében a Leona is ezen agon helyezkedik el, a szekvencia szakasz
kozeli rokonsagat prezentalva (25. abra). A rekombinacios esemény 6-os eredményeképp a
Yunnan YN a rekombinans, a WaDef-US izolatumbol szdrmaztatjuk a 1-4445 és 4878-8627

nukleotid kozti régiot, mig az 1d4106-US izolatumbdl a 4446-4877 nukleotid kdzti régiot.
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Az analizis alapjan lehetséges, hogy a kinai izolatum két amerikai szarmazast izoldtum
rekombinalodasa folytan keletkezett. A rekombinacios esemény a filogenetikai torzsfakrol

is leolvashato (26. abra). Ezt az eseményt a 9 algoritmusbol, csupan 3 (RDP, GENECONV,
Bootscan) tamogatja.
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Beonita Potato virus S complete genome, isolate Bon

J¥419379 Potato virus 5 strain RVC Andean, complet

0.05

21. abra Rekombinacios esemény 1 torzsfai (UPGMA) (A) a major sziilotél szarmazo régio
torzsfaja, (B) a minor sziil6td] szarmazo régid torzsfaja (pirossal a potencialis rekombinanst,
zolddel a potencialis major sziil6t és kékkel a potencialis minor sziilét jeloltiik, RDP4.39 Beta)

Alex Potato vine S complete genome, iz olate
Irena Potato vinus S complete genome, isolste Iren

Ewa Potato vins S complete genome, is olate Ewa

A1863508 Fotato virus S complete genome, iz olate L

AJ8E83510 Potato virus 5 complete genome, isclate V'
FJ213513 Potato virus S isolste 194108-US, complet
FJ813512 Potato virus S isclste WaDef-US, complete
09 383 Potato virus 5 complete genome, isolate 08
KP028978 Potato virus S isolate SW-14, complete ge
KC 430335 Potsto virus 5 isolate Yunnan YN, complet
Bonita Potato virus S complete genome, isclate Bon
JQB47820 Potato virus S is olate BB-AND, complete g
JX419379 Potato virus S strein RVC Andean, complet

Alex Potata vins S complete genome, isclate

Irena Potato vins S complete genome, isolste Iren
Valery Potsto virus S complete genoms, isalsteVal |
Ewa Potato vins S complete genome, is olate Ewa

AJ863508 Fotato virus 5 complete genome, isalate L

AJ8E3510 Potsto virus S complete genome, isclate V

FJ813512 Potato virus S isolate 144106-US, complet

FJ813512 Potate vinus S isolate WaDef-US, complete

03.385 Fotato virus 5 complete genome, isolate 08

KC 430335 Potato virus 5 isalate Yunnan YN, complet

KPOB99TE Fotato virus 5 isclate SW-14, complete ge

Honita Potato virus S complete genome, isolate Bon
85245 Potato s S mRNA for RNA cependent RNAP |
JOB47830 Fotato virus S is olate BE-AND, complete g

1%419373 Potato virus S sbiain RVC Andean. complet

m Thid

0.1

22. abra Rekombinacioés esemény 2 torzsfai (UPGMA) (A) a major sziilotél szarmazo régio
torzsfaja, (B) a minor sziil6t6] szarmazo régid torzsfaja (pirossal a potencialis rekombinanst,
zolddel a potencialis major sziilét és kékkel a potencialis minor sziilét jeloltiik, RDP4.39 Beta)
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Alex Potatovirus 5§ complete genome, isolate

Irena Potato virus 5 complete genome, is olate ken

>

AJBE3509 Potato virus 5 complete genome, isclate L
44863510 Poiato virus § complete gename, salateV
FJ813512 Potato virus § isclate d41068-US, complet

FJ813512 Potato virus S isclate WaDef-US, complete

09.389 Potato virus S complete genome, isclate 08,

K.PO8997E Potato virus S isclate SW-14, complete ge

K.C430335 Potato virus S isclate Yunnan YN, complet

Bonita Potato virus S complete genome, is clate Bon
J Q847830 Potato virus S isolate BB-AND, complete g
J¥419379 Potato virus S strain RVC Andean, complet

008 Alex Potato vins 5 complete genome, isolate

Irena Potato vius 5 complete genome, is olate Iren

_: AJBE3509 Potato virus 5 complete genome, isclate L
[ e i conplete penoel e e L)
B FJ813512 Potato virus S isclate [d4108-US, complet

FJB813512 Potato virus S isclate WaDef-US, complete

09.389 Potato virus S complete genome, isclate 08,

K.C430335 Potato virus § isclate Yunnan YN, complet
KPO89978 Potato virus S isolate SW-14, complete ge

J Q847830 Potsto virus S isclate BB-AND, complete g

|- -— Bonita Potato virus S complete genome, isolate Bon
J¥419378 Potato virus S strain RVC Andean, complet

23. dbra Rekombinacios esemény 3 torzsfai (UPGMA) (A) a major sziil6tél szarmazo régio
torzsfaja, (B) a minor sziil6td] szarmazo régid torzsfaja (pirossal a potencialis rekombinanst,
zolddel a potencialis major sziil6t és kékkel a potencialis minor sziilét jeloltiik, RDP4.39 Beta)

Alex Potato virus S complete genome, isclate
A E Irena Potato virus 5 complete genome, is clate ren
b 89249 Potato virus 5 mRNA for RNA dependent RNA p
_E A.J883510 Potato virus S5 complete genome, isclate V

FJ813513 Potato virus S isclate |d4108-US, complet
_E FJ813512 Potato virus S isclate WaDef-US, complete
09.289 Potato virus S complete genome, is olate 09.

K.C430335 Potato virus 5 isclate Yunnan YN, complet
KPOB9ETE Potato virus 5 isolate SW-14, complete ge
Bonita Potato virus 5 complete genome, isclate Bon

J Q847830 Potato virus 5 isclate BB-AND, complete g
J¥ 419379 Potato virus S strain RVC Andean, complet

Alex Potato virus 5 complete genome, isclate

0.05
Irena Potato virus S complete genome, is clate ken

B SEEE

89.249 Potato virus S mRNA for RMNA dependent RNA p

AJ883510 Potato virus 5 complete genome, isclate V
KPO2987E Potato virus 5 isclate SW-14, complete ge
Bonita Potato virus 5 complete genome, isclate Bon
FJ813513 Potato virus § isclate 1d4108-US, complet
FJ813512 Potato virus 5 isclate WaDef-US, complete

09.389 Potato virus 5 complete genome, is olate 09.

K.C430335 Potato virus S isolate Yunnan ¥ M, complet
J Q847830 Potato virus S isolate BB-AND, complete g
JX 419379 Potato virus S strain RVC Andean, complet

24. abra Rekombinacioés esemény 4 torzsfai (UPGMA) (A) a major sziil6tél szarmazo régiod
torzsfaja, (B) a minor sziil6tél szarmazé régid torzsfaja (pirossal a potencialis rekombinénst,
zolddel a potencialis major sziilét és kékkel a potencialis minor sziil6t jeloltik, RDP4.39 Beta)
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AJB53510 Potato virus S complete genome, isolate V
FJ313513 Potato virus S isolate |d4106US, complet
FJ813512 Potato virus S isolate WaDefUS, complete
09.359 Potato virus S complete genome, isolate 09.
KP 08997 & Potato virus S isolate SW-14, complete ge
KC430335 Potato virus S isolate Yunnan ¥N, com plet
Bonita Potato virus S complete genome, isolate Bon

J 0547330 Potato virus S isolate BB-AND, complete g
JX419379 Potato virus S stmin RVC Andean, complet

0.05 _E
g

AJB53510 Potato virus S complete genome, isolate V'
KC430335 Potato virus S isolate Yunnan ¥N, complet

FJ813513 Potato virus S isolate 1d4106U5, complet
_E FJ813512 Potato virus S isolate WaDefUS, complete
09.369 Potato virus S complete genome, isolate 09.

KP0B89978 Potato virus S isolate SW-14, complete ge
Bonita Potato virus S complete genome, isolate Bon

J 0547830 P otato virus S isolate BB-AND, complete g
JX 419379 Potato virus S strain RVC Andean, complet

0.05

25. abra Rekombinacios esemény 5 torzsfai (UPGMA) (A) a major sziil6t6l szarmazo régio
torzsfaja, (B) a minor sziil6t6] szarmazo régid torzsfaja (pirossal és rozsaszinnel a potencialis

rekombinans izolatumokat, zolddel a potencidlis major sziilot és kékkel a potencialis minor sziildt

jelsltiik, RDP4.39 Beta)

Alex Potato virus S5 complete genome, is olate
Irena Potato virus 5 complete genome, is clate Iren
A falery Potato virus 5 complete genome, is clate Val
£9.243 Potato virus 5 mRMA for RNA dependent RNA p
Ewa Potato virus 5 complete genome, isolate Ewa
AJEE3509 Potato virus S complete genome, isclate L

_E AJE8E3510 Potato virus S complete genome, is clate V
FJ813512 Potato virus S isolate WaDef-US, complete
09.388 Potato virus 5 complete genome, is olate 08,

KPOBS97TE Potato virus 5 isclate SW-14, complete ge
Bonita Potatn virus 5 complete genome, is olate Bon

J Q847830 Potato virus S isclate BB-AND, complete g
J¥419379 Potato virus S strain RV C Andean, complet

Alex Potato virus 5 complete genome, isolate
005 Irena Potato virus ‘5 complete genome, isclate Iren

B Valery Potato virus S complete genome, is clate Val

89.249 Potato virus S mRMA for RMNA dependent RMA p

Ewa Potato virus S5 complete genome, isclate Ewa

A.J883509 Potato virus 5§ complete genome, isclate L
A.J883510 Potato virus 5 complete genome, isolate V
[F1813512 Potaio virus § isolate H4108-US. complet |
L6 25 2 56 i SJLE S L S AE ]
09.389 Potato virus S complete genome, is clate 09.

FJ813512 Potato virus S isolate WaDef-US, complete
KPO89978 Potato virus S isclate SW-14, complete ge

Bonita Potsto virus S complete genome, is clate Bon
JOB4T830 Potato virus S isclate BB-AND, complete g
JX419379 Potato virus 5 strain RVC Andean, complet

005

26. abra Rekombinaciés esemény 6 torzsfai (UPGMA) (A) a major sziil6tél szarmazo régiod
torzsfaja, (B) a minor sziil6tél szarmazé régid torzsfaja (pirossal a potencialis rekombinénst,

zolddel a potencialis major sziilét és kékkel a potencialis minor sziil6t jeloltik, RDP4.39 Beta)
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5.3 A PVS osszehasonlitasa a Carlavirus nemzetség tagjaival

A Potato virus S-t Osszehasonlitottuk az NCBI adatbazisban teljes genom
szekvenciaval rendelkez6 Carlavirus nemzetségbe tartozd masik 34 fajjal. A carlavirusok
elmezéséhez felhasznalt izolatumok adatait a 3. melléklet tartalmazza. A PVS-t a vizsgalatok
soran a sajat 89.249 jelii izolatum képviseli. A nemzetségbe tartozé fajok esetében is minden
fajbol egy izolatum szerepel a vizsgalatokban. A nemzetségbdl szamos faj fertéz burgonyat,
igy nagy az esélye a komplex fertdzésnek, mely lehetdséget nyljt a fajok kozti
rekombinaciora. Elvégeztik a nemzetségbe tartozo fajok kozott az interspecifikus
rekombinaciés vizsgalatokat, de nem detektaltunk a PVS-sel kapcsolatos eseményt. A
rokonsagi viszonyokat tiikroz6 torzsfat Neighbor-Joining modszerrel, cirkularis kladogram
formatumban mutatom be a konnyebb attekinthetéség érdekében (27. abra). A nemzetségbe
tartozo fajok harom kiilon csoportot (Carla-A, Carla-B, Carla-C) alkotnak a térzsfan. A PVS
a sargaval jelolt Carla-A csoportban foglal helyet. A filogenetikai vizsgalatok alapjan a
legkozelebbi rokonsagban a szintén burgonyar6l szarmazo Potato virus P-vel (PVP)
(azonossag: 54,2%) all. A paronkénti Gsszehasonlitas alapjan a teljes genomot tekintve a
legnagyobb mértékii azonossagot a Ligustrum necrotic ringspot virus izolatumaval figyeltiik
meg, ami 54,4%. A nemzetség leginkabb kutatott faja a Potato virus M a Carla-B csoportban
helyezkedik el. A PVS a legkisebb mértékii azonossagot a Sweet potato chlorotic fleck virus
(SPCFV) izolatumaval mutatja (41,72%), mely a 9104 nukleotid nagysagii genomjaval
egyediilallo a nemzetségben. Az SPCFV a torzsfan, kozeli rokonsagban a Narcissus
symptomless virus és a Nerine latent virus izolatumaval a Carla-C csoportban helyezkedik
el. A paronkénti 6sszehasonlitast elvégeztiik az ORF1, illetve az ORFS5 régidra is. Az ORF1
régioban a PVS a PVP-vel az azonossag 54,34%, ami a legmagasabb a szakaszon. A régiorol
transzlalodo fehérjét vizsgalva a Hydrangea chlorotic mottle virus-sal tapasztaltunk 50,30%
azonossagot. A  nemzetségbe tartozd fajok legtobbje konzervalt MALTYR
aminosavmotivummal kezdddik az N-terminalis végen. Az ORF5 régioban a PVS
kiemelked6en magas azonossagot (62,01%) figyeltiink meg a Passiflora latent virus-sal, ami
tekintve a PVS a Coleus vein necrosis virus-tol kiilonbozik a leginkabb, csupan 30,40%

azonossaggal.®

3 A Carlavirus nemzetség vizsgalata esetében a paronkénti dsszehasonlitas tablazatait nem mutatom
be méretei miatt.
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27. abra A Carlavirus nemzetség tagjainak, teljes genomra vonatkozo rokonsagi viszonyait tiikr6z6
torzsfa (NJ, cirkularis kladogram)
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5.4 A begyiijtott PVS izolatumok NCBI azonositoi

Az NCBI adatbazisba feltoltottiik az altalunk gyijtott PVS izolatumok teljes genom

¢és kopenyfehérje gén szekvenciait. Az izolatumok NCBI azonositoi a 9. és 10. tablazatban

olvashatok. A dolgozatban a nukleotidszekvencidkat nem kozoljik.

9. tablazat A begyijtott PVS izolatumok kdpenyfehérje szekvenciainak NCBI azonositoi (POL-
Lengyelorszag, HUN-Magyarorszag, TAN-Tanzania, UKR-Ukrajna)

NCB! . 1zolatum Szarmazasi hely Gazdanévény
azonosito
LN794161 Ditta HUN Solanum tuberosum cv. Ditta
LN794162 FabiloaA HUN Solanum tuberosum cv. Fabiola
LN794163 FabilolaB HUN Solanum tuberosum cv. Fabiola
LN794164 FabiolaC HUN Solanum tuberosum cv. Fabiola
LN794166 Lady Rosetta HUN Solanum tuberosum cv. Lady Rosetta
LN794167 Mayan Twilight HUN Solanum tuberosum cv. Mayan Twilight
LN794168 Papa negra HUN Solanum tuberosum cv. Papa negra
LN794160 Desiré HUN, Keszthely Solanum tuberosum cv. Desiré
HG518655 06.62 HUN, Keszthely Solanum sp. 06.62 klén
HG518654  09.369 HUN, Keszthely Solanum sp. 09.369 klén
HG518653 09.539 HUN, Keszthely Solanum sp. 09.539 klén
HG518652 89.216 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.216 klén
HG518651 89.217 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.217 klén
HG518650 89.243 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.243 klén
HG518649 Boglarka HUN, Nyirtelek Solanum tuberosum cv. Boglarka
LN794165 Kilimanjaro TAN, Kilimandzsar6  Solanum sp.
LN794159 Bonita HUN Solanum tuberosum cv. Bonita ojo (de) perdiz

10. tablazat A begyijtott PVS izolatumok teljes genom szekvenciainak NCBI azonositoi (POL-
Lengyelorszag, HUN-Magyarorszag, UKR-Ukrajna)

NCB! . Izolatum Szarmazasi hely Gazdanovény
azonosito
HF571059  89.249 (PVS-HUL) HUN, Keszthely Solanum sp. 89.249 kl6n
LN851191  09.369 HUN, Keszthely Solanum sp. 09.369 klon
LN851190  Bonita HUN Solanum tuberosum cv. Bonita ojo (de) perdiz
LN851189  Alex UKR Solanum tuberosum cv. Finka
LN851193 Irena UKR Solanum tuberosum cv. Finka
LN851192  Valery UKR Solanum tuberosum cv. Finka
LN851194 Ewa POL Solanum tuberosum cv. Leona
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6. Eredmények megvitatasa és kovetkeztetések

6.1 A begyiijtott PVS izolatumok molekuliris jellemzése
6.1.1 A CP régio alapjan végzett molekularis jellemzés

A munkank sordn 1 lengyel, 1 tanzaniai, 3 ukran és 17 magyar izolatum
kopenyfehérje gén szekvencidjat vizsgaltuk. A sajat izolatumainkat 6sszehasonlitottuk a
vildg mas részeir6l szdrmazo virusizolatumokkal és megallapitottuk, hogy a magyar
izolatumok igen valtozatosak. A CP gén szekvenciavaltozékonysaganak nagy része a gén
5’-végének kiilonbségeibol adodik. Az ukran izoldtumok a régioban homologok és kozeli
rokonsagot mutatnak a magyar Papa negra izoldtummal. A tanzéniai mintank leginkébb a
Boglarka-val azonos. A filogenetikai vizsgalat soran bizonyitottuk, hogy az altalunk gyiijtott
PVS izoldtumok a kdzonséges torzshoz tartoznak. Kutatok szerint a kozonséges torzs tagjai
egyaltalan nem, vagy csak jelentéktelen mértékben terjednek levéltetvekkel (Rose, 1983;
Slack, 1983; Wardrop és mtsai., 1989). Erre alapozva azt feltételezziik, hogy a mi
izolatumaink is inkabb csak mechanikai Gton és vegetativ szaporitassal terjedhetnek.

Az utdbbi években tobb publikacio is sziiletett, melyek a CP gén alapjan
csoportositjak az izolatumokat, de legtobb esetben tal sok csoportot hoznak 1étre, amelyek a
szekvenciainformaciok béviilésével nem tarthatok (Chikh Ali és mtsai., 2008; Cox és Jones,
2010; Salari és mtsai., 2011; Gil és mtsai., 2013; Lin és mtsai., 2014). Abban mindegyikkel
egyet lehet érteni, hogy a régid alapjan a PVS két torzse jol elkiilonithetd, mely a térzsfakon
egyértelmiien kirajzolodik. Lin és munkatdrsai (2014) a legfrissebb publikacidjukban a
kozonséges torzset 6 csoportra osztottdk, ezek a csoportok a boviilé adathalmaz miatt a mi
vizsgalatainkban mar felbomlottak. Helyettiik a kozonséges torzson beliil két kiilon
csoportot (PVSO-1, PVSO-2) és mindegyiken beliil két alcsoportot (PVSO-1A, PVSO-1B,
PVSO-2A, PVSO-2B) kiilonboztethetink meg eredményeink alapjan. Az izolatumok
csoportokon beliili elhelyezkedése és a bioldgiai tulajdonsagiaik kozott nem talaltunk
Osszefiiggést, a foldrajzi szarmazasuk is rendkiviil valtozatos. Ezzel 6sszefiiggésbe hozhato,
hogy az 1920-as évek kozepétél szamos expedicié indult Eurdpabol Mexikdba,
Guatemalaba, Kolumbiaba, Peruba, Boliviaba, Chilébe és Argentinaba, hogy vad Solanum
fajokat gytijtsenek burgonyanemesitési munkakhoz (Horvath, 1968). A vegetativan
szaporitott burgonyaval igy a virusok is elterjedhettek a vilagban.
talalhato, ez a kdzonséges torzs esetében treonin, mig az andesi torzs esetében szerin. A

tulajdonsdg ismeretében lehetdéség adodik torzsspecifikus —diagnosztikai —eljaras
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kifejlesztésére. Az altalunk fejlesztett Nested PCR-technikat ki lehetne egésziteni egy

restrikcios endonukldzos hasitassal, igy fragmentumhossz alapjan azonosithatd lenne a torzs.
6.1.2 A teljes genom vizsgalat alapjan végzett molekularis jellemzés

A 3 magyar, 3 ukran és 1 lengyel PVS izoldtum teljes genomszekvenciajat
meghataroztuk és megallapitottuk, hogy felépitésiik megegyezik a Matousek és munkatarsai
(2005) altal leirt PVS izolatuméval. A 7 sajat izolatum komplett genomja és az NCBI
adatbazisban talalhato teljes genomszekvencidk alapjan elkészitettiik a filogenetikai torzsfat.
A két torzs ezen a torzsfan is nagy jol elkiiloniil, viszont a Vltava, a két csoport kozott, egy
kiilon agat képvisel. A Vltava Duarte és munkatarsai (2012) szerint a két torzsbol szarmazo
rekombinans izolatum. Az eredményt a mi vizsgalataink is alatimasztjak. Erre alapozva
javasoljuk egy 0j torzs elkiilonitését PVSREC elnevezéssel. A vizsgalatok azt mutatjak, hogy
az ukran izolatumok, melyek aminosav szinten csak a replikazban kiilonbéznek egymastol,
kozeli rokonsagban allnak a lengyel izoldtummal is. A lehetséges kozos szdrmazast a
rekombinacids vizsgalat eredményei is tamogatjak. Meggy6zddésiink, hogy a 09.369
magyar izolatum amerikai 6soktdl szarmazik, ezt minden régié vizsgalata és a széles kort
CP vizsgalat is aldtdmasztja.

Adams és munkatarsai (2004) szerint a Flexiviridae csaladon beliil azok tartoznak
egy fajhoz, melyeknél legalabb 72%-0s a nukleinsav azonossag, vagy 80%-0S aminosav
azonossag van a CP, vagy a replikaz génjeikben. Ennek a feltételnek mind a 7 izolatumunk
megfelel, a teljes genomok Osszehasonlitasakor kapott eredmények alapjan. A PVS teljes
genomok paronkénti 6sszehasonlitasanak legalacsonyabb értékeit a 11. tablazat szemlélteti.
A meghatarozott azonossagi hatarértékeket a carlavirusok €s az izolatumaink k6zott egyetlen
masik faj sem kozeliti meg. A 89.249 izoldtum és a carlavirusok kozott vizsgalt régiok
legmagasabb azonossagi értékeit a 12. tablazat szemlélteti. A vizsgalataink alatdmasztjak

Adams és munkatarsai (2004) altal kidolgozott rendszertani besorolast.

11. tablazat A PVS izolatumok fajbesorolasdhoz sziikséges régiok legalacsonyabb azonossag

értékei
Régio Izolatumok Azonossag
%
replikaz gén (nt) Bonita«sBB-AND 77,10
replikaz (aa) 09.369—-RVC 84,20
Andean

kopenyfehérje gén 89.249-BB-AND 79,32
(nt)

kopenyfehérje (aa) Ewa—BB-AND 93,20
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12. tablazat A PVS 89.249 izolatum és a carlavirusok kozott vizsgalt régiok legmagasabb
azonossagi értékei

Régio Izolatumok Azonossag
%
replikaz gén (nt) Potato virus S 89.249—Potato virus P 54,34
replikaz (aa) Potato virus S 89.249«Hydrangea chlorotic 50,30
mottle virus

kopenyfehérje gén  Potato virus S 89.249«Passiflora latent virus 62,01
(nt)

kopenyfehérje (aa) Potato virus S 89.249«Passiflora latent virus 65,76

ORF1 régio

Az ORF1 régio altal kodolt fehérjén szamos fehérje domént detektaltunk az
izolatumainkon. Az N-termindlis végen specifikus talalatként azonositottuk a
metiltranszferaz domén. Kutatok szerint a metiltranszferaz szerepet jatszik a sapka struktira
kialakitasaban, mellyel ndveli a virus RNS stabilitdsat és a transzlacid iniciacidjdhoz is
elengedhetetlen (Rozanov és mtsai., 1992; Ahola és mtsai., 1997; Kong és mtsai., 1999;
Ahola és mtsai., 2000). A Carlavirus nemzetség vizsgalatakor szamos konzervalt aminosav-
motivumot detektaltunk a metiltranszferaz doménen, ilyenek példéul az YLSP, az SHP, vagy
a LEN, melyek minden bizonnyal esszencialisak a carlavirusok szamara.

A masodik specifikus talalalat az OTU-szerti cisztein proteaz. Ebbe a fehérjecsaladba
olyan fehérjék tartoznak amelyek homologok a Drosophila fajok petefészekrak (ovarian
tumor, OTU) génjével. Tagjai kozott olyan fehérjék szerepelnek, melyek eukariotabdl,
virusokbol €s patogén baktériumbol szarmaznak. A konzervalt cisztein €s hisztidin €s esetleg
aszparaginsav képviselik a katalitikus aminosavakat a feltételezhetéen proteaz funkcio soran
(Makarova ¢s mtsai.,, 2000). A tapasztalt aminosavszekvencia homologia alapjan
feltételezziik, hogy a PVS izolatumokban is proteaz aktivitasa van a fehérjeszakasznak. Ezt
a feltételezést erdsiti, hogy a domén kdzvetlen folytatdsaként egy proteaz szerepii carlavirus
endopeptidazt detektaltunk. Véleményiink szerint a két domén kozdsen latja el a funkciot. A
carlavirus endopeptidaz csaladban (Merops peptidaz adatbazisban C23-as csalad) Lawrence
¢s munkatarsai a Blueberry scorch virus (BBScV) 223K fehérjén azonositottak egy papain-
szerll proteindz domént. Feltétlezésiik szerint az autoproteolizis katalitikus aminosavai a
Co4H1075, Vagy a CgosHoss (Lawrence és mtsai., 1995). A PVS genomok és a Carlavirus
nemzetség tobbszoros illesztése soran megfigyeltiik, hogy a BBScV CggsH1075 aminosavai
minden carlavirusra valtozas nélkiil jellemzd. Ez alapjan feltételezziik, hogy ezen
aminosavak ebben a pozicidban eszencidlisak a virusok mitkodésé¢hez. A BBScV CggsHoss
aminosavai is konzervaltak a carlavirusok esetében. Van néhany kivétel (Cowpea mild

mottle virus, Aconitum latent virus, Potato latent virus, Sweet potato chlorotic fleck virus),
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melyeknél a nukleinsav valtozas aminosav valtozasban is megnyilvanul, mégis funkcioképes
marad a virus. Korabban a BBScV-vel végzett delécios vizsgalatokkal Lawrence és
munkatarsai is erre a véleményre juttottak (Lawrence és mtsai., 1995). Ezt figyelembe véve
feltételezziik, a PVS esetében a BBScV CgosH1075 aminosavainak megfeleléen, a C1oo3H1084
(Ewa: Cio02H1083) az autoproteolizis katalitikus aminosavai. A doménen a tobbszords
illesztés alkalméaval megfigyeltiink egy glicint (Gio40) és egy arginint (Rizzs)?, melyek
szintén minden vizsgalt carlavirusban fontos funkciot lathatnak el.

A harmadik specifikus taldlat az AAA 22 domén. Ezt a talalatot az ABC-
transzporterek fehérje szupercsaladba sorolta a program. Az ABC-transzporterek (ATP-koto
kazetta transzporterek, ATP-binding casette transporters) az egyik legnagyobb és legésibb
fehérje szupercsalad tagjai. Képviseldi megtalalhatok minden 1étezé taxonban a
prokariotaktol az emberig. A nukleotid-k6té domén mutatja a legnagyobb hasonlosagot a
csaldd minden tagjanal. Ezek a transzmembran fehérjék rendkiviil sokféle anyag membranon
valo atjuttatasat végezhetik, a sejtmembranon vagy a Sejt belsé membranjain keresztiil (Dean
¢és mtsai., 2001). Az AAA csalad egy viszonylag 0j csalad az ATP-azok korében. Az AAA
motivum erdsen kozervalt, mely ~230 aminosavbdl all, Walker motivumot tartalmaz, ami
ATP-4z aktivitasa. Az ATP-4z aktivitas mellett szdmos kiilnb6z6 sejtszintii funkcidjuk lehet,
mint a sejtciklus-szabalyozas, proteolizis, citoszkeleton szabalyozas, vagy a vezikulum
kozvetitett fehérje transzport (Walker és mtsai., 1982; Patel és Latterich, 1998). Szerepiik
olyan sokféle lehet, hogy Vale (2000) az AAA fehérjékrol sz616 cikkének a ‘AAA Proteins:
Lords of the Ring’ beszédes cimet adta. Az AAA doménnel atfedésben detektaltuk a viralis
RNS helikdz multidomént, melynek feladata a duplex szalak szétvalasztasa a virus RNS
replikacio soran €s valosziniileg a transzlacioban is van szerepe (Gorbalenya és Koonin,
1989). Viralis RNS helikéz (szupercsalad 1) csoportba tartozok domének helikéz és NTP-4z
tevékenysége mar bizonyitott (Gomez de Cedron és mtsai., 1999). A multidoménen az Alex
és a 09.369 izolatum esetében még egy AAA és egy SSL2 domént azonositottunk. A
Xeroderma pigmentosum, vagy XP, a DNS-javitas autoszomalis recessziv modon 6rokl6d6
genetikai rendellenessége, amikor a DNS-ben az ultraibolya (UV) fény altal okozott karok
nem keriilnek javitasra. Az élesztd fajokban detektaltak egy domént (RAD25, vagy SSL2),
mely nagyfoku homologiat mutat az XP B csoportjanak javitd génjével, viszont egy hajtii
hurok (stem-loop) mutaciét tartalmaz, amit6l DNS javito funkcidja mikodoképes.
Kimutattak, hogy az SSL2 gén jelenléte 1étfontossagli és a nukleinsav javitd mechanizmus

mellett, ATP-az illetve helikaz aktivitasa is lehetséges (Park és mtsai., 1992; Gulyas és

4 aminosav pozici6 a sajat PVS izolatumaink alapjan
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Donahue, 1992). Mivel talalat esetében a doménnek van NTP-4z tevékenysége, mellyel az
izolatumaink fehérjéje szekvenciahomologiat mutat, kijelenthetjiik, hogy a fehérjerégionak
biztosan hasonlo szerepe van a PVS replikacidjaban. Izolatumainkban a viralis (szupercsalad
1) RNS helikdz domén N-terminalis részén tartalmazza a GAGKS (1181-1185 aa, Ewa:
1180-1184 aa) konzervalt motivumot. Ez a konzervalt motivum a carlavirusok esetében a
GXGKS-sel jellemezhetd, ami alatdmasztja a kutatok korabbi eredményeit (Zimmern, 1987;
Gorbalenya ¢és mtsai., 1988). A doménen els6ként azonositottunk egy konzervalt motivumot,
mely minden carlavirusban valtozatlanul TFGESTG szekvenciji. Az 28. dbra a motivumot
kodolo carlavirus nukleinsav szekvencidk valtozatossagat szemlélteti, mely valtozasok a

fehérjében mar nem jelennek meg.

28. abra A TFGESTG motivumot kodold carlavirus szekvenciak

Az ORF1-r6l transzlalodo fehérje C-terminalis végén azonositottuk az RARp domént.
Az RdRp katalizalja a komplementer RNS szal szintézisét egy adott RNS templatrdl, ennek
segitségével replikalodnak a negativ szalak, a pozitiv szalak és a szubgenomi RNS-ek is
(O'Reilly és Kao, 1998). Ennek tudataban jelentjiik ki, hogy a 223K fehérje C-terminalis

része latja el a virus replikaci6 soran az RNS polimeraz funkciot.
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Vizsgalataink eredménye alapjan kijelentjiik, hogy az ORF1 egy replikaz funkciéja
fehérjét kodol. A PVS replikdzan a metiltranszferaz, a helikaz és az RNS-fliggd RNS-
polimeraz domének elhelyezkedése illetve azok jellemz6i megfelelnek a Carlavirus
nemzetség mas tagjainal tapasztaltakkal (Matousek és mtsai., 2005). Azonositottunk még
két proteaz aktivitasi domént egymas kozvetlen kozelében. Ugy gondoljuk, hogy a két

domént tartalmaz6 187 aminosavbdl allé szakasz autoproteolizist végez.

ORF?2 régio

Az ORF2 altal kodolt fehérje, mely 25 kDa nagysaga, hasonléan az ORF1-hez
tartalmazza az NTP-az/helikaz domént, melyben a konzervalt G-GKSS/T motivum
megtalalhaté (Zimmern, 1987; Gorbalenya és mtsai., 1988; Lin és mtsai., 2009). A sajat
mintaink esetében ez a motivum GAGKS szekvenciaji, ahogy az el6z6 régidban is, €s a 25K
fehérje N-terminalis végéhez kozel (47-51 aa) helyezkedik el. A viralis RNS helikédz funkciot
a konzervalt domén vizsgalunk is aldtdmasztja a 40-235 aminosav pozicidban azonositott
multidomén forméjaban.

A Bonita 25K fehérje C-terminlas szekvencidjan nem specifikus taldlatként
detektaltuk a CIDE_N_ICAD domént (185-235 aa). A CAD nukleaz egy kaszpaz-aktivalt
DN-az, illetve DNS fragmentacio faktor, melynek inhibitora az ICAD. Ezeket a fehérjéket
Osszefliggésbe hozzak a kromatin kondenzacioval és a DNS fragmentacioval az apoptozis
soran. Az ICAD N-terminalis végén talalhaté a CIDE N (sejthalal-indukalo effektor, cell
death-inducing effector) domén, mely szabalyozé funkciot lat el az apoptdzis soran
(Bayascas és mtsai, 2004). Bar a CDD nem specifikus talalatként matematikailag
megbizhaté eredménynek azonositotta a CIDE_N_ICAD domént, mi ezt az eredményt nem

fogadjuk el, csupan véletlen szekvencia homologianak tartjuk a Bonita esetében.

ORF3 régio

Az ORF3 éltal kodolt fehérje a TGBp2, mely 12 kDa nagysagl és két hidrofob
régioval rendelkezik, ezt a mi vizsgalataink is alatdmasztjak (Lin és mtsai., 2009). Ezzel a
tulajdonsaggal a virusnak lehetdsége van a sejtrdl sejtre vald terjedésre. Ezt bizonyitja a
CDD vizsgalat eredménye is, miszerint specifikus talalatként névényi virusokra jellemzd
mozgasi fehérje (3-103 aa) domént azonositottunk minden sajat izolatumban. A ndvényi
virus mozgasi fehérje szupercsaldd magaba foglalja szdmos ismert névényi virus mozgasi
Potexvirus, Hordeivirus és a Carlavirus nemzetség tagjaiét is (Scott és mtsai., 1994).

A fehérje N-terminalis végén detektalt kisebb domén egy aminoacil-tRNS szintetaz,

a valil-tRNS szintetaz mag doménje. Kutatok szerint minden szervezet szamara esszencialis
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az aminoacil-tRNS szintetdz. Ez az enzim olyan monomer, amely aminoacetildlja a
nukleotidok 2'-OH csoportjat a t-RNS-ek 3’ végén a transzlacio soran, valamit ismert még
ligaz és dinukleotid-kotd tulajdonsaga is. A mag domén alapja egy glicinben gazdag, Gn.
Rossmann-motivum (GxGxxG), amely jellegzetes ATP-k6t6 motivum (Venkatachalam és
mtsai., 1999; Szymanski és mtsai., 2000). Bar a jellegzetes Rossmann-motivumot nem
tartalmazza a virusfehérje, mégis gy gondoljuk, hogy a detektalt doménnek lehet hasonlo

funkcioja.

ORF4 régio

Az ORF4 régio a legrovidebb kodolo szakasz a PVS izolatumok genomjan, melyrol
értelemszertien a legkisebb fehérje, a 7K irddik at. A 7K fehérje az N-terminalis végén
erésen hidrofob részt tartalmaz, melynek az intercellularis mozgasban van szerepe (Ju és
mtsai., 2005; Morozov és mtsai., 1987, Schepetilnikov és mtsai., 2005). Morozov és
munkatarsai (1991) szerint ez a hidrofob szegmens szignalként is funkciondl az

endoplazmatikus retikulumba valé bejutashoz.

ORFS5 régio

Az ORFS5 esetében két lehetséges start kodont (AUGI1, AUG2) detektaltunk,
egymastol 249 nukleotid tavolsagra. Az AUGI esetében megkozelitdleg 42 kDa-0s, mig az
AUG2 esetében megkozelitdleg 33 kDa-0s fehérje irodik at. A két startkodon jelentdségét
mar potexvirusok esetében vizsgaltdk. Kutatok szerint CP N-terminalis régidja az AUGI
utani szakasz fontos a TGBp1-gyel egyiitt a virus sejtrdl sejtre mozgéasahoz, viszont ez a rész
nélkiilozhetd a virionképzéskor. A kopenyfehérje alegységek pedig az AUG2 utdni
szakaszrol transzlalédnak (Verchot-Lubicz és mtsai.,, 2007; Ozeki és mtsai., 2009). A
fehérjének ezen tulajdonséagat a konzervalt domén vizsgélatunk is tamogatja. Az AUG?2 utani
fehérjén a carlavirus specifikus kopenyfehérje domént és a flexivirus specifikus
kopenyfehérje domént detektaltuk.

A sajat izolatumaink is tartalmazzdk a konzervalt hidroféb aminosav-motivumot
(AGFDFFDGLL), mely minden fonal alaku virusra jellemzé (Koonin és Dolja, 1993; Foster
és Mills, 1991b).

ORF6 régio

Az irodalmak alapjan az ORF6 régio a ciszteinben gazdag nukleinsav-koto fehérjét
(nucleic acid binding protein, NABP) kodolja. Ez a fehérje felelds a levéltetiivel torténd
atvitelért, a géncsendesités szupresszalasaért (Gramstatt és mtsai., 1990; Foster és Mills,

1992a; Foster, 1991; Chiba és mtsai., 2006). A konzervalt domén vizsgalat alkalmaval
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specifikus talalatként carlavirusokra jellemz6 putativ nukleinsav-koté fehérje motivumot
azonositottunk. A carlavirus nukleinsav-kotd fehérjecsalad tartalmazza a potencidlis C-4
tipusu cink-ujjat, melynek alapja négy konzervalt cisztein (Gramstatt és mtsai., 1990). A
PVS izolatumainkban a cink-ujj motivum az RCWRCYRVYPPICNSKCDNRTC

A 11K fehérje valosziniileg a virus transzkripcid szabalyozdja és bizonyitottak, hogy
a Chrysanthemum virus B cink-ujj fehérjéje kozvetlen kolcsonhatasban van a kromatinnal
¢és a novényi promoterekkel, igy mint eukariota transzkripcids faktorként (TF) muikodik
(Gramstatt és mtsai., 1990; Lukhovitskaya és mtsai., 2014). A tapasztalt aminosav-
szekvencia homologa alapjan feltételezziik, hogy a PVS esetében ilyen funkciokat 14t el a
11K fehérje. Gramstatt és munkatarsai (1990) altal tervezett cink-ujj modell alapjan
megterveztiik a sajat izolatumaink modelljét, melyen Lukhovitskaya és munkatarsai (2013)
altal azonositott mag lokalizacios szignalt (nuclear localization signal, NLS) is jeloltiik (29.

abra).

29. abra A PVS cink-ujj motivuma és a mag lokalizacios szignal (NLS) (A) PVS izolatumok 11K
fehérje részlete, piros nyillal jelolve kotésben résztvevo ciszteinekkel (B) PVS 11K fehérjéjének
cink-ujj modellje, kdzépen a cink atommal
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3UTR

Foster és munkatarsai (1992) a Helenium virus S (HelVS) és a PVM genomjanak 3’-
végén azonositottak egy putativ poliadenilacios szignalt (AATAAA). Ez a motivum az
AAGAAA szekvenciaval 24 nukleotiddal a 3’-vég el6tt a sajat izolatumainkban is
megtalalhat6. Ez a hexamer a Carlavirus nemzetségben csak a PVS izolatumokra jellemzo.
Kutatok szerint a Potato virus X 3” UTR régidban talalhaté egy masik hexamer (ACTTAA),
mely az RNS szintézishez nélkiilozhetetlen (Batten és mtsai., 2003). Ezt a motivumot az
Osszes kozonséges torzsbe tartotd PVS izolatum valtozatlanul tartalmazza, viszont az andesi

torzs tagjainal a GCTTAA a jellemz6 szekvencia.
6.2 Rekombinacios vizsgalatok

Rekombinacios vizsgalataink azt bizonyitjak, hogy az PVS genomjara jellemzoek az
intermolekularis atrendezddések. A PVS izoldtumokkal végzett vizsgalatok alkalméval 6
potencialis rekombindcios eseményt detektaltunk, melyek koziil 5 eddig még nem kertilt
leirasra a nemzetkozi irodalomban. A begyijtott izolatumaink mindegyike részt vesz az
altalunk kimutatott lehetséges rekombinacidos eseményekben. Az elsé lehetséges

rekombinacidos eseményt (rekombinaciés esemény 1), miszerint a VlItava izolatum

rekombinans és két torzsbol szarmaznak a sziiloi szekvenciak, mar Duarte és munkatarsai
(2012) is megfigyelték. Ebben az esetben a Vlitava az andesi torzsbol tartalmazza azokat a
régiokat, melyek a levéltetli atvihetdségért és a sulyosabb tiinetek kialakulasaért felesdsek.
A kozonséges torzsbol a replikaz gént és a TGBpl gén 5°-végét tartalmazza. Ez az esemény
gyakorlati szempontbol is fontos, mert ez bizonyiték arra, hogy az eredetileg levéltetiivel
nem terjedd €s enyhébb tiineteket okozo kozonséges torzs tagjai képesek lehetnek a jobb
adaptalddasi és versengési képességgel rendelkezd andesi torzs tulajdonsagait atvenni.

A rekombinécids esemény 3-as esetén a lengyel Ewa izolatum nagy része a Vltava

izolatumbol, mig kisebb része a Valery-bdl szarmazik. Az eredmény alapjan lehetséges,
hogy a két torzsbol szarmazo izolatum sziilé szekvenciaként részt vett egy masik kozonseéges
torzshoz tartozé izolatummal vald rekombinacios eseményben. A masik harom potencialis
rekombinacids esemény a kdzonséges torzs tagjai kozott tortént. A jovoben nagy figyelmet
kell forditani a PVS molekularis vizsgalatdira és a rezisztencianemesitésre, hogy

megeldzhessiik a veszélyesebb torzsek kialakulasat és elterjedését.
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6.3 Uj tudomanyos eredmények

1.

Kidolgoztunk egy Nested PCR-technikan alapulé diagnosztikai moédszert,
mellyel alacsony viruskoncentracio esetén is megbizhatdan detektalhatd a PVS.

A modszerrel felszaporitott szakasz a teljes kopenyfehérje gént tartalmazza.

A Kkifejlesztett diagnosztikai modszer segitségével 1 lengyel, 1 tanzaniai, 3
ukran és 17 magyar izoldtum kdpenyfehérje gén szekvencidjat hatdroztuk meg
¢s feltartuk rokonsagi kapcsolataikat. A szekvencidkat feltoltottiik a nemzetkozi

adatbankba.

Kidolgoztunk egy PCR-technikan alapulo eljarast, mellyel 6 atfed6 régioban
megsokszorozhato a PVS teljes genomja, igy egyszerlien és gyorsan

meghatarozhaté a virus 6rokito anyaga.

A 3 magyar, 3 ukrdn és 1 lengyel PVS izolatum teljes genom szekvenciajat
meghataroztuk az Aaltalunk kidolgozott modszerrel. A szekvencidkat a
nemzetkozi adatbazisban kozzétettilk, ezzel nagymértékben bdvitettiik az

adatbazis PVS teljes genom szekvencia gyiijteményét.

Az elvégzett konzervalt domén vizsgalattal 1) informacidkat szolgaltattunk a

PVS gének lehetséges funkcioirol.

Szamos olyan aminosav-motivumot azonositottunk, melyek ismeretében

kilonosebb elemzés nélkiil az 1zolatumok torzsekbe sorolhatok.

Rekombinécids vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy az PVS genomjara
jellemzdek az intermolekularis atrendezOdések, a vizsgalatok alkalméval 6
potencialis rekombinacids eseményt detektaltunk, melyek koziil 5 eddig még

nem kerilt leirasra a nemzetkozi irodalomban.

Javaslatot tettlink egy 0j torzs, a rekombinéns torzs 1étrehozasara.
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7. Osszefoglalas

A publikaciok mennyisége és a virus foldrajzi elterjedtsége is azt mutatja, hogy a
burgonya S virus (Potato virus S, PVS) vilagszerte megtalalhato, és ismerve azt a tényt, hogy
akar onmagaban is 20%-0S termésveszteséget is okozhat, szamitanunk kell ra, hogy el6bb
vagy utobb jelentds gondot fog jelenteni a vilag burgonyatermesztésében. Emiatt a virus
terjedésének megallitasa, illetve a virusmentes szaporitéanyag eldallitasa kardinalis kutatési
téma lehet a jovO burgonyatermesztésében. A burgonya virusos betegségeivel szembeni
korli ismerete a megbizhatd diagnézis és a rezisztencidra nemesités céljabol.

Kutatocsoportunk 2009-2013-ban lehetdséget kapott, hogy konzorciumi tagként
részt vegyen a ,,Burgonya termesztéstechnologidk és markavédjegyek kifejlesztése” cimii
(NKTH-TECH-09-A3-2009-0210) palyazatban, mely kapcsan szakmai és anyagi segitséget
kaptunk tobbek kozott a PVS molekularis vizsgalatahoz. A munkank soran a CP vizsgalat
alkalmaval kifejlesztettink egy Nested PCR-technikan alapulé diagnosztikai eljarast,
mellyel alacsony PVS koncentracid esetén is megbizhatéan detektalhatdo a virus. A
kifejlesztett modszer segitségével 1 lengyel, 1 tanzaniai, 3 ukran és 17 magyar izolatum
kopenyfehérje gén szekvenciajat hataroztuk meg. A sajat izolatumainkat 6sszehasonlitottuk
a vilag mas részeirdl szarmazo virusizolatumokkal és megallapitottuk, hogy a magyar
izolatumok igen valtozatosak.

Kidolgoztunk egy PCR-technikan alapuld eljarast, mellyel 6 atfedé régidban
megsokszorozhatd a PVS teljes genomja, igy egyszeriien és gyorsan meghatarozhato a virus
0rokitd anyaga. A 3 magyar, 3 ukran €s 1 lengyel PVS izolatum teljes genom szekvenciat
meghataroztuk és megallapitottuk, hogy felépitésiik megegyezik a kutatok altal leirtakkal.
Konzervélt domén vizsgalattal informacidkat szolgaltattunk a gének lehetséges funkciodirol.
Azonositottunk szamos konzervalt aminosavat, melyek alapjan kiilondsebb elemzés nélkiil
az izolatumok torzsekbe sorolhatok.

Rekombinacios vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy az PVS genomjara jellemzbek
az intermolekuldaris atrendezddések. A PVS izolatumokkal végzett vizsgalatok alkalmaval 6
potencidlis rekombinécios eseményt detektaltunk, melyek koziil 5 eddig még nem keriilt
leirasra a nemzetkozi irodalomban. A begyiijtott izolatumok mindegyike részt vesz az
altalunk kimutatott lehetséges rekombinacios események valamelyikében. A jovében nagy
figyelmet kell forditani a PVS molekularis vizsgélatara és a rezisztencianemesitésre, hogy

megeldzhessiik a veszélyesebb torzsek kialakulasat és elterjedését.
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8. Summary

Both the number of publications on Potato virus S (PVS) and its geographical
distribution show that it is present worldwide; and knowing the fact that it alone may cause
a 20% yield loss, it can sooner or later be expected to become a major concern for global
potato production. Due to this reason, halting the spread of the virus and the production of
virus-free planting material could become cardinal research subjects of potato cultivation in
the future. The basis for successful defence against viral diseases of potato is a most
extensive knowledge of the specific viral etiology and sequence information that allows for
reliable diagnostics and resistance breeding.

Throughout 2009-2013, our research group was given the opportunity to participate
as a consortium member in the research project titled "Development of Potato Cultivation
Technologies and Trademarks” (NKTH-TECH-09-A3-2009-0210). Within this project, we
have received professional and financial support for our work, including the molecular
examination of PVS. During our investigation, a nested PCR-based diagnostic procedure
was developed which is capable of reliable virus detection even at low PVS concentrations.
The coat protein gene sequences of 1 Polish, 1 Tanzanian, 3 Ukrainian and 17 Hungarian
Potato virus S (PVYS) isolates were identified by using the newly developed method. Our
isolates were compared with other viral isolates from other parts of the World, and it was
found that the Hungarian isolates are quite diverse.

We have developed a PCR-based method capable of multiplying the full PVS
genome in 6 overlapping regions, thus making it simple and fast to identify the viral genetic
material. Full genome sequences of 3 Hungarian, 3 Ukrainian and 1 Polish isolates were
determined, and their structures were found to match the description of researchers.
Conserved domain analysis has provided information on the possible functions of the genes.
A number of conserved amino acid residues were identified, based on which the isolates
could be classified into strains without any particular analysis.

The results of our recombination experiments have proven that intermolecular
rearrangements are characteristic of the PVS genome. Six potential recombination events
were detected during the tests conducted with the PVS isolates, of which five have not yet
been described in international literature. All of the collected isolates were involved in at
least one of the detected possible recombination events. In the future, great attention should
be given to the molecular investigation and resistance breeding of PVS isolates in order to

prevent the emergence and spread of dangerous strains.
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10. Mellékletek

1. melléklet A kopenyfehérje elemzéshez felhasznalt PVS izolatumok

adatai az NCBI adatbazisbol (AUS-Ausztralia, BRA-Brazilia, CAN-Kanada, CHI-
Chile, CHN-Kina, COL-Kolumbia, CZE-Csehorszag, GBR-Egyesiilt Kiralysag, GER-
Németorszag, HUN-Magyarorszag, IND-India, IRI-Iran, KOR-Koérea, NED-Hollandia,
POL-Lengyelorszag, SYR-Sziria, TAN-Tanzania, USA-Amerikai Egyesiilt Allamok, UKR-
Ukrajna)

aZTI?(;Bs:' t Torzs Izolatum Szalﬁ;;zam Gazdandvény
AB364945 PVS® PVS3-5 SYR Solanum tuberosum

AB364946  PVSO P\/S6-2 SYR E%Iiir;]um tuberosum cv. Mohamad
AF493950 PVS°® ordinary

AF493951  PVSA andean GBR

AJ863509  PVS°® Leona GER Solanum tuberosum cv. Leona
AJ863510 PVSA Vltava CZE Solanum tuberosum cv. Vltava
AJ889246  PVSP® Hangzhou CHN Solanum tuberosum

AY512653 PVS© CHN Solanum tuberosum

AY687337 PVS® CHN Solanum tuberosum

D00461 PVSA Andean (Peruvian) CAN

DQ315387 PVS® Hebei CHN Solanum tuberosum

DQ786653 PVS® IND

FJ643622  PVSA Andean (India) IND Solanum tuberosum

FJ813512 PVS° WaDef-US USA Solanum tuberosum cv. Defender
FJ813513 PVSP 1d4106-US USA Solanum tuberosumclone LBR 4106
FJ813514  PVS© IdDef-US USA Solanum tuberosum cv. Defender
GU144322 PVS° 136-PVS GBR Solanum tuberosum cv. Orkney Black
GU144323 PVS® 137-PVS GBR Solanum tuberosum cv. Red Foula
GU144324 PVS® 138-PVS GBR Solanum tuberosum

GU144325 PVS© 139-PVS GBR Solanum tuberosum cv. Red Foula
GU144326  PVS® 143-PVS GBR Solanum tuberosum cv. Shetland Black
GU144327 PVS© 144-PVS GBR Solanum tuberosum cv. Red Foula
GU144328 PVS® Sam-13-PVS GBR Solanum tuberosum cv. Maris Bard
GU144329 PVS® Sam-23-PVS GBR Solanum tuberosum cv. Kerr's Pink
GU144330 PVS® Sam-24-PVS GBR Solanum tuberosum cv. Merlin
GU233453 PVS© QLDKip AUS Solanum tuberosum cv. Kipfler
GU233454 PVS° QLD1092 AUS Solanum tuberosum

GU233455 PVS° SK AUS Solanum tuberosum cv. Kennebec
GU256061 PVS® Indian IND Solanum tuberosum

GU319942 PVS®  TAS05-09 AUS ;‘L’]'%r;‘;]rl‘(‘ tuberosum cv. Russet
GU319943 PVS® WADel1l AUS Solanum tuberosum cv.Delaware
GU319944 PVS© WADel2 AUS Solanum tuberosum cv. Delaware
GU319945 PVS® WAFL AUS Solanum tuberosum cv. FL 1867
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NCB! . Torzs I1zolatum Szarmazisi Gazdanovény
azonositoé hely
GU319946 PVS© WAKipl AUS Solanum tuberosum cv.Kipfler
GU319947 PVS© WAKip2 AUS Solanum tuberosum cv. Kipfler
GU319948 PVS° WAMd AUS Solanum tuberosum cv. Mondial
GU319949 PVS© WAPC AUS Solanum tuberosum cv. Purple Congo
GU319950 PVS° TASPF AUS Solanum tuberosum cv. Pink Fir Apple
GU319951 PVS®CS  Dutch NED Solanum tuberosum
GU319952 PVS®CS  Exodus NED Solanum tuberosum cv. Exodus
GU319953 PVS®CS  Europe NED Solanum tuberosum
GU319954 PVS® TAS1 AUS Solanum tuberosum
GU369814 PVS° IND Solanum tuberosum
HQ856834 PVS® KHO.FA.2 IRI Solanum tuberosum
HQ875132 PVS° AZA.TA.6 IRI Solanum tuberosum
HQ875133 PVS® ESF.FA.19 IRI Solanum tuberosum
HQ875134 PVS© FA.SL.14 IRI Solanum tuberosum
HQ875135 PVS® HAM.KA.20 IRI Solanum tuberosum
HQ875136 PVS® KER.JI.4 IRI Solanum tuberosum
HQ875137 PVS® KER.JI.6 IRI Solanum tuberosum
HQ875138 PVS® KER.LA.12 IRI Solanum tuberosum
HQ875139 PVS® KER.LA.15 IRI Solanum tuberosum
HQ875140 PVS® KER.SA.28 IRI Solanum tuberosum
HQ875141 PVS® KHO.CH.3 IRI Solanum tuberosum
HQ875142 PVS® KER.SO.21 IRI Solanum tuberosum
JQ647830 PVSA BB-AND BRA Solanum tuberosum
JX183949  PVS° 41956 USA burgonya szovetenyészet
JX183950  PVS°® Cosimar USA burgonya szovetenyészet
JX183951  PVS© FL206-1D USA burgonya szovetenyészet
JX183952  PVS°® Galaxy USA burgonya szovetenyészet
JX183953  PVS© ND2492-2R USA burgonya szovetenyészet
JX183954  PVS© Q1(Q44843) CHI burgonya szovetenyészet
JX183955  PVSA Q3(Q44675) CHI burgonya szovetenyészet
JX183956  PVSA Q5(Q44667) CHI burgonya szovetenyészet
JX419379 PVSA  RVC Andean coL gtgllzr;ggaphureJa var. Criolla
JX683388 PVSA RL5 COoL Solanum phureja
KC430335 PVS® Yunnan YN CHN Solanum tuberosum
KC818634 PVS® St CHN Solanum tuberosum
KC818635 PVS° Cm CHN Cucurbita moschata
KC853751 PVS° 216-S IRI Solanum tuberosum
KC853752 PVS° 226-S IRI Solanum tuberosum
KC853753 PVS° 286-S IRI Solanum tuberosum
KC853754 PVS° 314-S IRI Solanum tuberosum
KC853755 PVS° 315-S IRI Solanum tuberosum
KC853756 PVS° 352-S IRI Solanum tuberosum
KC853757 PVS° 354-S IRI Solanum tuberosum
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NCB I . Torzs I1zolatum Szarmazisi Gazdanovény

azonositoé hely

KC853758 PVS° 490-S IRI Solanum tuberosum
KC853759 PVS° 492-S IRI Solanum tuberosum
KC853760 PVS® 501-S IRI Solanum tuberosum
KC853761 PVS° 515-S IRI Solanum tuberosum
KC853762 PVS® 652-S IRI Solanum tuberosum
KC853763 PVS° 691-S IRI Solanum tuberosum
KF011268 PVS® PVS-a CHN Solanum tuberosum
KF011269 PVS° PVS-b CHN Solanum tuberosum
KF011270 PVSA PVS-c CHN Solanum tuberosum
KF011271  PVSA PVS-d CHN Solanum tuberosum
KF011272 PVSA PVS-e CHN Solanum tuberosum
KF011273  PVSA PVS-f CHN Solanum tuberosum
KF011274 PVSA PVS-g CHN Solanum tuberosum
KF011275 PVSA PVS-h CHN Solanum tuberosum
KF011276  PVSA PVS-i CHN Solanum tuberosum
KF011277 PVSA PVS-j CHN Solanum tuberosum
KF011278 PVSA PVS-k CHN Solanum tuberosum
KF011279  PVS° PVS-I| CHN Solanum tuberosum
KF011280 PVS® PVS-m CHN Solanum tuberosum
KF225470 PVSA Guizhou CP01 CHN Solanum tuberosum
PVU74375 PVS® S-SE KOR

PVU74376 PVS° S-RB KOR

545593 PVS© Orion GBR

Y 15609 PVS© Vitava CZE

Y15610 PVS® Vitava CZE

Y15611 PVS° Karla CZE

Y15612 PVS® Karla CZE

Y15613 PVS° Aschersleben GER

Y15614 PVS© Kobra CZE

Y15615 PVS® Aschersleben GER

Y15616 PVS© Vitava CZE

Y15625 PVS° Kobra CZE
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2. melléklet A Carlavirus nemzetség jellemzéséhez felhasznal izolatumok
adatai az NCBI adatbazisbol

NCBI
azonosito
AB051848
JQ245696
AY941198
AB517596
AM493895
EF527260
KC884244
AJ620300
KJ415259
JF320810
NC_003557
FJ196836
DQ098905
HG793797
EU527979

EU754720
FJ531635

EU074853

HM222522
JN039374
AM158439
AM182569
JQ395043
DQ455582
EU162589
EF492068
X65102
EU433397
HM584819
JX678982
EU338239
FJ685618
HQ258896

AY461421
N) VAVALYS

Faj

Aconitum latent virus
American hop latent virus
Blueberry scorch virus
Butterbur mosaic virus
Chrysanthemum virus B
Coleus vein necrosis virus
Cowpea mild mottle virus
Daphne virus S

Gaillardia latent virus
Garlic common latent virus
Garlic latent virus
Helleborus net necrosis virus
Hippeastrum latent virus
Hop latent virus

Hop mosaic virus
Hydrangea chlorotic mottle
virus

Kalanchoe latent virus

Ligustrum necrotic ringspot
virus

Lily symptomless virus
Mirabilis jalapa mottle virus
Narcissus common latent virus
Narcissus symptomless virus
Nerine latent virus
Passiflora latent carlavirus
Phlox Virus B

Phlox virus S

Poplar mosaic virus

Potato latent virus

Potato virus H

Potato virus M

Potato Virus P

Red clover vein mosaic virus
Shallot latent virus

Sweet potato chlorotic fleck
virus
Sweet potato C6 virus

Izolatum

D

Bittergold
BC-1

J

Punjab INDIA

CPMMV:BR:MG:09:2

KT
5/18-05-2010
WA-1

H6

Zatec 2008

Australia
NZ

1452

LSV-DL
Zhangzhou

Hangzhou-2005
Marijiniup 4

ATCC PV257

Huhhot
PVM-352

Washington
MS/SW/Aus?2

Sosa 29

Genom méret
nt
8657
8601
8522
8662
8855
8727
8196
8739
8659
8638
8363
8541
8500
8612
8550
8433

8513
8412

8394
8315
8539
8281
8334
8386
9058
8590
8737
7890
8417
8523
8392
8604
8400
9104

8857
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3. melléklet A teljes PVS genomok paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, nukleotid kiillonbség db)
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4. melléklet PVS OREF 1 régio paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, nukleotid kiillonbség db)

5. melléklet PVS ORF1 régio filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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6. melléklet PVS 223K fehérje paronkénti osszehasonlitasa (azonossag %, aminosav kiilonbség db)

7. melléklet PVS 223K fehérje filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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8. melléklet PVS ORF2 régio paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, nukleotid kiillonbség db)

9. melléklet PVS ORF?2 régio filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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10. melléklet PVS 25K fehérje paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, aminosav kiillonbség db)

11. melléklet PVS 25K fehérje filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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12. melléklet PVS ORF3 régio paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, nukleotid kiilonbség db)

13. melléklet PVS ORF3 régio filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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14. melléklet PVS 12K fehérje paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, aminosav kiillonbség db)

15. melléklet PVS 12K fehérje filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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16. melléklet PVS ORF4 régio paronkénti 6sszehasonlitasa (azonossag %, nukleotid kiilonbség db)

17. melléklet PVS ORF4 régio filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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18. melléklet PVS 7K fehérje paronkénti osszehasonlitasa (azonossag %, aminosav kiilonbség db)

19. melléklet PVS 7K fehérje filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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20. melléklet PVS ORFS5 régio paronkénti osszehasonlitasa (azonossag %, nukleotid kiilonbség db)

21. melléklet PVS ORFS5 régio filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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22. melléklet PVS CP fehérje paronkénti osszehasonlitasa (azonossag %, aminosav kiilonbség db)

23. melléklet PVS CP fehérje filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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24. melléklet PVS ORF6 régio paronkénti osszehasonlitasa (azonossag %, nukleotid kiilonbség db)

25. melléklet PVS ORF6 régio filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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26. melléklet PVS 11K fehérje paronkénti osszehasonlitasa (azonossag %, aminosav kiilonbség db)

27. melléklet PVS 11K fehérje filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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28. melléklet A 223K fehérje konzervalt domén analizisének osszefoglalo tablazata

Query

Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >lrena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >lrena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >lrena

Hit type
specific
superfamily
non-specific
superfamily
non-specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
non-specific
superfamily
multi-dom
specific
superfamily
non-specific
superfamily
non-specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
non-specific

superfamily

PSSM-ID
250778
250778
250270
250270
114120
114120
257726
276299
251233
268285
238843
261455
250626
250778
250778
250270
250270
114120
114120
257726
276299
251233
268285
238843
261455

From
43
43
1561
1561
999
999
1171
1171
900
900
1766
1766
1181
43
43
1561
1561
999
999
1181
1181
900
900
1766

1766

To
352
352

1967

1967

1087

1087

1285

1285
994
994

1854

1854

1423
352
352

1967

1967

1087

1087

1285

1285
994
994

1854

1854

223K

E-Value
5.62612e-103
5.62612e-103
1.85213e-49
1.85213e-49
1.00276e-22
1.00276e-22
8.79895e-07
8.79895e-07
0.000131858
0.000131858
0.000632163
0.000632163
2.77039e-05
5.46404e-103
5.46404e-103
1.67116e-49
1.67116e-49
5.74972e-23
5.74972e-23
4.76277e-06
4.76277e-06
7.39608e-05
7.39608e-05
0.000649075
0.000649075

Bitscore
334.26

334.26

184.386
184.386
95.7934
95.7934
49.5969
49.5969
42.454

42.454

42.6556
42.6556
46.2187
334.26

334.26

184.771
184.771
96.5638
96.5638
47.2857
47.2857
43.2244
43.2244
42.2704
42.2704

Accession
pfam01660
cl03298
pfam00978
cl03049
pfam05379
clo5111
pfam13401
cl21455
pfam02338
cl19932
cd01699
cl02808
pfam01443
pfam01660
cl03298
pfam00978
cl03049
pfam05379
clo5111
pfam13401
cl21455
pfam02338
cl19932
cd01699
cl02808

Short name
Vmethyltransf
Vmethyltransf superfamily
RdRP_2

RARP_2 superfamily
Peptidase_C23
Peptidase_C23 superfamily
AAA_22

ABC_ATPase superfamily
OoTU

OTU superfamily
RNA_dep_RNAP

RT_like superfamily
Viral_helicasel
Vmethyltransf
Vmethyltransf superfamily
RdRP_2

RdRP_2 superfamily
Peptidase_C23
Peptidase_C23 superfamily
AAA 22

ABC_ATPase superfamily
OTU

OTU superfamily
RNA_dep_RNAP

RT_like superfamily

Superfamily
cl03298

cl03049

clo5111

cl21455

cl19932

cl02808

cl03298

cl03049

clo5111

cl21455

cl19932

cl02808

108



Query

Q#2 - >Irena
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa

Hit type
multi-dom
specific
superfamily
non-specific
superfamily
non-specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
non-specific
superfamily
multi-dom
multi-dom
multi-dom
specific
superfamily
non-specific
superfamily
non-specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
non-specific

superfamily

PSSM-ID
250626
250778
250778
250270
250270
114120
114120
257726
276299
251233
268285
238843
261455
250626
214640
223989
250778
250778
250270
250270
114120
114120
257726
276299
251233
268285
238843
261455

From
1181
43
43
1561
1561
999
999
1171
1171
900
900
1766
1766
1181
1175
1181
43
43
1561
1561
999
999
1171
1171
900
900
1766
1766

To
1423
352
352
1967
1967
1087
1087
1285
1285
994
994
1854
1854
1423
1263
1275
352
352
1967
1967
1087
1087
1285
1285
994
994
1854
1854

E-Value
8.89667e-06
9.2472e-103
9.2472e-103
1.31057e-49
1.31057e-49
5.64049e-23
5.64049e-23
3.57094e-07
3.57094e-07
5.02986e-05
5.02986e-05
0.000626624
0.000626624
2.04408e-05
0.00458028
0.00718318
2.12607e-99
2.12607e-99
5.44119e-50
5.44119e-50
6.45098e-23
6.45098e-23
3.44222e-06
3.44222e-06
0.000103175
0.000103175
0.00078771
0.00078771

Bitscore
47.7595
333.875
333.875
184.771
184.771
96.5638
96.5638
50.7525
50.7525
43.9948
43.9948
42.6556
42.6556
46.6039
38.5085
39.7303
324.245
324.245
185.926
185.926
96.1786
96.1786
47.6709
47.6709
42.8392
42.8392
42.2704
42.2704

DOI: 10.14267/phd.2015051

Accession
pfam01443
pfam01660
cl03298
pfam00978
cl03049
pfam05379
cl05111
pfam13401
cl21455
pfam02338
cl19932
cd01699
cl02808
pfam01443
smart00382
COG1061
pfam01660
cl03298
pfam00978
cl03049
pfam05379
clo5111
pfam13401
cl21455
pfam02338
cl19932
cd01699
cl02808

Short name
Viral_helicasel
Vmethyltransf
Vmethyltransf superfamily
RdRP_2

RdRP_2 superfamily
Peptidase_C23
Peptidase_C23 superfamily
AAA_22

ABC_ATPase superfamily
OoTU

OTU superfamily
RNA_dep_RNAP

RT_like superfamily
Viral_helicasel

AAA

SSL2

Vmethyltransf
Vmethyltransf superfamily
RdRP_2

RdRP_2 superfamily
Peptidase_C23
Peptidase_C23 superfamily
AAA 22

ABC_ATPase superfamily
OTU

OTU superfamily
RNA_dep_RNAP

RT_like superfamily

Superfamily

cl03298

cl03049

clo5111

cl21455

cl19932

cl02808

cl03298

cl03049

clo5111

cl21455

cl19932

cl02808
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Query

Q#4 - >Ewa
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369

Hit type
multi-dom
specific
superfamily
non-specific
superfamily
non-specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
non-specific
superfamily
multi-dom
multi-dom
specific
superfamily
non-specific
superfamily
non-specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
non-specific
superfamily

non-specific

PSSM-ID
250626
250778
250778
250270
250270
114120
114120
257726
276299
251233
268285
238843
261455
250626
214640
250778
250778
250270
250270
114120
114120
257726
276299
251233
268285
238843
261455
257541

From
1181
43
43
1561
1561
999
999
1171
1171
900
900
1722
1722
1181
1175
43
43
1561
1561
999
999
1171
1171
900
900
1766
1766
1175

To
1423
352
352
1967
1967
1087
1087
1285
1285
994
994
1854
1854
1423
1263
352
352
1967
1967
1087
1087
1285
1285
994
994
1854
1854
1262

E-Value
7.6719e-05
7.31912e-103
7.31912e-103
5.42404e-49
5.42404e-49
1.16903e-22
1.16903e-22
6.40297e-07
6.40297e-07
1.98451e-05
1.98451e-05
0.000283692
0.000283692
3.39185e-05
0.00576204
4.06553e-100
4.06553e-100
1.36051e-49
1.36051e-49
1.12504e-22
1.12504e-22
2.38012e-06
2.38012e-06
0.000113612
0.000113612
0.000632163
0.000632163
0.00233516

Bitscore
45.0631
333.875
333.875
183.23

183.23

95.7934
95.7934
49.9821
49.9821
45.1504
45.1504
43.426

43.426

45.8335
38.1233
326.171
326.171
184.771
184.771
95.7934
95.7934
48.0561
48.0561
42.8392
42.8392
42.6556
42.6556
38.698

DOI: 10.14267/phd.2015051

Accession
pfam01443
pfam01660
cl03298
pfam00978
cl03049
pfam05379
cl05111
pfam13401
cl21455
pfam02338
cl19932
cd01699
cl02808
pfam01443
smart00382
pfam01660
cl03298
pfam00978
cl03049
pfam05379
clo5111
pfam13401
cl21455
pfam02338
cl19932
cd01699
cl02808
pfam13173

Short name
Viral_helicasel
Vmethyltransf
Vmethyltransf superfamily
RdRP_2

RdRP_2 superfamily
Peptidase_C23
Peptidase_C23 superfamily
AAA_22

ABC_ATPase superfamily
OoTU

OTU superfamily
RNA_dep_RNAP

RT_like superfamily
Viral_helicasel

AAA

Vmethyltransf
Vmethyltransf superfamily
RARP_2

RdRP_2 superfamily
Peptidase_C23
Peptidase_C23 superfamily
AAA_22

ABC_ATPase superfamily
OoTU

OTU superfamily
RNA_dep_RNAP

RT_like superfamily
AAA_14

Superfamily

cl03298

cl03049

clo5111

cl21455

cl19932

cl02808

cl03298

cl03049

clo5111

cl21455

cl19932

cl02808

cl21455
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Query

Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita

Hit type
multi-dom
multi-dom
multi-dom
specific
superfamily
non-specific
superfamily
non-specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
non-specific
superfamily

multi-dom

PSSM-ID
250626
214640
223989
250778
250778
250270
250270
114120
114120
257726
276299
251233
268285
238843
261455
250626

From
1181
1175
1181
43
43
1561
1561
999
999
1171
1171
900
900
1766
1766
1181

To
1423
1263
1275
352
352
1967
1967
1087
1087
1285
1285
994
994
1854
1854
1423

E-Value
2.1759e-07
0.0035729
0.00501052
3.38966e-103
3.38966e-103
4.71492e-49
4.71492e-49
4.18982e-23
4.18982e-23
1.48007e-06
1.48007e-06
9.3697e-05
9.3697e-05
0.000589185
0.000589185
2.83842e-06

Bitscore
52.3819
38.5085
40.1155
335.03
335.03
183.23
183.23
96.949
96.949
48.8265
48.8265
42.8392
42.8392
42.6556
42.6556
49.3003

DOI: 10.14267/phd.2015051

Accession
pfam01443
smart00382
COG1061
pfam01660
cl03298
pfam00978
cl03049
pfam05379
clo5111
pfam13401
cl21455
pfam02338
cl19932
cd01699
cl02808
pfam01443

Short name
Viral_helicasel

AAA

SSL2

Vmethyltransf
Vmethyltransf superfamily
RdRP_2

RARP_2 superfamily
Peptidase_C23
Peptidase_C23 superfamily
AAA_22

ABC_ATPase superfamily
oTuU

OTU superfamily
RNA_dep_RNAP

RT_like superfamily

Viral_helicasel

Superfamily

cl03298

cl03049

clo5111

cl21455

cl19932

cl02808

111



Query

Q#1 - >Valery
Q#2 - >Irena
Q#3 - >Alex
Q#4 - >Ewa
Q#5 - >89.249
Q#6 - >09.369
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita

29. melléklet A 25K fehérje konzervalt domén analizisének osszefoglalo tablazata

Hit type
multi-dom
multi-dom
multi-dom
multi-dom
multi-dom
multi-dom
superfamily
multi-dom

PSSM-ID From

250626
250626
250626
250626
250626
250626
261332
250626

40
40
40
40
40
40
185
40

DOI: 10.14267/phd.2015051

To

235
235
235
235
235
235
235
235

25K
E-Value
1.05762e-48
1.05762e-48
1.05762e-48
4.1006e-48
1.0464e-48
1.65575e-48
0.00767751
3.83337e-51

Bitscore
161.779
161.779
161.779
160.238
161.779
161.393
33.6187
168.327

Accession
pfam01443
pfam01443
pfam01443
pfam01443
pfam01443
pfam01443
cl02541
pfam01443

Short name

Viral_helicasel
Viral_helicasel
Viral_helicasel
Viral_helicasel
Viral_helicasel
Viral_helicasel

CIDE_N superfamily

Viral_helicasel

Superfamily

112



Query

Q#t1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#4 - >09.369
Q#4 - >09.369
Q#5 - >Bonita
Q#5 - >Bonita
Q#6 - >Ewa
QH#6 - >Ewa
Q#6 - >Ewa
Q#6 - >Ewa
Q#6 - >Ewa
Q#7 - >89.249
Q#7 - >89.249

DOI: 10.14267/phd.2015051

30. melléklet A 12K fehérje konzervalt domén analizisének o6sszefoglalo tablazata

Hit type
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
non-specific
superfamily
multi-dom
specific
superfamily

PSSM-ID From

250523
250523
250523
250523
250523
250523
250523
250523
250523
250523
250523
250523
185677
275460
273070
250523
250523

W w s B DB WWWWwWwwwwwwww

103
103
103
103
103
103
103
103
103
103
103
103

31

31

45
103
103

12K
E-Value Bitscore
1.28915e-36  121.538
1.28915e-36  121.538
1.28915e-36  121.538
1.28915e-36  121.538
1.28915e-36  121.538
1.28915e-36  121.538
1.28915e-36  121.538
1.28915e-36  121.538
4.98097e-37  122.693
4.98097e-37  122.693
6.49837e-35 117.301
6.49837e-35 117.301
0.00348325 34.1446
0.00348325 34.1446
0.00258692 34.6493
3.05238e-35 118.071
3.05238e-35 118.071

Accession
pfam01307
cl03157
pfam01307
cl03157
pfam01307
cl03157
pfam01307
cl03157
pfam01307
cl03157
pfam01307
cl03157
cd00817
cl00015
TIGR00422
pfam01307
cl03157

Short name

Plant_vir_prot
Plant_vir_prot superfamily
Plant_vir_prot
Plant_vir_prot superfamily
Plant_vir_prot
Plant_vir_prot superfamily
Plant_vir_prot
Plant_vir_prot superfamily
Plant_vir_prot
Plant_vir_prot superfamily
Plant_vir_prot
Plant_vir_prot superfamily
ValRS_core

nt_trans superfamily
Valine--tRNA _ligase
Plant_vir_prot
Plant_vir_prot superfamily

Superfamily
cl03157

cl03157

cl03157

cl03157

cl03157

cl03157

cl00015

cl03157
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Query

Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#4 - >Ewa
Q#4 - >Ewa
Q#5 - >89.249
Q#5 - >89.249
Q#6 - >Bonita
Q#6 - >Bonita
Q#7 - >09.369
Q#7 - >09.369

DOI: 10.14267/phd.2015051

31. melléklet A 7K fehérje konzervalt domén analizisének osszefoglalo tablazata

Hit type
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily

PSSM-ID From

251332
251332
251332
251332
251332
251332
251332
251332
251332
251332
251332
251332
251332
251332

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

To
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65

7K
E-Value
3.42607e-12
3.42607e-12
3.42607e-12
3.42607e-12
3.42607e-12
3.42607e-12
3.42607e-12
3.42607e-12
5.26516e-12
5.26516e-12
1.14213e-11
1.14213e-11
7.92022e-12
7.92022e-12

Bitscore
55.7502
55.7502
55.7502
55.7502
55.7502
55.7502
55.7502
55.7502
54.9798
54.9798
54.2094
54.2094
54.5946
54.5946

Accession
pfam02495
cl03621
pfam02495
cl03621
pfam02495
cl03621
pfam02495
cl03621
pfam02495
cl03621
pfam02495
cl03621
pfam02495
cl03621

Short name
7kD_coat

7kD_coat superfamily
7kD_coat

7kD_coat superfamily
7kD_coat

7kD_coat superfamily
7kD_coat

7kD_coat superfamily
7kD_coat

7kD_coat superfamily
7kD_coat

7kD_coat superfamily
7kD_coat

7kD_coat superfamily

Superfamily
cl03621

clo3621

cl03621

cl03621

cl03621

cl03621

clo3621

114



Query

Q#t1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#t1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#4 - >89.249
Q#4 - >89.249
Q#4 - >89.249
Q#4 - >89.249
Q#5 - >Ewa
Q#5 - >Ewa
Q#5 - >Ewa
Q#5 - >Ewa
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369
Q#6 - >09.369

DOI: 10.14267/phd.2015051

32. melléklet A CP fehérje konzervalt domén analizisének dsszefoglalo tablazata

Hit type
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific

PSSM-ID
249741
249741
149427
149427
249741
249741
149427
149427
249741
249741
149427
149427
249741
249741
149427
149427
249741
249741
149427
149427
249741
249741
149427

From
108
108

48
48
108
108
48
48
108
108
48
48
108
108
48
48
108
108
48
48
108
108
48

To
247
247
99
99
247
247
99
99
247
247
99
99
247
247
99
99
247
247
99
99
247
247
99

cpP
E-Value
3.32674e-80
3.32674e-80
1.10206e-22
1.10206e-22
3.32674e-80
3.32674e-80
1.10206e-22
1.10206e-22
3.32674e-80
3.32674e-80
1.10206e-22
1.10206e-22
1.78653e-77
1.78653e-77
1.22894e-22
1.22894e-22
2.46493e-81
2.46493e-81
4.51481e-23
4.51481e-23
1.16215e-80
1.16215e-80
8.51749e-23

Bitscore
241.869
241.869
88.8168
88.8168
241.869
241.869
88.8168
88.8168
241.869
241.869
88.8168
88.8168
234,551
234,551
88.4316
88.4316
244.566
244.566
89.5872
89.5872
243.025
243.025
88.8168

Accession
pfam00286
cl02836
pfam08358
cl07103
pfam00286
cl02836
pfam08358
cl07103
pfam00286
cl02836
pfam08358
cl07103
pfam00286
cl02836
pfam08358
cl07103
pfam00286
cl02836
pfam08358
cl07103
pfam00286
cl02836
pfam08358

Short name

Flexi_CP

Flexi_CP superfamily
Flexi_CP_N

Flexi_CP_N superfamily
Flexi_CP

Flexi_CP superfamily
Flexi_CP_N

Flexi_CP_N superfamily
Flexi_CP

Flexi_CP superfamily
Flexi_CP_N

Flexi_CP_N superfamily
Flexi_CP

Flexi_CP superfamily
Flexi_CP_N

Flexi_CP_N superfamily
Flexi_CP

Flexi_CP superfamily
Flexi_ CP_N

Flexi_CP_N superfamily
Flexi_CP

Flexi_CP superfamily
Flexi_ CP_N

Superfamily
cl02836

cl07103

cl02836

cl07103

cl02836

clo7103

cl02836

cl07103

cl02836

clo7103

cl02836

clo7103
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Query

Q#6 - >09.369
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita
Q#7 - >Bonita

Query

Q#1 - >Valery
Q#1 - >Valery
Q#2 - >Irena
Q#2 - >Irena
Q#3 - >Alex
Q#3 - >Alex
Q#4 - >89.249
Q#4 - >89.249
Q#5 - >Ewa
Q#5 - >Ewa
Q#6 - >Bonita
Q#6 - >Bonita
Q#7 - >09.369
Q#7 - >09.369

Hit type
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily

PSSM-ID
149427
249741
249741
149427
149427

From

48
108
108

48

48

To
99

247

247
99
99

DOI: 10.14267/phd.2015051

E-Value

8.51749e-23
5.30252e-80
5.30252e-80
5.45151e-23
5.45151e-23

Bitscore

88.8168
241.099
241.099
89.5872
89.5872

Accession

cl07103
pfam00286
cl02836
pfam08358
cl07103

Short name

Flexi_CP_N superfamily

Flexi_CP
Flexi_CP superfamily
Flexi_CP_N

Flexi_CP_N superfamily

33. melléklet A 11K fehérje konzervalt domén analizisének osszefoglalo tablazata

Hit type
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily
specific
superfamily

PSSM-ID From

250753
250753
250753
250753
250753
250753
250753
250753
250753
250753
250753
250753
250753
250753

R R R R R RRRRRRRRR

To
89
89
89
89
89
89
89
89
89
89
89
89
89
89

11K
E-Value
2.54544e-39
2.54544e-39
2.54544e-39
2.54544e-39
2.54544e-39
2.54544e-39
2.54544e-39
2.54544e-39
1.31417e-39
1.31417e-39
3.52332e-39
3.52332e-39
4.54294e-38
4.54294e-38

Bitscore
127.498
127.498
127.498
127.498
127.498
127.498
127.498
127.498
128.268
128.268
127.498
127.498
124.416
124.416

Accession
pfam01623
cl03285
pfam01623
cl03285
pfam01623
cl03285
pfam01623
cl03285
pfam01623
cl03285
pfam01623
cl03285
pfam01623
cl03285

Short name
Carla_C4

Carla_C4 superfamily
Carla_C4

Carla_C4 superfamily
Carla_C4

Carla_C4 superfamily
Carla_C4

Carla_C4 superfamily
Carla_C4

Carla_C4 superfamily
Carla_C4

Carla_C4 superfamily
Carla_C4

Carla_C4 superfamily

Superfamily

cl02836

cl07103

Superfamily
cl03285

cl03285

cl03285

cl03285

cl03285

cl03285

cl03285
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