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1. A munka előzményei, kitűzött célok 

A burgonya (Solanum tuberosum L.) az egyik legnagyobb területen termesztett 

élelmiszernövény a világon, számos országban az alapvető élelmezési cikkek közé tartozik. A 

betakarított termésmennyiséget figyelembe véve a 4. helyet foglalja el a búza, a rizs és a 

kukorica után az élelmiszernövények között (Ábrahám, 2009). Magyarországon a burgonya 

termesztése nagy hagyományokkal rendelkezik, a hazai burgonya fajtanemesítés központja 

Keszthely, ahol kiváló magyar fajtákat állítanak elő. 

A burgonyát számos fitopatogén vírus fertőzheti, ezek közül a burgonya S vírus 

(Potato virus S, PVS) a Carlavirus nemzetség tagja (Matthews, 1979), mely az egyik 

legkevésbé vizsgált növényi víruscsoportok közé tartozik. Wetter szerint a PVS az egész 

világon az egyik legelterjedtebb a burgonyát fertőző vírusok közül (Wetter, 1971). A vírus fő 

gazdanövénye a burgonya, napjainkban már az összes burgonyatermesztő országban elterjedt 

(de Bokx, 1969; de Bruyn Oubuter, 1952). A PVS közönséges törzse nagyon sok 

burgonyafajtán nem okoz látható tüneteket, illetve egyes fajtákon csak nagyon enyhe tünetek 

jelennek meg (Vaughan és van Slogteren, 1956). A vírus jelenlétének gazdasági jelentőségét 

az adja, hogy 10-20%-kal csökkenti a termésmennyiséget (Wetter, 1971). Emiatt a vírus 

terjedésének megállítása, illetve a vírusmentes szaporítóanyag előállítása kardinális kutatási 

téma lehet a jövő burgonyatermesztésében.  

Kutatócsoportunk 2009-2013-ban lehetőséget kapott, hogy konzorciumi tagként részt 

vegyen a „Burgonya termesztéstechnológiák és márkavédjegyek kifejlesztése” című (NKTH-

TECH-09-A3-2009-0210) pályázatban, mely kapcsán szakmai és anyagi segítséget kaptunk 

többek között a burgonya S vírus molekuláris vizsgálatához.  

A munka során célul tűztük ki egy megbízható PVS diagnosztikai módszer 

kidolgozását, mellyel még alacsony koncentráció esetén is kimutatható a vírus. A módszer 

felhasználásával szeretnénk meghatározni a begyűjtött izolátumok köpenyfehérje gén 

nukleotidsorrendjét. A szekvenciák segítségével a saját izolátumainkat összehasonlítjuk a 

világ más részéről származó izolátumokkal, hogy rokonsági viszonyaikat feltérképezhessük.  

Továbbá célul tűztük ki, hogy kidolgozunk egy olyan eljárást, mellyel 

meghatározhatjuk a PVS teljes genomjának szekvenciáját. A módszer felhasználásával 

meghatározzuk néhány saját PVS izolátum teljes örökítőanyagának nukleotidsorrendjét. A 

szekvenciaadatokat összevetjük a nemzetközi adatbázisban szereplő más PVS izolátumokéval 

és más rokon fajokéval, hogy származásukról ismereteket gyűjthessünk. Az esetleges 

intermolekuláris átrendeződések azonosításának céljából rekombinációs vizsgálatokat 

végzünk. A konzervált domén vizsgálattal szeretnénk új információkat szolgáltatni a PVS 

gének lehetséges funkcióiról. 
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2. Anyag és módszer 

2.1 Vizsgálatok helye és ideje 

 A vizsgálatokat 2009 és 2014 között a Budapesti Corvinus Egyetem 

Kertészettudományi Kar, Növénykórtani Tanszékének laboratóriumában végeztük. 

2.2 Vizsgálatok anyaga 

2.2.1 Begyűjtött vírusizolátumok 

Munkánk során 22 különböző izolátumot gyűjtöttünk 4 országból (1. táblázat). A 

minták minden esetben burgonya csúcsi leveléből származtak.  

1. táblázat A begyűjtött PVS izolátumok jellemzői (POL-Lengyelország, HUN-Magyarország, TAN-

Tanzánia, UKR-Ukrajna) 

Izolátum Származási hely Gazdanövény 

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 klón 

09.369 HUN, Keszthely Solanum sp. 09.369 klón 

09.539 HUN, Keszthely Solanum sp. 09.539 klón 

89.216 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.216 klón 

89.217 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.217 klón 

89.243 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.243 klón 

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

Boglarka HUN, Nyírtelek Solanum tuberosum cv. Boglárka 

Kilimanjaro TAN, Kilimandzsáró Solanum sp. 

Alex UKR Solanum tuberosum cv. Finka 

Irena UKR Solanum tuberosum cv. Finka 

Valery UKR Solanum tuberosum cv. Finka 

 

2.3 Molekuláris vizsgálatok 

Az összribonukleinsav kivonást Spectrum
TM

 Plant Total RNA Kit-tel (Sigma Aldrich, 

St. Louis, USA) végeztük, a gyártó utasítása szerint. Az RT-PCR-hez a Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, USA) termékeit használtuk. Az antiszenz primerek felhasználásával 
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reverz transzkripció (RT) során állítottuk elő a PVS nukleinsavával komplementer cDNS első 

szálát. A 10 µl végtérfogatú reakcióelegy 4 µl össznukleinsavat, 1 µl (100 µM) antiszenz 

primert, 2 µl RT puffert (5X), 1 µl dNTP Mixet (5 mM), 0,5 µl RevertAid™ Premium 

Reverse Transcriptase-t (200 u/µl), 0,25 µl RiboLock™ RNase Inhibitor-t (40 u/µl), 1,25 µl 

desztillált vízet tartalmazott. Az össznukleinsavat az antiszenz primer jelenlétében 65 °C-on 5 

percig inkubáltuk, majd az elegyet 5 percen keresztül jégen hűtöttük. Ezt követően adtuk 

hozzá a reakcióelegy többi komponensét, ezután 30 percen át tartó reverz transzkripció 

következett 50 °C-on, majd 85 °C-on 5 perc alatt inaktiváltuk az enzimet. A cDNS szintézist 

követően a vírusgenomot hat átfedő régióban megsokszoroztuk a PCR optimalizálásával, az 

antiszenz és szenz primerek segítségével. A PCR-analízis 50 µl végtérfogatú reakcióelegye 3 

µl cDNS-t, 5 µl Taq puffert (10x), 3 µl MgCl2-t (25 mM), 2 µl dNTP Mixet (5 mM), 1-1 µl 

antiszenz és szenz primert (20 µM), 0,5 µl Taq DNS polimerázt (5 u/µl), 34,5 µl desztillált 

vizet tartalmazott. A PCR-terméket a High Pure Purification Kit-tel (Roche, Basel, 

Switzerland) tisztítottuk, majd pGEM-T Easy Vektorba ligáltuk. A ligálást követően a 

rekombináns plazmidot E. coli DH5α, vagy TG90-es, illetve JM 109-es kompetens sejtekbe 

hősokkos módszerrel transzformáltuk (Orkin, 1990).  

2.4 Bioinformatikai vizsgálatokhoz felhasznált programok 

2.4.1 Szekvencia analízis 

A szekvenciák összeillesztéséhez és elemzéséhez a CLC Sequence Viewer 7.6, illetve 

a CLC Main Workbench (QIAGEN, Aarhus, Denmark,) software csomagot használtuk. A 

Neighbor Joining (NJ), UPGMA (Unweighted Pair Group Method) analíziseket használtuk a 

filogenetikai törzsfák készítésekor a Jukes–Cantor korrekciós ráta figyelembe vételével 

(Jukes, 1969). A filogenetikai vizsgálatok során a statisztikai megbízhatóságot a program 

1000 ismétlést alkalmazó bootstrap analízise biztosította. Hidrofóbicitás értékeket a Kyte és 

Doolittle képlet alapján számítja program, 9 aminosav ablak szélességgel (Kyte and Doolittle, 

1982). 

2.4.2 Rekombinációs vizsgálatok 

A potenciális rekombinációs események detektálására az RDP4.39 Beta programot 

használtuk (Martin és mtsai., 2010). A program által használt módszereket (RDP, Chimaera, 

BootScan, 3Seq, GENECONV, MaxChi, és SiScan) az alapértelmezett paraméterekkel 

alkalmaztuk (ablak méret = 200 nt, ablak elmozdulásának mérete = 20 nt) 95%-os 

szignifikanciaszinten (Boni et al., 2007; Gibbs et al., 2000; Martin and Rybicki, 2000; Martin 

et al., 2005; Padidam et al., 1999; Posada and Crandall, 2001; Smith, 1992).  
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2.4.3 Konzervált domén detektálás 

A konzervált domén detektálást a CDD v3.13 programmal végeztük, mely a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi internetes címen elérhető. A CDD a 

RPS-BLAST-ot (Reverz Pozíciós-Specifikus Blast) használja, melyet az alapbeállításokkal 

alkalmaztunk (Marchler-Bauer et al., 2015). 

3. Eredmények 

3.1 A begyűjtött PVS izolátumok molekuláris jellemzése 

3.1.1 A CP régió molekuláris jellemzése 

A munkánk során 22 PVS izolátumot gyűjtöttünk 4 országból. Az általunk kidolgozott 

Nested PCR módszer alkalmasnak bizonyult a PVS detektálására. A módszer segítségével 

felszaporítottuk a köpenyfehérje régiót tartalmazó szakaszt és meghatároztattuk a 

nukleitidsorrendjüket. A köpenyfehérjét kódoló ORF5 régió minden izolátumunk esetében 

885 nukleotid hosszú a stop kodonnal együtt. A régióról transzlálódó köpenyfehérje 294 

aminosavból áll és megközelítőleg 33 kDa nagyságú. A fehérjéknek csak az N-terminális 

végén az első 38 aminosav változékony, a közepüknél összesen 5 pozícióban figyelhető meg 

aminosav eltérés, míg a C-terminális végük homológ. 

3.1.2 A teljes genomok molekuláris jellemzése 

Három magyar, három ukrán és egy lengyel PVS izolátum teljes genomját hat átfedő 

régióban (PVS1-PVS6) megsokszoroztuk PCR-technika segítségével. Az általunk kidolgozott 

módszer lehetőséget nyújt a PVS genomok szekvenciájának gyors és egyszerű 

meghatározására.  

A vizsgált izolátumok mindegyike az Ewa kivételével 8485 nukleotid hosszúságú 

(Ewa: 8482 nt). Minden vizsgált izolátum genomjának 5’-végén 62 nukleotid hosszú nem 

transzlálódó régió (5’ UTR) helyezkedik el, majd 6 nyílt leolvasási keret következik. Az 

ORF1 5928 nukleotid (63-5990 nt) hosszú, az Ewa izolátumnál ez a szakasz 5925 nukleotid 

hosszúságú (63-5987 nt). Az ORF2 732 nukleotid hosszú és 14 bázisos átfedésben van az 

ORF1-el. Az ORF3 327 nukleotid és 23 nukleotid az átfedés az ORF2-vel, míg az ORF4 a 

legrövidebb nyílt leolvasási keret 198 nukleotid hosszú és 37 nukleotid átfedésben van az 

ORF3-mal. Az ORF5-nél két lehetséges start kodont figyeltünk meg. Az első 6969. (Ewa: 

6966.), a második pedig 249 nukleotiddal a 3’ vég irányába a 7218. (Ewa: 7215.) pozícióban 

helyezkedik el a genomon. Az ORF6 285 nukleotid hosszú és szintén átfedésben (4 nt) van az 

előtte lévő szakasszal. Az izolátumok a 3’UTR-t (102 nt) követően poliadenilált véggel 

rendelkeznek.  
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A vizsgált 7 saját izolátum komplett genomját összehasonlítottuk az NCBI 

adatbázisban található teljes genom szekvenciával rendelkező PVS izolátumokkal. A 

filogenetikai vizsgálat során a törzsfán az izolátumok két ágon helyezkednek el. A kékkel 

jelölt csoportban az andesi törzsbe (PVS
A
) tartozók, míg a sárgával jelölt csoportban a 

közönséges törzshöz (PVS
O
) tartozó izolátumok találhatók. A két csoport között, a 

közönséges törzshöz közelebbi rokonságot mutatva, helyezkedik el Vltava izolátum. Ennek az 

izolátumnak külön PVS
REC

 elnevezésű csoportot alkottunk. PVS
A 

csoportba tartozó két 

izolátumnál a filogenetikai fa ágának hosszából arra következtetünk, hogy a rokonság igen 

távoli a fajon belül. A PVS
O
 csoporton belül két alcsoport rajzolódik ki. Az ’A’ csoportban, 

melyben a Bonita is megtalálható, a 09.369 közeli rokonságot mutat a két amerikai 

izolátummal. A ’B’ csoportban az ukrán izolátumaink szoros rokonságot mutatnak a lengyel 

Ewa izolátumunkkal és közös rokonságot feltételezhetünk a 89.249 izolátumunkkal és a 

Leona őseivel. 

Az ORF1 a leghosszabb nyílt leolvasási keret a PVS genomon, melyről a a replikáz 

fehérje transzlálódik. A vizsgált izolátumok esetében a régióról átíródó fehérje 1975 

aminosavból áll és megközelítőleg 223 kDa nagyságú (222,769-223,435 kDa). Ennek a 

fehérjének kiugróan magas a leucin tartalma, több mint 10%. A második leggyakoribb 

aminosav az alanin (~7,75%). Az Ewa izolátumban egy nukleotid triplet deléció található a 

432. nukleotid után, mely sem a többi általunk vizsgált, sem az NCBI-ban található 

izolátumban nem megfigyelhető. Az ukrán és lengyel izolátumok esetében megfigyelhető 

jellemző aminosav motívumok (S475I619T688L794N862), melyek szintén közös származásra 

utalnak. Az NCBI GenBank konzervált domén adatbázisával (CDD) összevetve a 223K 

fehérjén 6 domént detektáltunk, melyből 3 specifikus és 3 nem specifikus találat. A 3 

specifikus találat elhelyezkedése a 223K fehérjén a következő: A virális metiltranszferáz (43-

352 aa), az OTU-szerű cisztein proteáz (900-994 aa), az AAA (ATPáz egyéb sejtszintű 

funkcióval) domén (1171-1285 aa). A 3 nem specifikus találat elhelyezkedése a fehérjén a 

következő: A carlavírus endopeptidáz (999-1087 aa), virális (szupercsalád 1) RNS helikáz 

(1181-1423 aa); RNS függő RNS polimeráz (1766-1854 aa)
1
. Az Alex és a 09.369 izolátumok 

esetében a helikáz multidoménen még egy AAA (1175-1263 aa) és egy SSL2 (Suppressor of 

Stem-Loop) (1181-1275 aa) domént is detektáltunk. 

Az ORF2 régió hosszában nincs eltérés az izolátumaink között. Erről a szakaszról egy 

243 aminosavat tartalmazó fehérje transzlálódik, mely az irodalom szerint 25 kDa nagyságú, 

viszont a CLC Main Workbench program minden esetben ~27 kDa molekulatömegűre 

                                                 
1
 Az Ewa izolátum esetében a deléció miatt a régiók pozíciója egy 

aminosavval előrébb csúszik. 
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kalkulálta. A régióban megfigyeltünk törzs specifikus aminosav motívumokat. A közönséges 

törzs esetében D170I172G212 motívum, míg az andesi törzs esetében az E170V172S212 aminosav 

motívum a jellemző az ORF2-ben. A törzsekre jellemző konzervált aminosavak lehetőséget 

nyújtanak egy esetleges törzs specifikus diagnosztikai módszer kidolgozására. A 84. 

pozícióban elhelyezkedő valin (V84) az ukrán és a lengyel izolátumok sajátsága. A CDD-vel 

összevetve a 25K fehérjén a 40-235 aminosav pozícióban virális RNS helikáz (szupercsalád 

1) multidomént azonosítottunk az izolátumainkban. A Bonita 25K fehérje C-terminlás 

szekvenciáján nem specifikus találatként detektáltuk a CIDE_N_ICAD cell death-inducing 

effector, N-terminal, inhibitor of caspase-activated DNase) domént (185-235 aa), ez a találat a 

többi izolátumra nem jellemző.  

Az ORF3-ról egy 108 aminosavból álló, megközelítőleg 12 kDa (11,79-11,83 kDa) 

nagyságú fehérje transzlálódik. Törzsspecifikus aminosav motívum ebben a régióban is 

található, a PVS
O
 törzsre a H73P97, a PVS

A
 törzsre az Y73Q97 a jellemző. A CDD-vel 

specifikus találatként növényi vírusokra jellemző mozgási fehérje (3-103 aa) domént 

azonosítottunk minden saját izolátumban. Az Ewa esetében a program multidoménként valin-

tRNS ligázt (4-45 aa) és nem specifikus találatként a katalítikus mag doménjét (4-31 aa) 

detektálta. 

Az ORF4-ről a legkisebb fehérje transzlálódik, ami 66 aminosavból épül fel és 

megközelítőleg 7 kDa (7,31-7,33 kDa) nagyságú. Törzsspecifikus aminosav motívumot ez a 

fehérje is tartalmaz, a közönséges törzs estében R51G61, ami a PVS
A
 törzsben K51R61. A 

konzervált domén vizsgálat esetében 12-65 aminosav helyzetben a 7 kDa köpenyfehérje 

domént azonosítottuk.  

Az ORF5 azonosításakor két lehetséges start kodont (AUG1, AUG2) detektáltunk, 

egymástól 249 nukleotid távolságra. Az AUG1 esetében egy 377 aminosavból álló, 

megközelítőleg 42 kDa-s (41,66-41,84 kDa) fehérje transzlálódik. A szekvenciák illesztésekor 

megfigyelhető, hogy a fehérje N-terminális vége változékony, míg a C-terminális vége 

konzerváltabb. Törzsspecifikus aminosav motívumot ezen a szakaszon is megfigyeltünk. A 

közönséges törzsre a H3G16S47T91, míg az andesi törzsre az N3S16G47G57S91 a jellemző. A 

közönséges törzsbe tartozó SW-14 a 16. pozícióban a glicin helyett arginint tartalmaz. Az 

AUG2 esetében az előzőnél 83 aminosavval kisebb, 294 aminosavból álló fehérje íródik át. 

Minden izolátumunkon két domént azonosítottunk specifikus találattal. A carlavírus 

specifikus köpenyfehérje domén (Flexi_CP_N) a 48-99 aminosav pozícióban, míg a flexivírus 

specifikus köpenyfehérje domén (Flexi_CP) a 108-247 aminosav pozícióban helyezkedik el. 

Az ORF6 egy 94 aminosavból álló, megközelítőleg 11 kDa (10,83-10,74 kDa) 

nagyságú fehérjét kódol és tartalmaz törzsspecifikus aminosav motívumokat. A közönséges 

törzsre a D4Q81, míg az andesi törzsre az E4P81 aminosavak a jellemzők. A 11K fehérjének 
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kiugróan magas az arginin tartalma. A 11K fehérje konzervált domén analízise során a 1-89 

aminosav pozícióban minden izolátum esetében azonosítottuk, specifikus találattal a 

Carla_C4 szupercsaládhoz tartozó a carlavírusokra jellemző putatív nukleinsav-kötő fehérje 

motívumot.  

A Potato virus S izolátumokkal végzett vizsgálatok alkalmával 6 potenciális 

rekombinációs eseményt detektáltunk az RDP4.39 Beta programcsomaggal. Az első 

lehetséges rekombinációs eseményt (rekombinációs esemény 1) a Vltava izolátumnál 

figyeltük meg. A rekombinálódó szakasz 6116-8518 nukleotid között tálalható. Ez esetben a 

közönséges törzsbe tartozó Ewa a major szülő és az andesi törzsbe tartozó BB-AND adja a 

minor szülői részt. A törzsfán is megfigyelhető, hogy a major szülőtől származó régióban a 

rekombináns Vltava a Leona és az Ewa közelében a közönséges törzs tagjai között foglal 

helyet, míg a minor szülő régiót vizsgálva a BB-AND izolátummal az andesi törzset 

képviselik. A rekombinációs esemény 2-es esetén a 89.249 izolátum a potenciálisan 

rekombináns, mely genomjának a nagyobb része (2805-8475 nt) feltételezhetően a Valery-

ből, míg kisebb része (1-2804 nt és 8476-8627 nt) az Ewa-ból származik. A régiókról készült 

törzsfa átrendeződése is alátámasztja ezt a feltételezést. A rekombinációs esemény 3-as esetén 

a lengyel Ewa a rekombináns és genomjának nagy része (2795-8518 nt) a Vltava izolátumból, 

míg kisebb része (1-2794 nt és 8519-8627 nt) a Valery-ből származik. A rekombinálódó 

régióban az Ewa az ukrán izolátumokkal közös ágon helyezkedik el a törzsfán. Korábbi 

vizsgálataink is alátámasztják a lengyel és az ukrán izolátumaink közeli rokonságát. A 

rekombinációs esemény 4-es alkalmával ismét az Ewa a potenciálisan rekombináns izolátum. 

Az elemzés eredményeképp a Leona izolátumból származik az 1-5971 és 7231-8627 

nukleotid közti szakasz, míg a kisebb rész az 5972-7230 nukleotid közti a Valery-ből. A 

rekombinálódó szakasz a három TGB fehérjét tartalmazza. Szintén a már említett közeli 

rokonságra következtetünk, melyet a rekombinációs régiók törzsfája is igazol. A 

rekombinációs esemény 5-ös esetén mind a három ukrán izolátumot tekintjük 

rekombinánsnak. A 2761-8150 nukleotid közti régiót a 09.369 izolátumból származtatjuk, 

míg a 1-2760 és 8151-8627 nukleotid közti szakaszt a Leona-ból. A major régió törzsfáján az 

ukrán izolátumok még egy külön álló ágat képeznek, a minor régió esetében a Leona is ezen 

ágon helyezkedik el, a szekvencia szakasz közeli rokonságát prezentálva. A rekombinációs 

esemény 6-os eredményeképp a Yunnan YN a rekombináns, a WaDef-US izolátumból 

származtatjuk a 1-4445 és 4878-8627 nukleotid közti régiót, míg az Id4106-US izolátumból a 

4446-4877 nukleotid közti régiót. Az analízis alapján lehetséges, hogy a kínai izolátum két 

amerikai származású izolátum rekombinálódása folytán keletkezett. A rekombinációs 

esemény a filogenetikai törzsfákról is leolvasható. Ezt az eseményt a 9 algoritmusból, csupán 

3 (RDP, GENECONV, Bootscan) támogatja. 
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3.2 Új tudományos eredmények  

1. Kidolgoztunk egy Nested PCR-technikán alapuló diagnosztikai módszert, mellyel 

alacsony víruskoncentráció esetén is megbízhatóan detektálható a PVS. A módszerrel 

felszaporított szakasz a teljes köpenyfehérje gént tartalmazza. 

2. A kifejlesztett diagnosztikai módszer segítségével 1 lengyel, 1 tanzániai, 3 ukrán és 17 

magyar izolátum köpenyfehérje gén szekvenciáját határoztuk meg és feltártuk rokonsági 

kapcsolataikat. A szekvenciákat feltöltöttük a nemzetközi adatbankba. 

3. Kidolgoztunk egy PCR-technikán alapuló eljárást, mellyel 6 átfedő régióban 

megsokszorozható a PVS teljes genomja, így egyszerűen és gyorsan meghatározható a 

vírus örökítő anyaga. 

4. A 3 magyar, 3 ukrán és 1 lengyel PVS izolátum teljes genom szekvenciáját 

meghatároztuk az általunk kidolgozott módszerrel. A szekvenciákat a nemzetközi 

adatbázisban közzétettük, ezzel nagymértékben bővítettük az adatbázis PVS teljes genom 

szekvencia gyűjteményét.  

5. Az elvégzett konzervált domén vizsgálattal új információkat szolgáltattunk a PVS 

gének lehetséges funkcióiról. 

6. Számos olyan aminosav-motívumot azonosítottunk, melyek ismeretében különösebb 

elemzés nélkül az izolátumok törzsekbe sorolhatók. 

7. Rekombinációs vizsgálatainkkal bizonyítottuk, hogy az PVS genomjára jellemzőek az 

intermolekuláris átrendeződések, a vizsgálatok alkalmával 6 potenciális rekombinációs 

eseményt detektáltunk, melyek közül 5 eddig még nem került leírásra a nemzetközi 

irodalomban.  

8. Javaslatot tettünk egy új törzs, a rekombináns törzs létrehozására. 

4. Következtetések 

A 3 magyar, 3 ukrán és 1 lengyel PVS izolátum teljes genom szekvenciáját 

meghatároztuk és megállapítottuk, hogy felépítésük megegyezik a Matoušek és munkatársai 

(Matousek et al., 2005) által leírt PVS izolátuméval. A 7 saját izolátum komplett genomja és 

az NCBI adatbázisban található teljes genom szekvenciák alapján elkészítettük a filogenetikai 

törzsfát. A két törzs ezen a törzsfán is nagy jól elkülönül, viszont a Vltava, a két csoport 

között, egy külön ágat képvisel. A Vltava Duarte és munkatársai (Duarte et al., 2012) szerint a 

két törzsből származó rekombináns izolátum. Az eredményt a mi vizsgálataink is 

alátámasztják. Erre alapozva javasoljuk egy új törzs elkülönítését PVS
REC

 elnevezéssel. A 

vizsgálatok azt mutatják, hogy az ukrán izolátumok, melyek aminosav szinten csak 
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replikázban különböznek egymástól, közeli rokonságban állnak a lengyel izolátummal is. A 

lehetséges közös származást a rekombinációs vizsgálat eredményei is támogatják. 

Meggyőződésünk, hogy a 09.369 magyar izolátum amerikai ősöktől származik, ezt minden 

régió vizsgálata alátámasztja.  

ORF1 régió 

Az ORF1 régió által kódolt fehérjén számos fehérje domént detektáltunk az 

izolátumainkon. Az N-terminális végen specifikus találatként azonosítottuk a metiltranszferáz 

domén. Kutatók szerint a metiltranszferáz szerepet játszik a sapka struktúra kialakításában, 

mellyel növeli a vírus RNS stabilitását és a transzláció iniciációjához is elengedhetetlen 

(Ahola et al., 2000; Ahola et al., 1997; Kong et al., 1999; Rozanov et al., 1992). Ennek 

kapcsán a Potato virus S-t összehasonlítottuk az NCBI adatbázisban teljes genom 

szekvenciával rendelkező Carlavirus nemzetségbe tartozó másik 34 fajjal. A PVS-t a 

vizsgálatok során a saját 89.249 izolátum képviseli. A nemzetségbe tartozó fajok esetében is 

minden fajból egy izolátum szerepel a vizsgálatokban. A Carlavirus nemzetség vizsgálatakor 

számos konzervált aminosav motívumot detektáltunk a metiltranszferáz doménen, ilyenek 

például az YLSP, az SHP, vagy a LEN, melyek minden bizonnyal esszenciálisak a 

carlavírusok számára. 

A második specifikus talalálat az OTU-szerű cisztein proteáz. Ebbe a fehérjecsaládba 

olyan fehérjék tartoznak amelyek homológok a Drosophila fajok petefészekrák (ovarian 

tumor, OTU) génjével. Tagjai között olyan fehérjék szerepelnek, melyek eukariótából, 

vírusokból és patogén baktériumból származnak. A konzervált cisztein és hisztidin és esetleg 

aszparaginsav képviselik a katalitikus aminosavakat a feltételezhetően proteáz funkció során 

(Makarova et al., 2000). A tapasztalt aminosav szekvencia homológia alapján feltételezzük, 

hogy a PVS izolátumokban is proteáz aktivitása van a fehérjeszakasznak. Ezt a feltételezést 

erősíti, hogy a domén közvetlen folytatásaként egy proteáz szerepű carlavírus endopeptidázt 

detektáltunk. Véleményünk szerint a két domén közösen látja el a funkciót. A carlavírus 

endopeptidáz családban (Merops peptidáz adatbázisban C23-as család) Lawrence és 

munkatársai a Blueberry scorch virus (BBScV) 223K fehérjén azonosítottak egy papain-szerű 

proteináz domént. Feltétlezésük szerint az autoproteolízis katalítikus aminosavai a C994H1075, 

vagy a C895H984 (Lawrence et al., 1995). A PVS genomok és a Carlavirus nemzetség 

többszörös illesztése során megfigyeltük, hogy a BBScV C994H1075 aminosavai minden 

carlavírusra változás nélkül jellemző. Ez alapján feltételezzük, hogy ezen aminosavak ebben a 

pozícióban eszenciálisak a vírusok működéséhez. A BBScV C895H984 aminosavai is 

konzerváltak a carlavírusok esetében. Van néhány kivétel (Cowpea mild mottle virus, 

Aconitum latent virus, Potato latent virus, Sweet potato chlorotic fleck virus), melyeknél a 
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nukleinsav változás aminosav változásban is megnyílvánul, mégis funkcióképes marad a 

vírus. Korábban a BBScV-vel végzett a deléciós vizsgálatokkal Lawrence és munkatársai is 

erre a véleményre juttottak Ennek kapcsán a Potato virus S-t összehasonlítottuk az NCBI 

adatbázisban teljes genom szekvenciával rendelkező Carlavirus nemzetségbe tartozó másik 

34 fajjal. A PVS-t a vizsgálatok során a saját 89.249 izolátum képviseli. A nemzetségbe 

tartozó fajok esetében is minden fajból egy izolátum szerepel a vizsgálatokban (Lawrence et 

al., 1995). Ezt figyelembe véve feltételezzük, a PVS esetében a BBScV C994H1075 

aminosavainak megfelelően, a C1003H1084 (Ewa: C1002H1083) az autoproteolízis katalítikus 

aminosavai. A doménen a többszörös illesztés alkalmával megfigyeltünk egy glicint (G1040) és 

egy arginint (R1228)
2
, melyek szintén minden vizsgált carlavírusban fontos funkciót láthatnak 

el. Az aminosav pozíció meghatározása a saját PVS izolátumaink alapján került megadásra. 

A harmadik specifikus találat az AAA_22 domén. Ezt a találatot az ABC-

transzporterek fehérje szupercsaládba sorolta a program. Az ABC-transzporterek (ATP-kötő 

kazetta transzporterek, ATP-binding casette transporters) az egyik legnagyobb és legősibb 

fehérje szupercsalád tagjai. Képviselői megtalálhatók minden létező taxonban a prokariótáktól 

az emberig. A nukleotid-kötő domén mutatja a legnagyobb hasonlóságot a család minden 

tagjánál. Ezek a transzmembrán fehérjék rendkívül sokféle anyag membránon való átjuttatását 

végezhetik, a sejtmembránon vagy a sejt belső membránjain keresztül(Dean et al., 2001). Az 

AAA család egy viszonylag új család az ATPázok körében. Az AAA motívum erősen 

kozervált, mely ~230 aminosavból áll, Walker motívumot tartalmaz, ami ATPáz aktivitású. 

Az ATPáz aktivitás mellett számos külnböző sejtszintű funkciójuk lehet, mint a sejt-ciklus 

szabályozás, proteolízis, citoszkeleton szabályozás, vagy a vezikulum közvetített fehérje 

transzport (Patel and Latterich, 1998; Walker et al., 1982). Az AAA doménnel átfedésben 

detektáltuk a virális RNS helikáz multidomént. Virális RNS helikáz (szupercsalád 1) 

csoportba tartozók domének helikáz és NTPáz tevékenysége már bizonyított (de Cedron et al., 

1999). A multidoménen az Alex és a 09.369 izolátum esetében még egy AAA és egy SSL2 

domént azonosítottunk. Kimutatták, hogy az SSL2 génnek nukleinsav javító mechanizmus 

mellett, ATPáz illetve helikáz aktivitása is lehetséges (de Cedron et al., 1999; Gulyas and 

Donahue, 1992). Mivel találat esetében a doménnek van NTPáz tevékenysége, mellyel az 

izolátumaink fehérjéje szekvencia homológiát mutat, kijelenthetjük, hogy a fehérje régiónak 

biztosan hasonló szerepe van a PVS replikációjában. Izolátumainkban a virális (szupercsalád 

1) RNS helikáz domén N-terminális részén tartalmazza a GAGKS (1181-1185 aa, Ewa: 1180-

1184 aa) konzervált motívumot. Ez a konzervált motívum a carlavírusok esetében a GXGKS-

sel jellemezhető, ami alátámasztja a kutatók korábbi eredményeit (Gorbalenya et al., 1988; 

                                                 
2
 aminosav pozíció a saját PVS izolátumaink alapján 
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Zimmern, 1987). A doménen azonosítottunk egy konzervált motívumot, mely minden 

carlavírusban változatlanul TFGESTG szekvenciájú.  

Az ORF1-ről transzlálódó fehérje C-terminális végén azonosítottuk az RdRp domént. 

Az RdRp katalizálja a komplementer RNS szál szintézisét egy adott RNS templátról, ennek 

segítségével replikálódnak a negatív szálak, a pozitív szálak és a szubgenomi RNS-ek is 

(O'Reilly and Kao, 1998). Ennek tudatában feltételzzük, hogy a 223K fehérje C-terminális 

része látja el a vírus replikáció során az RNS polimeráz funkciót. 

Vizsgálataink eredmény alapján kijelentjük, hogy az ORF1 egy replikáz funkciójú 

fehérjét kódol. A PVS replikázán a metiltranszferáz, a helikáz és az RNS-függő RNS-

polimeráz domének elhelyezkedése illetve azok jellemzői megfelelnek a Carlavirus 

nemzetség más tagjainál tapasztaltakkal (Matousek et al., 2005). Azonosítottunk még két 

proteáz aktivitású domént egymás közvetlen közelében. Úgy gondoljuk, hogy a két domént 

tartalmazó 187 aminosavból álló szakasz autoproteolízist végez. 

ORF2 régió 

Az ORF2 által kódolt fehérje, mely 25 kDa nagyságú, hasonlóan az ORF1-hez 

tartalmazza az NTPáz/helikáz domént, melyben a konzervált G-GKSS/T motívum 

megtalálható (Gorbalenya et al., 1988; Lin et al., 2009; Zimmern, 1987). A saját mintáink 

esetében ez a motívum GAGKS szekvenciájú, ahogy az előző régióban is, és a 25K fehérje N-

terminális végéhez közel (47-51 aa) helyezkedik el. A virális RNS helikáz funkciót a 

konzervált domén vizsgálunk is alátámasztja a 40-235 aminosav pozícióban azonosított 

multidomén formájában. 

A Bonita 25K fehérje C-terminlás szekvenciáján nem specifikus találatként 

detektáltuk a CIDE_N_ICAD domént (185-235 aa). Bár a CDD nem specifikus találatként 

matematikailag megbízható eredménynek azonosította a CIDE_N_ICAD domént, mi ezt az 

eredményt nem fogadjuk el, csupán véletlen szekvencia homológiának tartjuk a Bonita 

esetében. 

ORF3 régió 

Az ORF3 által kódolt fehérje a TGBp2, mely 12 kDa nagyságú és két hidrofób 

régióval rendelkezik, melyet a mi vizsgálataink is alátámasztanak (Lin et al., 2009). Ezzel a 

tulajdonsággal a vírusnak lehetősége van a sejtről sejtre való terjedésre. Ezt támasztja alá a 

CDD vizsgálat eredménye is, miszerint specifikus találatként növényi vírusokra jellemző 

mozgási fehérje (3-103 aa) domént azonosítottunk minden saját izolátumban. A növényi vírus 

mozgási fehérje szupercsalád magába foglalja számos ismert növényi vírus mozgási 

fehérjéjét, több különböző ssRNS növényi vírus családból, tartalmazza többek között a 

Potexvirus, Hordeivirus és a Carlavirus nemzetség tagjaiét is (Scott et al., 1994). 
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A fehérje N-terminális végén detektált kisebb domén egy aminoacil-tRNS szintetáz, a 

valil-tRNS szintetáz mag doménje. Kutatók szerint minden szervezet számára esszenciális az 

aminoacil-tRNS szintetáz. Ez az enzim olyan monomer, amely aminoacetilálja a nukleotidok 

2'-OH csoportját a t-RNS-ek 3’ végén a transzláció során, ismert még ligáz és dinukleotid-

kötő tulajdonsága is. A mag domén alapja egy glicin gazdag, ún. Rossmann-motívum 

(GxGxxG), amely jellegzetes ATP-kötő motívum (Szymanski et al., 2000; Venkatachalam et 

al., 1999). Bár a jellegzetes Rossmann-motívumot nem tartalmazza a vírus fehérje, mégis úgy 

gondoljuk, hogy a detektált doménnek lehet hasonló funkciója. 

ORF4 régió 

Az ORF4 régió a legrövidebb kódoló szakasz a PVS izolátumok genomján, melyről 

értelemszerűen a legkisebb fehérje, a 7K íródik át. A 7K fehérje az N-terminális végén erősen 

hidrofób részt tartalmaz, melynek az intercelluláris mozgásban van szerepe (Ju et al., 2005; 

Morozov et al., 1987; Schepetilnikov et al., 2005). Morozov és munkatársai szerint ez a 

hidrofób szegmens szignálként is funkcionál az endoplazmatikus retikulumba való bejutáshoz 

(Morozov et al., 1991).  

ORF5 régió 

Az ORF5 esetében két lehetséges start kodont (AUG1, AUG2) detektáltunk, 

egymástól 249 nukleotid távolságra. Az AUG1 esetében megközelítőleg 42 kDa-os, míg az 

AUG2 esetében megközelítőleg 33 kDa-os fehérje íródik át. A két startkodon jelentőségét már 

potexvírusok esetében vizsgálták. Kutatók szerint CP N-terminális régiója az AUG1 utáni 

szakasz fontos a TGBp1-el együtt a vírus sejtről sejtre mozgásához, viszont ez a rész 

nélkülözhető a virionképzéskor. A köpenyfehérje alegységek pedig az AUG2 utáni szakaszról 

transzlálódnak (Ozeki et al., 2009; Verchot-Lubicz et al., 2007). A fehérjének ezen 

tulajdonságát a konzervált domén vizsgálatunk is támogatja. Az AUG2 utáni fehérjén a 

carlavírus specifikus köpenyfehérje domént és a flexivírus specifikus köpenyfehérje domént 

detektáltuk. 

A saját izolátumaink is tartalmazzák a konzervált hidrofób aminosav motívumot 

(AGFDFFDGLL), mely minden fonál alakú vírusra jellemző (Foster and Mills, 1991; Koonin 

and Gorbalenya, 1989). 

ORF6 régió 

Az irodalmak alapján az ORF6 régió a ciszteinben gazdag nukleinsav-kötő fehérjét 

(nucleic acid binding protein, NABP) kódolja. Ez a fehérje felelős a levéltetűvel történő 

átvitelért, a géncsendesítés szupresszálásáért (Chiba et al., 2006; Foster, 1991; Foster and 

Mills, 1992; Gramstat et al., 1990). A konzervált domén vizsgálat alkalmával specifikus 
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találatként carlavírusokra jellemző putatív nukleinsav-kötő fehérje motívumot azonosítottunk. 

A carlavírus nukleinsav-kötő fehérje család tartalmazza a potenciális C-4 típusú cink-ujjat, 

melynek alapja négy konzervált cisztein (Foster and Mills, 1990). A PVS izolátumainkban a 

cink-ujj motívum az RCWRCYRVYPPICNSKCDNRTC szekvenciájú és az 54-75 aminosav 

pozícióban helyezkedik el a fehérjén. 

A 11K fehérje valószínűleg a vírus transzkripció szabályozója és bizonyították, hogy a 

Chrysanthemum virus B cink-ujj fehérjéje közvetlen kölcsönhatásban van a kromatinnal és a 

növényi promóterekkel, így mint eukarióta transzkripciós faktorként (TF) működik (Gramstat 

et al., 1990; Lukhovitskaya et al., 2013). A tapasztalt aminosav szekvencia homológai alapján 

feltételezzük, hogy a PVS esetében ilyen funkciókat lát el a 11K fehérje. Gramstatt és 

munkatársai (Gramstat et al., 1990) által tervezett cink-ujj modell alapján megterveztük a 

saját izolátumaink modelljét, melyen Lukhovitskaya és munkatársai (Lukhovitskaya et al., 

2013) által azonosított mag lokalizációs szignált (nuclear localization signal, NLS) is jelöltük.  

3’UTR 

Foster és munkatársai (Foster et al., 1992) a Helenium virus S (HelVS) és a PVM 

genomjának 3’-végén azonosított egy putatív poliadenilációs szignált (AATAAA). Ez a 

motívum az AAGAAA szekvenciával 24 nukleotiddal a 3’-vég előtt a saját izolátumainkban 

is megtalálható. Ez a hexamer a Carlavirus nemzetségben csak a PVS izolátumokra jellemző. 

Kutatók szerint a Potato virus X 3’ UTR régióban található egy másik hexamer (ACTTAA), 

mely az RNS szintézishez nélkülözhetetlen (Batten et al., 2003). Ezt a motívumot az összes 

közönséges törzsbe tartotó PVS izolátum változatlanul tartalmazza, viszont az andesi törzs 

tagjainál a GCTTAA a jellemző szekvencia. 

Rekombinációs vizsgálatok 

Rekombinációs vizsgálataink azt bizonyítják, hogy az PVS genomjára jellemzőek az 

intermolekuláris átrendeződések. A PVS izolátumokkal végzett vizsgálatok alkalmával 6 

potenciális rekombinációs eseményt detektáltunk, melyek közül 5 eddig még nem került 

leírásra a nemzetközi irodalomban. Az általunk gyűjtött izolátumok mindegyike részt vesz az 

általunk kimutatott lehetséges rekombinációs eseményekben. Az első lehetséges 

rekombinációs eseményt (rekombinációs esemény 1), miszerint a Vltava izolátum 

rekombináns és a két törzsből származnak a szülői szekvenciák, már Duarte és munkatársai 

(Duarte et al., 2012) is megfigyelték. Ebben az esetben a Vltava az andesi törzsből 

tartalmazza azokat a régiókat, melyek a levéltetű átvihetőségért és a súlyosabb tünetek 

kialakulásáért felesősek. A közönséges törzsből a replikáz gént és a TGBp1 gén 5’-végét 

tartalmazza. Ez az esemény gyakorlati szempontból is fontos, mert ez bizonyíték arra, hogy az 

eredetileg levéltetűvel nem terjedő és enyhébb tüneteket okozó közönséges törzs tagjai 
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képesek lehetnek a jobb adaptálódási és versengési képességgel rendelkező andesi törzs 

tulajdonságait átvenni. Ez a megfigyelés magyarázatul szolgálhat a köpenyfehérje szekvencia 

alapján törzsekbe sorolt izolátumok biológiai tulajdonságainak különbségeire. A vírus 

patológiájának és átvitelének vizsgálatakor feltétlenül szükséges a teljes örökítőanyag 

szekvenciájval együtt elemezni az eredményeket, a genomban bekövetkező intermolekuláris 

átrendeződések miatt. A rekombinációs esemény 3-as esetén a lengyel Ewa izolátum nagy 

része a Vltava izolátumból, míg kisebb része a Valery-ből származik. Az eredmény alapján 

lehetséges, hogy a két törzsből származó izolátum szülő szekvenciaként részt vett egy másik 

közönséges törzshöz tartozó izolátummal való rekombinációs eseményben. A másik három 

potenciális rekombinációs esemény a közönséges törzs tagjai között történt. A jövőben nagy 

figyelmet kell fordítani a PVS molekuláris vizsgálatára és a rezisztencianemesítésre, hogy 

megelőzhessük a veszélyesebb törzsek kialakulását és elterjedését. 
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