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1. A munka el6zményei, kitiizott célok

A burgonya (Solanum tuberosum L.) az egyik legnagyobb teriileten termesztett
¢lelmiszernovény a vilagon, szdmos orszagban az alapvetd élelmezési cikkek koz¢é tartozik. A
betakaritott termésmennyiséget figyelembe véve a 4. helyet foglalja el a buza, a rizs és a
kukorica utan az élelmiszerndvények kozott (Abraham, 2009). Magyarorszagon a burgonya
termesztése nagy hagyomanyokkal rendelkezik, a hazai burgonya fajtanemesités kdzpontja
Keszthely, ahol kival6 magyar fajtakat allitanak eld.

A burgonyat szamos fitopatogén virus fertdzheti, ezek koziil 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
vilagon az egyik legelterjedtebb a burgonyat fert6z6 virusok koziil (Wetter, 1971). A virus f6
gazdanovénye a burgonya, napjainkban mar az dsszes burgonyatermesztd orszagban elterjedt
(de Bokx, 1969; de Bruyn Oubuter, 1952). A PVS kozonséges torzse nagyon sok
burgonyafajtin nem okoz lathato tlineteket, illetve egyes fajtadkon csak nagyon enyhe tiinetek
jelennek meg (Vaughan és van Slogteren, 1956). A virus jelenlétének gazdasagi jelentdségét
az adja, hogy 10-20%-kal csokkenti a termésmennyiséget (Wetter, 1971). Emiatt a virus
terjedésének megallitasa, illetve a virusmentes szaporitdanyag eldallitdsa kardinalis kutatasi
téma lehet a jovO burgonyatermesztésében.

Kutatocsoportunk 2009-2013-ban lehetdséget kapott, hogy konzorciumi tagként részt
vegyen a ,,Burgonya termesztéstechnoldgidk és markavédjegyek kifejlesztése” cimti (NKTH-
TECH-09-A3-2009-0210) palyazatban, mely kapcsan szakmai és anyagi segitséget kaptunk
tobbek kozott a burgonya S virus molekularis vizsgalatdhoz.

A munka sordn célul tliztik ki egy megbizhatdé PVS diagnosztikai mddszer
kidolgozasat, mellyel még alacsony koncentracid esetén is kimutathatd a virus. A modszer
felhasznalasaval szeretnénk meghatarozni a begylijtott izolatumok kopenyfehérje gén
nukleotidsorrendjét. A szekvencidk segitségével a sajat izolatumainkat Gsszehasonlitjuk a
vilag mas részérdl szdrmazo izolatumokkal, hogy rokonsagi viszonyaikat feltérképezhessiik.

Tovabba célul thztik ki, hogy kidolgozunk egy olyan eljarast, mellyel
meghatarozhatjuk a PVS teljes genomjanak szekvencidjat. A moddszer felhaszndlasaval
meghatarozzuk néhany sajat PVS izolatum teljes orokitéanyagénak nukleotidsorrendjét. A
szekvenciaadatokat dsszevetjiik a nemzetkozi adatbdzisban szereplé mas PVS izoldtumokéval
¢s mas rokon fajokéval, hogy szarmazasukrol ismereteket gylijthessiink. Az esetleges
intermolekularis atrendezédések azonositasanak céljabol rekombindcios vizsgalatokat
végziink. A konzervalt domén vizsgalattal szeretnénk 0j informéciokat szolgaltatni a PVS

gének lehetséges funkcioirdl.



2. Anyag és modszer

2.1 Vizsgalatok helye és ideje

A vizsgalatokat 2009 ¢és 2014 kozott a Budapesti Corvinus Egyetem

Kertészettudomanyi Kar, Novénykortani Tanszékének laboratdriumaban végeztiik.
2.2 Vizsgalatok anyaga
2.2.1 Begyiijtott virusizolatumok

Munkank soran 22 kiilonb6z6 izolatumot gyljtottiink 4 orszagbol (1. tablazat). A

mintak minden esetben burgonya csticsi levelébdl szarmaztak.

1. tablazat A begyjtott 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 klén

89.216 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.216 klén

89.217 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.217 klén

89.243 HUN, Keszthely Solanum sp. 89.243 klén

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

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

2.3 Molekularis vizsgalatok

Az Ssszribonukleinsav kivonast Spectrum™ Plant Total RNA Kit-tel (Sigma Aldrich,
St. Louis, USA) végeztiik, a gyartd utasitasa szerint. Az RT-PCR-hez a Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA) termékeit hasznaltuk. Az antiszenz primerek felhasznalasaval
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reverz transzkripcio (RT) sordn allitottuk elé a PVS nukleinsavaval komplementer cDNS elsd
szalat. A 10 ul végtérfogati reakcidelegy 4 upl 6ssznukleinsavat, 1 ul (100 uM) antiszenz
primert, 2 pl RT puffert (5X), 1 pl dNTP Mixet (5 mM), 0,5 ul RevertAid™ Premium
Reverse Transcriptase-t (200 u/ul), 0,25 ul RiboLock™ RNase Inhibitor-t (40 u/ul), 1,25 ul
desztillalt vizet tartalmazott. Az 6ssznukleinsavat az antiszenz primer jelenlétében 65 °C-on 5
percig inkubaltuk, majd az elegyet 5 percen keresztiil jégen hutottiik. Ezt kovetden adtuk
hozza a reakcioelegy tobbi komponensét, ezutan 30 percen 4t tartd reverz transzkripcid
kovetkezett 50 °C-on, majd 85 °C-on 5 perc alatt inaktivaltuk az enzimet. A cDNS szintézist
kovetden a virusgenomot hat atfedd régidban megsokszoroztuk a PCR optimalizalasaval, az
antiszenz ¢€s szenz primerek segitségével. A PCR-analizis 50 pl végtérfogatu reakciodelegye 3
ul cDNS-t, 5 ul Taqg puffert (10x), 3 ul MgCly-t (25 mM), 2 ul dANTP Mixet (5 mM), 1-1 ul
antiszenz és szenz primert (20 uM), 0,5 ul Tag DNS polimerazt (5 u/ul), 34,5 pl desztillalt
vizet tartalmazott. A PCR-terméket a High Pure Purification Kit-tel (Roche, Basel,
Switzerland) tisztitottuk, majd pGEM-T Easy Vektorba ligaltuk. A ligalast kdvetéen a
rekombinans plazmidot E. coli DH5a, vagy TG90-es, illetve JM 109-es kompetens sejtekbe
hésokkos modszerrel transzformaltuk (Orkin, 1990).

2.4 Bioinformatikai vizsgalatokhoz felhasznalt programok
2.4.1 Szekvencia analizis

A szekvencidk Osszeillesztéséhez €s elemzéséhez a CLC Sequence Viewer 7.6, illetve
a CLC Main Workbench (QIAGEN, Aarhus, Denmark,) software csomagot hasznaltuk. A
Neighbor Joining (NJ), UPGMA (Unweighted Pair Group Method) analiziseket hasznaltuk a
filogenetikai torzsfak készitésekor a Jukes—Cantor korrekcidos rata figyelembe vételével
(Jukes, 1969). A filogenetikai vizsgalatok soran a statisztikai megbizhatosagot a program
1000 ismétlést alkalmazd bootstrap analizise biztositotta. Hidrofobicitas értékeket a Kyte és
Doolittle képlet alapjan szamitja program, 9 aminosav ablak szélességgel (Kyte and Doolittle,
1982).

2.4.2 Rekombinacios vizsgalatok

A potencidlis rekombindcios események detektalasara az RDP4.39 Beta programot
hasznaltuk (Martin és mtsai., 2010). A program altal hasznalt médszereket (RDP, Chimaera,
BootScan, 3Seq, GENECONV, MaxChi, és SiScan) az alapértelmezett paraméterekkel
alkalmaztuk (ablak méret = 200 nt, ablak elmozdulasanak mérete = 20 nt) 95%-0s
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).



2.4.3 Konzervalt domén detektalas

A konzervalt domén detektalast a CDD v3.13 programmal végeztik, mely a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi internetes cimen elérhet6. A CDD a
RPS-BLAST-ot (Reverz Pozicios-Specifikus Blast) hasznalja, melyet az alapbeallitasokkal
alkalmaztunk (Marchler-Bauer et al., 2015).

3. Eredmények

3.1 A begyiijtott PVS izolatumok molekularis jellemzése
3.1.1 A CP régié molekularis jellemzése

A munkank soran 22 PVS izolatumot gy(ijtottiink 4 orszagbol. Az altalunk kidolgozott
Nested PCR modszer alkalmasnak bizonyult a PVS detektalasara. A modszer segitségével
felszaporitottuk a kopenyfehérje régiot tartalmazd szakaszt és meghataroztattuk a
nukleitidsorrendjiiket. A kopenyfehérjét kodoldé ORFS régié minden izolatumunk esetében
885 nukleotid hosszt a stop kodonnal egyiitt. A régiordl transzlalodd kdpenyfehérje 294
aminosavbol all és megkozelitdleg 33 kDa nagysagu. A fehérjéknek csak az N-terminalis
végén az elsé 38 aminosav valtozékony, a kdzepiiknél dsszesen 5 pozicioban figyelheté meg

aminosav eltérés, mig a C-terminalis végiik homolég.
3.1.2 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. Az altalunk kidolgozott
modszer lehetdséget nyajt a PVS genomok szekvencidjdnak gyors és egyszeri
meghatarozasara.

A vizsgalt izolatumok mindegyike az Ewa kivételével 8485 nukleotid hosszusagu
(Ewa: 8482 nt). Minden vizsgalt izolatum genomjanak 5’-végén 62 nukleotid hosszii nem
transzlalodo régio (5° 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
hosszusagu (63-5987 nt). Az ORF2 732 nukleotid hosszt és 14 bazisos atfedésben van az
ORF1-el. Az ORF3 327 nukleotid és 23 nukleotid az atfedés az ORF2-vel, mig az ORF4 a
legrovidebb nyilt leolvasasi keret 198 nukleotid hosszt €és 37 nukleotid atfedésben van az
ORF3-mal. Az ORF5-nél két lehetséges start kodont figyeltiink meg. Az elsé 6969. (Ewa:
6966.), a masodik pedig 249 nukleotiddal a 3’ vég irdnyaba a 7218. (Ewa: 7215.) pozicidban
helyezkedik el a genomon. Az ORF6 285 nukleotid hosszl és szintén atfedésben (4 nt) van az
elétte 1évo szakasszal. Az izolatumok a 3’UTR-t (102 nt) kdvetden poliadenilalt véggel

rendelkeznek.



A vizsgalt 7 sajat izolatum komplett genomjat Osszehasonlitottuk az NCBI
adatbazisban taldlhat6 teljes genom szekvenciaval rendelkez6 PVS izolatumokkal. A
filogenetikai vizsgélat soran a torzsfan az izoldtumok két dgon helyezkednek el. A kékkel
jelolt csoportban az andesi torzsbe (PVSA) tartozok, mig a sargaval jelolt csoportban a
kozonséges torzshoz (PVS®) tartozé izolatumok taldlhatok. A két csoport kozott, a
kozonséges torzshoz kozelebbi rokonsagot mutatva, helyezkedik el Vltava izolatum. Ennek az

SREC elnevezésii csoportot alkottunk. PVS™ csoportba tartozd két

izolatumnak kiilon PV
izolatumnal a filogenetikai fa dganak hosszabol arra kovetkeztetiink, hogy a rokonsag igen
tavoli a fajon beliil. A PVS® csoporton beliil két alcsoport rajzolodik ki. Az *A’ csoportban,
melyben a Bonita is megtalalhato, a 09.369 kozeli rokonsdgot mutat a két amerikai
izolatummal. A ’B’ csoportban az ukran izolatumaink szoros rokonsagot mutatnak a lengyel
Ewa izoldtumunkkal és kozds rokonsdgot feltételezhetiink a 89.249 izoldtumunkkal és a
Leona 6seivel.

Az ORF1 a leghosszabb nyilt leolvasasi keret a PVS genomon, melyrdl a a replikaz
fehérje transzlalodik. A vizsgalt izoldtumok esetében a régiordl atirodd fehérje 1975
aminosavbol all és megkozelitbleg 223 kDa nagysagu (222,769-223,435 kDa). Ennek a
fehérjének kiugréan magas a leucin tartalma, tobb mint 10%. A masodik leggyakoribb
aminosav az alanin (~7,75%). Az Ewa izolatumban egy nukleotid triplet deléci6 talalhato a
432. nukleotid utdn, mely sem a tobbi altalunk vizsgalt, sem az NCBI-ban talalhato
izoldtumban nem megfigyelhetd. Az ukran és lengyel izolatumok esetében megfigyelhetd
jellemzé aminosav motivumok (Ss7sle19Tessl7904Nsgs2), melyek szintén kézds szarmazdsra
utalnak. Az NCBI GenBank konzervalt domén adatbazisaval (CDD) Gsszevetve a 223K
fehérjén 6 domént detektaltunk, melybdl 3 specifikus és 3 nem specifikus talalat. A 3
specifikus talalat elhelyezkedése a 223K fehérjén a kovetkezd: A viralis metiltranszferaz (43-
352 aa), az OTU-szer(i cisztein proteaz (900-994 aa), az AAA (ATPaz egyéb sejtszintii
funkcidval) domén (1171-1285 aa). A 3 nem specifikus talalat elhelyezkedése a fehérjén a
kovetkezd: A carlavirus endopeptiddz (999-1087 aa), viralis (szupercsaldd 1) RNS helikaz
(1181-1423 aa); RNS fiiggd RNS polimeraz (1766-1854 aa)’. Az Alex és a 09.369 izolatumok
esetében a helikdz multidoménen még egy AAA (1175-1263 aa) és egy SSL2 (Suppressor of
Stem-Loop) (1181-1275 aa) domént is detektaltunk.

Az ORF2 régi6 hosszaban nincs eltérés az izolatumaink ko6zott. Errdl a szakaszrol egy
243 aminosavat tartalmazé fehérje transzlaloédik, mely az irodalom szerint 25 kDa nagysagu,

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

! Az Ewa izoldtum esetében a delécié miatt a régiok pozicidja egy

aminosavval elorébb csuszik.



kalkulalta. A régidoban megfigyeltiink torzs specifikus aminosav motivumokat. A kdzonséges
torzs esetében Di70l172G212 motivum, mig az andesi torzs esetében az E;70V172S212 aminosav
motivum a jellemzd az ORF2-ben. A torzsekre jellemz6 konzervalt aminosavak lehetdséget
nyujtanak egy esetleges torzs specifikus diagnosztikai moddszer kidolgozasara. A 84.
pozicioban elhelyezkedd valin (Vgs) az ukran és a lengyel izolatumok sajatsaga. A CDD-vel
Osszevetve a 25K fehérjén a 40-235 aminosav pozicidban virdlis RNS helikdz (szupercsalad
1) multidomént azonositottunk az izoldtumainkban. A Bonita 25K fehérje C-terminlas
szekvenciajan nem specifikus talalatként detektaltuk a CIDE N ICAD cell death-inducing
effector, N-terminal, inhibitor of caspase-activated DNase) domént (185-235 aa), ez a talalat a
tobbi izolatumra nem jellemzo.

Az ORF3-r6l egy 108 aminosavbol allo, megkozelitéleg 12 kDa (11,79-11,83 kDa)
nagysagu fehérje transzlalodik. Torzsspecifikus aminosav motivum ebben a régidban is
talalhatd, a PVSP® torzsre a H73Pg7, a PVS” torzsre az Y73Qq7 a jellemzé. A CDD-vel
specifikus taldlatként ndvényi virusokra jellemzd 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.

Az ORF4-rdl a legkisebb fehérje transzlalodik, ami 66 aminosavbol épiil fel és
megkozelitdleg 7 kDa (7,31-7,33 kDa) nagysagu. Torzsspecifikus aminosav motivumot ez a
fehérje is tartalmaz, a kozonséges torzs estében Rs;Gey ami a PVS” térzsben Ks1Rg1 A
konzervalt domén vizsgalat esetében 12-65 aminosav helyzetben a 7 kDa kopenyfehérje
domént azonositottuk.

Az ORF5 azonositdsakor két lehetséges start kodont (AUGI1, AUG2) detektaltunk,
egymastol 249 nukleotid tavolsagra. Az AUGI esetében egy 377 aminosavbol allo,
megkdzelitdleg 42 kDa-s (41,66-41,84 kDa) fehérje transzlalodik. A szekvenciak illesztésekor
megfigyelhetd, hogy a fehérje N-termindlis vége valtozékony, mig a C-terminalis vége
konzervaltabb. Torzsspecifikus aminosav motivumot ezen a szakaszon is megfigyeltiink. A
kozonséges torzsre a H3G16S47To1, mig az andesi torzsre az N3S16G47Gs7Se1 a jellemzd. A
kozonseéges torzsbe tartozd6 SW-14 a 16. pozicidban a glicin helyett arginint tartalmaz. Az
AUG?2 esetében az el6z6nél 83 aminosavval kisebb, 294 aminosavbol 4llo fehérje irodik at.
Minden izoldtumunkon két domént azonositottunk specifikus taldlattal. 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.

Az ORF6 egy 94 aminosavbol allo, megkozelitdleg 11 kDa (10,83-10,74 kDa)
nagysagu fehérjét kodol és tartalmaz torzsspecifikus aminosav motivumokat. A kézonséges

torzsre a D4Qgs, mig az andesi torzsre az E4Pg; aminosavak a jellemzok. A 11K fehérjének



kiugréan magas az arginin tartalma. A 11K fehérje konzervalt domén analizise soran a 1-89
aminosav pozicidban minden izolatum esetében azonositottuk, specifikus taldlattal a
Carla_C4 szupercsaladhoz tartozo a carlavirusokra jellemz6 putativ nukleinsav-koto fehérje
motivumot.

A Potato virus S izolatumokkal végzett vizsgalatok alkalmaval 6 potencialis
rekombinacidos eseményt detektaltunk az RDP4.39 Beta programcsomaggal. Az els6

lehetséges rekombinaciés eseményt (rekombinacids esemény 1) a Vltava izolatumnal

figyeltilk meg. A rekombinalodo szakasz 6116-8518 nukleotid kozott talalhatd. Ez esetben a
kozonséges torzsbe tartozd Ewa a major sziilé és az andesi torzsbe tartoz6 BB-AND adja a
minor sziil6i részt. A torzsfan is megfigyelhetd, hogy a major sziil6tdl szarmazé régidban a
rekombinans Vltava a Leona és az Ewa kozelében a kdzonséges torzs tagjai kozott foglal
helyet, mig a minor sziild régiot vizsgidlva a BB-AND izolatummal az andesi torzset

képviselik. A rekombindcidés esemény 2-es esetén a 89.249 izolatum a potencidlisan

rekombinans, mely genomjanak a nagyobb része (2805-8475 nt) feltételezhetden a Valery-
b6l, mig kisebb része (1-2804 nt és 8476-8627 nt) az Ewa-bol szarmazik. A régiokrol késziilt

torzsfa atrendezddése is alatdmasztja ezt a feltételezést. A rekombinédcids 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 rekombinal6do
régioban az Ewa az ukran izolatumokkal k6zds agon helyezkedik el a torzsfan. Korabbi
vizsgalataink is alatdmasztjdk a lengyel és az ukrdn izolatumaink kozeli rokonsagat. A

rekombinacids esemény 4-es alkalmaval ismét az Ewa a potencidlisan rekombinéns izolatum.

Az elemzés eredményeképp a Leona izoldtumbdl szadrmazik az 1-5971 és 7231-8627
nukleotid kozti szakasz, mig a kisebb rész az 5972-7230 nukleotid kozti a Valery-bol. A
rekombinaldédé szakasz a hdrom TGB fehérjét tartalmazza. Szintén a mar emlitett kozeli
rokonsagra kovetkeztetiink, melyet a rekombinacidés régiok torzsfaja is igazol. A

rekombindcids esemény 5-0s esetén mind a harom ukran izolatumot tekintjiik

rekombinansnak. A 2761-8150 nukleotid kozti régidt a 09.369 izolatumbol szarmaztatjuk,
mig a 1-2760 és 8151-8627 nukleotid kozti szakaszt a Leona-bol. A major régio torzsfajan az
ukran izolatumok még egy kiilon 4ll6 adgat képeznek, a minor régid esetében a Leona is ezen
agon helyezkedik el, a szekvencia szakasz kozeli rokonsagat prezentdlva. A rekombindcids
esemény 6-os eredményeképp a Yunnan YN a rekombinans, a WaDef-US izolatumbol
szarmaztatjuk a 1-4445 és 4878-8627 nukleotid kozti régiot, mig az 1d4106-US izolatumbdl a
4446-4877 nukleotid kozti régiot. Az analizis alapjan lehetséges, hogy a kinai izolatum két
amerikai szdrmazast izoldtum rekombindloddsa folytan keletkezett. A rekombinacios
esemény a filogenetikai torzsfakrol is leolvashatd. Ezt az eseményt a 9 algoritmusbdl, csupan
3 (RDP, GENECONYV, Bootscan) tamogatja.



3.2 Uj tudomanyos eredmények

1. Kidolgoztunk egy Nested PCR-technikan alapuld diagnosztikai modszert, mellyel
alacsony viruskoncentracid esetén is megbizhatéan detektdlhaté a PVS. A modszerrel

felszaporitott szakasz a teljes kopenyfehérje gént tartalmazza.

2. A kifejlesztett diagnosztikai modszer segitségével 1 lengyel, 1 tanzéniai, 3 ukran és 17
magyar izolatum kopenyfehérje gén szekvenciajat hatdroztuk meg és feltartuk rokonsagi

kapcsolataikat. A szekvencidkat feltoltottiik a nemzetkozi adatbankba.

3. Kidolgoztunk egy PCR-technikan alapuld eljarast, mellyel 6 atfedé régioban
megsokszorozhatdo a PVS teljes genomja, igy egyszeriien és gyorsan meghatarozhato a

virus 6rokitd anyaga.

4. A 3 magyar, 3 ukran és 1 lengyel PVS izolatum teljes genom szekvenciajat
meghataroztuk az altalunk kidolgozott modszerrel. A szekvencidkat a nemzetkozi
adatbazisban kozzétettiik, ezzel nagymértékben bovitettiik az adatbazis PVS teljes genom

szekvencia gylijteményét.

5. Az elvégzett konzervalt domén vizsgalattal Gj informaciokat szolgaltattunk a PVS

gének lehetséges funkcidirol.

6. Szadmos olyan aminosav-motivumot azonositottunk, melyek ismeretében kiilondsebb

elemzés nélkil az izolatumok torzsekbe sorolhatok.

7. Rekombindcios vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy az PVS genomjara jellemzoek az
intermolekularis atrendezddések, a vizsgalatok alkalmaval 6 potencialis rekombinacios
eseményt detektaltunk, melyek koziil 5 eddig még nem keriilt leirdsra a nemzetkozi

irodalomban.

8. Javaslatot tettiink egy uj torzs, a rekombinans torzs 1étrehozasara.

4. Kovetkeztetések

A 3 magyar, 3 ukrdn és 1 lengyel PVS izolatum teljes genom szekvencidjat
meghataroztuk és megallapitottuk, hogy felépitésiik megegyezik a Matousek és munkatarsai
(Matousek et al., 2005) altal leirt PVS izolatuméval. A 7 sajat izolatum komplett genomja és
az NCBI adatbézisban talalhato teljes genom szekvenciak 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 Vitava Duarte és munkatarsai (Duarte et al., 2012) szerint a
két torzsbol szarmazd rekombindns izolatum. Az eredményt a mi vizsgalataink is

REC
S

alatamasztjak. Erre alapozva javasoljuk egy 0j torzs elkiilonitését PV elnevezéssel. A

vizsgalatok azt mutatjak, hogy az ukran izolatumok, melyek aminosav szinten csak
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replikdzban kiilonboznek egymadstol, kozeli rokonsagban allnak a lengyel izoldtummal is. A
lehetséges koOzOs szadrmazast a rekombinacidés vizsgalat eredményei is tamogatjak.
Meggy6z6désiink, hogy a 09.369 magyar izolatum amerikai 0s0ktdl szarmazik, ezt minden

régid vizsgalata alatamasztja.
ORF1 régio

Az ORF1 régi6 éaltal 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 struktura kialakitdsaban,
mellyel noveli a virus RNS stabilitdsat és a transzlacid iniciaciojahoz is elengedhetetlen
(Ahola et al., 2000; Ahola et al., 1997; Kong et al., 1999; Rozanov et al., 1992). Ennek
kapcsan a Potato virus S-t Osszehasonlitottuk az NCBI adatbazisban teljes genom
szekvenciaval rendelkez6 Carlavirus nemzetségbe tartoz6 masik 34 fajjal. A PVS-t a
vizsgalatok soran a sajat 89.249 izolatum képviseli. A nemzetségbe tartozo fajok esetében is
minden fajbol egy izolatum szerepel a vizsgalatokban. A Carlavirus nemzetség vizsgalatakor
szamos konzervalt aminosav motivumot detektaltunk a metiltranszferdz doménen, ilyenek
példaul az YLSP, az SHP, vagy a LEN, melyek minden bizonnyal esszencidlisak a
carlavirusok szamara.

A masodik specifikus talalalat az OTU-szerl cisztein protedz. Ebbe a fehérjecsaladba
olyan fehérjék tartoznak amelyek homologok a Drosophila fajok petefészekrak (ovarian
tumor, OTU) génjével. Tagjai kozott olyan fehérjék szerepelnek, melyek eukariotabol,
virusokbol €s patogén baktériumbdl szarmaznak. A konzervalt cisztein €s hisztidin €s esetleg
aszparaginsav képviselik a katalitikus aminosavakat a feltételezhetéen protedz funkcid soran
(Makarova et al., 2000). A tapasztalt aminosav szekvencia homologia alapjan feltételezziik,
hogy a PVS izolatumokban is protedz aktivitdsa van a fehérjeszakasznak. Ezt a feltételezést
erositi, hogy a domén kozvetlen folytatdsaként egy protedz szerepli carlavirus endopeptidazt
detektaltunk. Véleményiink szerint a két domén kozdsen latja el a funkcidt. A carlavirus
endopeptiddz csaladban (Merops peptidaz adatbazisban C23-as csaldd) Lawrence ¢és
munkatarsai a Blueberry scorch virus (BBScV) 223K fehérjén azonositottak egy papain-szer
proteinaz domént. Feltétlezésiik szerint az autoproteolizis katalitikus aminosavai a CggsH107s,
vagy a CggsHoss (Lawrence et al., 1995). A PVS genomok ¢és a Carlavirus nemzetség
tObbszoros illesztése soran megfigyeltilk, hogy a BBScV CggsHi075 aminosavai minden
carlavirusra valtozas nélkiil jellemzd. Ez alapjan feltételezziik, hogy ezen aminosavak ebben a
pozicidban eszencialisak a virusok mikodéséhez. A BBScV CggsHggs aminosavai is
konzervaltak a carlavirusok esetében. Van néhany kivétel (Cowpea mild mottle virus,
Aconitum latent virus, Potato latent virus, Sweet potato chlorotic fleck virus), melyeknél a



nukleinsav véltozds aminosav valtozasban is megnyilvanul, mégis funkcioképes marad a
virus. Korabban a BBScV-vel végzett a delécios vizsgalatokkal Lawrence és munkatarsai is
erre a véleményre juttottak Ennek kapcsan a Potato virus S-t 6sszehasonlitottuk az NCBI
adatbazisban teljes genom szekvenciaval rendelkezé Carlavirus nemzetségbe tartozé masik
34 fajjal. A PVS-t a vizsgalatok soran a sajat 89.249 izolatum képviseli. A nemzetségbe
tartozo fajok esetében is minden fajbdl egy izolatum szerepel a vizsgalatokban (Lawrence et
al.,, 1995). Ezt figyelembe véve feltételezziik, a PVS esetében a BBScV CggsHigrs
aminosavainak megfeleléen, a CigosHioss (Ewa: Cioo2H10s3) az autoproteolizis katalitikus
aminosavai. A doménen a tobbszords illesztés alkalmaval megfigyeltiink egy glicint (Gio40) €s
egy arginint (Ri228)%, melyek szintén minden vizsgalt carlavirusban fontos funkciét lathatnak
el. Az aminosav pozicié meghatarozasa a sajat PVS izolatumaink alapjan keriilt megadasra.

A harmadik specifikus taldlat az AAA 22 domén. Ezt a taldlatot az ABC-
transzporterek fehérje szupercsaladba sorolta a program. Az ABC-transzporterek (ATP-ko6t6
kazetta transzporterek, ATP-binding casette transporters) az egyik legnagyobb és legGsibb
fehérje szupercsalad tagjai. Képvisel6i megtalalhatok minden 1étez6 taxonban a prokariotaktol
az emberig. A nukleotid-k6t6 domén mutatja a legnagyobb hasonlosagot a csalad minden
tagjanal. Ezek a transzmembran fehérjék rendkiviil sokféle anyag membranon val6 atjuttatasat
végezhetik, a sejtmembranon vagy a sejt belsé membranjain keresztiil(Dean et al., 2001). Az
AAA csalad egy viszonylag 0 csalad az ATPazok korében. Az AAA motivum erdsen
kozervélt, mely ~230 aminosavbdl all, Walker motivumot tartalmaz, ami ATPaz aktivitasu.
Az ATPaz aktivitas mellett szamos kiilnb6z6 sejtszintli funkcidjuk lehet, mint a sejt-ciklus
szabalyozés, proteolizis, citoszkeleton szabalyozas, vagy a vezikulum kozvetitett fehérje
transzport (Patel and Latterich, 1998; Walker et al., 1982). Az AAA doménnel atfedésben
detektaltuk a virdlis RNS helikdz multidomént. Virdlis RNS helikdz (szupercsaldd 1)
csoportba tartozok domének helikaz és NTPaz tevékenysége mar bizonyitott (de Cedron et al.,
1999). A multidoménen az Alex és a 09.369 izolatum esetében még egy AAA ¢és egy SSL2
domént azonositottunk. Kimutattak, hogy az SSL2 génnek nukleinsav javito mechanizmus
mellett, ATPaz illetve helikaz aktivitasa is lehetséges (de Cedron et al., 1999; Gulyas and
Donahue, 1992). Mivel talalat esetében a doménnek van NTPaz tevékenysége, mellyel az
izolatumaink fehérjéje szekvencia homologiat mutat, kijelenthetjiik, hogy a fehérje régionak
biztosan hasonlo szerepe van a PVS replikaciojaban. Izolatumainkban a viralis (szupercsalad
1) RNS helikaz 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 alatamasztja a kutatok korabbi eredményeit (Gorbalenya et al., 1988;

2 aminosav pozicié a sajat PVS izolatumaink alapjan
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Zimmern, 1987). A doménen azonositottunk egy konzervalt motivumot, mely minden
carlavirusban valtozatlanul TFGESTG szekvenciaju.

Az ORF1-rdl transzlalodo fehérje C-termindlis végén azonositottuk az RdRp domént.
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-ek is
(O'Reilly and Kao, 1998). Ennek tudataban feltételzziik, hogy a 223K fehérje C-terminalis
része latja el a virus replikacié soran az RNS polimeraz funkciot.

Vizsgalataink eredmény alapjan kijelentjiik, hogy az ORF1 egy replikaz funkciéja
fehérjét kodol. A PVS replikdzdn a metiltranszferdz, a helikdz és az RNS-fliggd RNS-
polimeraz domének elhelyezkedése illetve azok jellemz6éi megfelelnek a Carlavirus
nemzetség mas tagjainal tapasztaltakkal (Matousek et al., 2005). Azonositottunk még két
proteaz aktivitisi domént egymas kozvetlen kozelében. Ugy gondoljuk, hogy a két domént

tartalmaz6 187 aminosavbol 4ll6 szakasz autoproteolizist végez.

ORF?2 régio

Az ORF2 altal kodolt fehérje, mely 25 kDa nagysagu, hasonléan az ORF1-hez
tartalmazza az NTPaz/helikdz domént, melyben a konzervalt G-GKSS/T motivum
megtalalhat6 (Gorbalenya et al., 1988; Lin et al., 2009; Zimmern, 1987). A sajat mintaink
esetében ez a motivum GAGKS szekvenciaju, ahogy az el6z6 régioban is, és a 25K fehérje N-
termindlis végéhez kozel (47-51 aa) helyezkedik el. A viralis RNS helikdz funkciot a
konzervalt domén vizsgalunk is alatdmasztja a 40-235 aminosav pozicidoban azonositott
multidomén formajaban.

A Bonita 25K fehérje C-terminlds szekvencidjdn nem specifikus taldlatként
detektaltuk a CIDE N _ICAD domént (185-235 aa). 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 homoldgianak tartjuk a Bonita

esetében.

ORF3 régio

Az ORF3 éltal kodolt fehérje a TGBp2, mely 12 kDa nagysagl és két hidrofob
régioval rendelkezik, melyet a mi vizsgalataink is alatamasztanak (Lin et al., 2009). Ezzel a
tulajdonsaggal a virusnak lehetdsége van a sejtrdl sejtre vald terjedésre. Ezt tdmasztja ala a
CDD vizsgalat eredménye is, miszerint specifikus taldlatként novényi virusokra jellemzd
mozgasi fehérje (3-103 aa) domént azonositottunk minden sajat izoldtumban. A ndvényi virus
mozgasi fehérje szupercsaladd magaba foglalja szamos ismert ndvényi virus mozgasi
fehérjéjét, tobb kiillonb6zé ssRNS ndvényi virus csaladbol, tartalmazza tobbek kozott a

Potexvirus, Hordeivirus és a Carlavirus nemzetség tagjaiét is (Scott et al., 1994).
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A fehérje N-terminalis végén detektalt kisebb domén egy aminoacil-tRNS szintetaz, a
valil-tRNS szintetaz mag doménje. Kutatok szerint minden szervezet szamara esszencialis az
aminoacil-tRNS szintetaz. Ez az enzim olyan monomer, amely aminoacetilalja a nukleotidok
2'-OH csoportjat a t-RNS-ek 3’ végén a transzlacid soran, ismert még ligdz és dinukleotid-
kotd tulajdonsdga is. A mag domén alapja egy glicin gazdag, Gn. Rossmann-motivum
(GXGxxG), amely jellegzetes ATP-ko6té motivum (Szymanski et al., 2000; Venkatachalam et
al., 1999). Bar a jellegzetes Rossmann-motivumot nem tartalmazza a virus fehérje, mégis ugy

gondoljuk, hogy a detektalt doménnek lehet hasonl6 funkciodja.

ORF4 régio6

Az ORF4 régio a legrovidebb kodold szakasz a PVS izolatumok genomjan, melyrdl
értelemszertien a legkisebb fehérje, a 7K irddik at. A 7K fehérje az N-termindlis végén erdsen
hidrofob részt tartalmaz, melynek az intercellularis mozgasban van szerepe (Ju et al., 2005;
Morozov et al., 1987; Schepetilnikov et al., 2005). Morozov és munkatarsai szerint ez a

hidrofob szegmens szignalként is funkciondl az endoplazmatikus retikulumba vald bejutashoz
(Morozov et al., 1991).

OREFS5 régio

Az ORF5 esetében két lehetséges start kodont (AUGI, AUG2) detektaltunk,
egymastol 249 nukleotid tavolsagra. Az AUGI esetében megkozelitéleg 42 kDa-os, mig az
AUG?2 esetében megkozelitdleg 33 kDa-os fehérje irddik at. A két startkodon jelentdségét mar
potexvirusok esetében vizsgaltak. Kutatok szerint CP N-terminalis régidja az AUG1 utdni
szakasz fontos a TGBpl-el egyiitt a virus sejtr6l sejtre mozgasahoz, viszont ez a rész
nélkiilozhetd a virionképzéskor. A kopenyfehérje alegységek pedig az AUG2 utani szakaszrol
transzlalodnak (Ozeki et al., 2009; Verchot-Lubicz et al., 2007). A fehérjének ezen
tulajdonsagat a konzervalt domén vizsgalatunk is tamogatja. Az AUG2 uténi fehérjén a
carlavirus specifikus kopenyfehérje domént és a flexivirus specifikus kdpenyfehérje domént
detektaltuk.

A sajat izolatumaink is tartalmazzdk a konzervalt hidroféb aminosav motivumot
(AGFDFFDGLL), mely minden fonal alakt virusra jellemz6 (Foster and Mills, 1991; Koonin
and Gorbalenya, 1989).

ORF6 régio6
Az irodalmak alapjan az ORF6 régio a ciszteinben gazdag nukleinsav-kotd fehérjét
(nucleic acid binding protein, NABP) koédolja. Ez a fehérje felelds a levéltetiivel torténd

atvitelért, a géncsendesités szupresszalasaért (Chiba et al., 2006; Foster, 1991; Foster and
Mills, 1992; Gramstat et al., 1990). A konzervalt domén vizsgalat alkalmaval specifikus

12



talalatként carlavirusokra jellemzd putativ nukleinsav-kotd fehérje motivumot azonositottunk.
A carlavirus nukleinsav-koté fehérje csalad tartalmazza a potencialis C-4 tipusu cink-ujjat,
melynek alapja négy konzervalt cisztein (Foster and Mills, 1990). A PVS izolatumainkban a
cink-ujj motivum az RCWRCYRVYPPICNSKCDNRTC szekvenciaju és az 54-75 aminosav
pozicidban helyezkedik el a fehérjén.

A 11K fehérje valosziniileg a virus transzkripcid szabalyozoja €s bizonyitottak, hogy a
Chrysanthemum virus B cink-ujj fehérjéje kozvetlen kolcsonhatasban van a kromatinnal és a
novényi promoterekkel, igy mint eukariota transzkripcios faktorként (TF) miikodik (Gramstat
et al., 1990; Lukhovitskaya et al., 2013). A tapasztalt aminosav szekvencia homoldgai alapjan
feltételezziik, hogy a PVS esetében ilyen funkciokat 1at el a 11K fehérje. Gramstatt és
munkatarsai (Gramstat et al., 1990) altal tervezett cink-ujj modell alapjan megterveztiik a
sajat izolatumaink modelljét, melyen Lukhovitskaya és munkatarsai (Lukhovitskaya et al.,

2013) altal azonositott mag lokalizacios szignalt (nuclear localization signal, NLS) is jeloltiik.
3’UTR

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

tagjainal a GCTTAA a jellemz6 szekvencia.

Rekombinacios vizsgalatok

Rekombinacids vizsgalataink azt bizonyitjak, hogy az PVS genomjara jellemzdéek az
intermolekuléris atrendez6dések. A PVS izolatumokkal végzett vizsgalatok alkalmaval 6
potencialis rekombinacids eseményt detektaltunk, melyek koziil 5 eddig még nem keriilt
leirasra a nemzetko6zi irodalomban. Az éltalunk gytijtott izolatumok mindegyike részt vesz az
altalunk kimutatott lehetséges rekombinacids eseményekben. Az elsé lehetséges

rekombinacidés eseményt (rekombindcids esemény 1), miszerint a Vltava izoldtum

rekombinans és a két torzsbol szarmaznak a sziiloi szekvenciak, mar Duarte és munkatarsai
(Duarte et al., 2012) is megfigyelték. Ebben az esetben a Vltava az andesi torzsbol
tartalmazza azokat a régidkat, melyek a levéltetli atvihetdségért és a sulyosabb tiinetek
kialakulasaért felesdsek. A kozonséges torzsbdl a replikdz 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 és enyhébb tiineteket okozd kozonséges torzs tagjai
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képesek lehetnek a jobb adaptalodasi és versengési képességgel rendelkezd andesi torzs
tulajdonsagait atvenni. Ez a megfigyelés magyarazatul szolgalhat a kopenyfehérje szekvencia
alapjan torzsekbe sorolt izolatumok biologiai tulajdonsidgainak kiilonbségeire. A virus
szekvenciajval egyiitt elemezni az eredményeket, a genomban bekovetkez6 intermolekularis

atrendezOddések miatt. A rekombindcids 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 torzsbdl szarmazo izolatum sziilé szekvenciaként részt vett egy masik
kozonséges torzshoz tartozd izolatummal vald rekombindcidos eseményben. A masik harom
potencialis rekombinacids esemény a kdzonséges torzs tagjai kozott tértént. A jovoben nagy
figyelmet kell forditani a PVS molekularis vizsgalatara és a rezisztencianemesitésre, hogy

megeldzhessiik a veszélyesebb torzsek kialakuldsat és elterjedését.
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