BUDAPESTI CORVINUS EGYETEM
KERTESZETTUDOMANYI KAR

Novényélettan és Novényi Biokémia tanszék

AD 18583

CORVINUS

Kertészettudomanyi Kar

Tudomanyos diakkori dolgozat

Beet cryptic virus 2 kvazispéciesz spektrum térképezése céklaban

Gyorfi Viktoria Zs.

Kertészmérnok BSc. III. évfolyam

Konzulensek: Dr. Szegé Anita, egyetemi adjunktus
Hinel Sandor, PhD hallgato

Budapest, 2013



Tartalomjegyzék

ALKALMAZOTT ROVIDITESEK JEGYZEKE: .........c.coovvrimiriirinniiniriieesiens 4
L. BEVEZETES .....oooiiiiiiitei st 5
2. TRODALMI ATTEKINTES........coiiiimiiiiininiinssi s 6
2.1. A Kkriptikus virusok a gazdaszervezetben és azon Kivill ...................ccoooiiniiicn 6
2.2. A horizontalis géntranszfer..................ccoooiiii 8
2.3. KVAZISPEciesZ JEleNSEe ..............cooiiiiiiiiii 10
24. A Beta nemzetség Kriptikus VIrusai..............ccoooiiiiiiiiiiii 11
3. CELKITUZES ......ooooiiiiitiesesesss st 16
4. ANYAGOK ES MODSZEREK ........cccccoviuriiiiiiirinenisiisssssssssssssssssssssenens 17
41 INOVEIYAIYAG: ...ttt ettt e sb e e sb e e e e e et e ae e e b e e eb e e nb e e be e beenessnesneesreenneenis 17
4.2. == T [=] =] SR 17
4.3. Nukleinsav tisztitasi €s izolAcios eljArasok...............ccoooiiiiiiiiiiiii 17
4.4, GEIEIEKLIrOTOTEZIS ...........eeeiiiiiiiee ettt sre e 20
4.6. Reverz transzKripcio és PCR reakeio .............ccoooiiiiiiiiiiii e 21
4.7. Szekvencia analiZis..............c.ocooiiiiiiiiiii e 23
4.8. KONCENTIACIO MEIES .........ooviiiiiiiiii bbbttt e nne e e 24
5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK .........cooconiiiniiinnineiseiseieseeeennns 25
5.1. Koncentracio eredmeEnyek ..............ocooiiiiiiiiiiiiiii s 25
5.2. Cékla Beet crytic virus 2 dsRNS2 (RdRp) kédolo régiojanak lefedése ...............ccoovnernnnne. 28
5.3. Cékla Beet cryptic virus 2 dsRNS1 (CP1) kodolo régiojanak lefedése ...............cccovrenrennnee. 30
54. Cékla Beet cryptic virus 2, dsRNS3 (CP2) kédolé régiojanak részleges lefedése ................... 32

55. Céklabol izolalt BCV2 RdRp és CP1 aminosav szekvenciajanak dsszehasonlitasa a kozeli

rokon VIrusfajoKKal ... 34
5.6. Kisérlet kriptikus virus homolég szekvenciak azonositasara cékla genomi DNS-bél........... 36
6. OSSZEFOGLALAS ........coooiiiiiiiiiieiieeiee sttt 38



8.

9.

KOSZONETNYILVANITAS

IRODALOMJEGYZEK ........



Alkalmazott roviditések jegyzéke:

A
BCV1
BCV2

BCV3

bp

cDNS
CP

dsRNS

kbp
MQ
NIRVS
PCR

RdRp

VCV

WCCV1

Adenin

Beet cryptic virus 1

Beet cryptic virus 2

Beet cryptic virus 3

Bazis par

Citozin

Komplementer (complenter) DNS

Kopenyfehérje (coat protein)

Duplaszalu (double-stranded) RNS

Guanin

Kilobazispar

milliQ ioncserélt viz

Non-retroviral Integrated RNA Virus Sequence
Polimeraz lancreakcié (Polymerase Chain Reaction)
RNS-fiiggé RNS-polimeraz (RNA-dependent RNA polymerase)
Uracil, enzimeknél: Unit

Vicia cryptic cirus

White clover cryptic cirus 1



1. Bevezetés

A virusok felfedezése Dmitrij Ivanovszkij nevéhez flizédik, aki 1892-ben végzett
kisérletei soran TMV —vel (Tobacco mosaic virus) fertdzott dohanylevelek levével tjra
tudott fertézni, annak ellenére, hogy azokat mar atsziirte baktérium sziirén. A virusok
neve is innen ered a latin virus, azaz méreg szobol, hiszen a sziirletben jelen voltak, de
az akkor lathatd legkisebb ¢él6lények a baktériumok voltak, tehat igy gondoltak csak
valamilyen méreganyag okozhatja a betegséget. Természetesen az elektronmikroszkop
felfedezésével és az azodta eltelt szdz év kutatdsainak koszonhetden immar sokkal tobb
informacioval rendelkeziink roluk. Egy fajta kivételek az é161ények mai definicioja alol.
Obligat parazitak, életjelenségeket csak a gazdaszervezetben mutatnak, nincs 6nallo
anyagcseréjiik, embereket, allatokat, novényeket és a baktériumokat megbetegitd
genetikai informacidk. Az olyan rendkiviil gyorsan terjedé virusokra, mint példaul a
HIV, a kiilonb6z6 influenzak, valamint a fentebb mar szereplé TMV-re, és ez valoban
igaz is az ismert virusok legtobbjére. Am a kivételek kivételei a novényi Kriptikus
virusok, hiszen a fert6zott novényben, tiineteket nem okozva bujnak meg,
mesterségesen nem lehet veliik fertézni (példaul atoltassal, fertézott levélnedvvel), és
igy a tesztnovényre gyakorolt hatasukat sem tudjuk vizsgalni. Ami nem, hogy karos
lenne a novényre, hanem egy 2005-ben Nakatsuka-Akune és munkatarsai altal végzett
kisérlet arra enged kovetkeztetni, hogy a fert6zott névények egyfajta evolucios elényt
szereznek ,,egészséges” tarsaikkal szemben. Igen alacsony, <Ilug/g levélszovet
koncentracioban fordulnak elé (Boccardo és mts., 1987), igy a gazdandvénybdl
nehézkes a kinyerésiik, tehat a tudomany mai allasa szerint szdmukat és elterjedésiiket
megbecsiilni sem tudjuk. Ennek ellenére gyakorisagukrol valamelyest képet kaphatunk
azon fajaik listajarol, amelyek mar szerepelnek az NCBI genetikai bankjaban. Ime kettd
a legfrissebb eredmények koziil: Alphacryptovirus JF-2012 (Liang,Y., 2012-07-12) és
Persimmon cryptic virus (Morelli, M., 2012-04.26). Eppen ezért a valtozatos elterjedés
miatt fontosak a viralis genommal végzett 6sszehasonlito kisérletek, amelynek alapjan a
kriptikus virusok rokonsagi koreir6l atfogobb képet kaphatunk (Ghabrial, 1998.).
Jelenleg a Partitiviridae csalad morfologiai jegyeken alapuld rendszertana revizion
megy keresztiil (Lesker és mts, 2011), mely alapjan javasoljak a Beet cryptic virus 2-
nek a Betacryptovirus nemzetségbdl az Alphacryptovirus nemzetségbe sorolasat, mely
nemzetséget két részre, (I) és (II), osztananak a gombdkban el6forduld Partitivirus

nemzetség tagjaihoz val6é aminosav szekvencia homologia alapjan.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A kriptikus virusok a gazdaszervezetben és azon kiviil

A kriptikus virusok felfedezése éltalaban a véletlennek koszonheté mas patogének
utani célzott kutatasokban. Olyan szimbiotikus kapcsolatot voltak képesek kialakitani a
gazdaszervezetekkel kozos evolucidjuk sordn, amelyben a virus generativ uton
(pollennel vagy maggal) 0Oroklédik az utddokra, igy tiinetmentesen jelen van a
gazdaszervezet sziiletésétdl annak halalaig (Hull, 2002). Mivel mindez id¢é alatt
koncentraciojuk alacsony, tobb kutatocsoport is megkisérelte mar eltdvolitdsukat a
gazdaszervezetbol, am ezen kisérletek eredményeit, vagyis hogy tényleg sikeriilt-e
eliminalni 6ket, nem tekinthetjiikk bizonyit6 erejiinek az akkor alkalmazott eljarasok nem

megfeleld érzé¢kenysége miatt (Stanarius és mts., 1989.).

Vizsgalatukat tovabb neheziti, hogy az olyan virusatviteli médokkal, melyek miatt a
novénytermesztés soran is konnyen ,fertdzhetjiik” az alanyokat (mechanikai uton,
sebeken keresztiil szovetnedvvel, oltassal ahol a fert6zott szovetébdl hatol at az
egészségesbe) sikertelenek a kriptikus virusoknal. A tobbi fert6zd, szubmikroszkopikus,
biotrop, genetikai  informacidt tartalmazd nukleoproteinhez  hasonldéan a
gazdaszervezeten kiviil mozgéasképtelenek, de mivel a klasszikus atviteli médok nem
alkalmazhatoak esetiikben arra kovetkeztethetiink, hogy nem rendelkeznek a sejtek
kozotti transzportot lehetdvé tevd transzportfehérjével (Boccardo és mts., 1987.). Tehat
a novényen belill nem terjedhetnek szét sejtrdl sejtre, majd a szallito nyaldbokon
keresztiil sem szisztematizalodhatnak, hanem elfogadottan a sejtek osztodasa soran
kertlilnek 4t masik sejtbe. Mint minden virus, taptalajon nem tenyészthetdek, hiszen a

gazdaszervezet mechanizmusai nélkiil szaporodasképtelenek.

Szerkezetiik jellegzetessége (32-34 nm atmérdjii izometrikus virusrészecskék, €s
egyenként 1-3 kbp hosszusagii dsRNS szegmensek) is felhivta a kutatok figyelmét a
virusok e fajaira. Altaldnosan a duplaszala RNS virusok igen elterjedtek az élévilagban,
gombakban, ndvényekben, allatokban egyarant fellelhetéek. Novények esetén a virusok
dont6 tobbsége RNS virus (Dodds és mts., 1984). A névények nukleinsav szinten tobb
mindség biztositasi rendszerrel is rendelkeznek. Ilyen rendszer az NMD (nonsense-
mediated MRNA decay), mely a dominans negativ hatasi csonka fehérjéket kodolo,
korai stop kodont tartalmazé mRNS-eket felismeri és lebontja. Ezt a mechanizmust

novényekben 2009-ben Mérai Zsuzsanna doktori értekezésében vizsgalta, és ugy



talaltak, hogy az addigi elmélet, mely szerint az eukariotdk kozds 6se egy primitivebb
NMD-vel rendelkezett, majd a késdbbieckben alakult a ma emldsdkben fellelhetd
rendszer is, hibas és ¢sibb, konzervaltabb a ma fellelheté formaja. A kriptikus virusokat
lathatoan ez a mechanizmus nem ismeri fel, tehat a gazdaszervezet valahol sajatjanak

tekinti az mRNS-eit.

Altalanossagban tehat elmondhato, hogy étkezési célra termesztett novények korében
valdsultak meg inkabb a kutatasok. A mai napig nyitvatermékben mindéssze a Pinus
sylvestris fajban és bizonyos Abies fajokban keresték a kriptikus virusokat (Flechmann
és mts., 1990.; Veliceasa és mts., 2005). Tobbszorosen publikalt jelenség, hogy
bizonyos kriptovirusok a genomot koédold virdlis RdRp mellett két kdpenyfehérjét
kodolod szegmenssel rendelkezik (Boccardo és Candresse 2005,a és b; Salem és mts.,
2008; Szegd, 2009.), am ez még mindig nem a szokvanyos kodold kapacitas
kihasznalasa (Hull, 2002.). Az utobbi két évtized kutatasainak kdszonhetden egyre tobb
harom genom szegmenssel rendelkezd kriptovirust fedeztek f6l, mint példdul a
Raphanus sativus cryptic virus 1 (Chen és mts., 2006,a.), a Fragaria chiloensis cryptic
virus (Tzanetakis ¢és mts., 2008.), a Rosa multiflora cryptic virus (Salem és mts., 2008).

Ilyen tovabba a dolgozatom szempontjabdl is fontos Beet cryptic virus 2 (Szegd, 2009).

1995-ben Oh és Hillman, igaz csak egyetlen kriptikus virus vizsgalata alapjan, azt a
hipotézist allitotta fel, hogy a gazdandvényt fertézott endofita gombak oltottak be a
virussal vagy forditva, a gazdaszervezetbdl keriiltek a gombékban is replikalédni képes
genomi szegmensek. Id6kdzben 2006-ban és 2007-ben  megjelentek olyan
Osszehasonlitdo publikaciok (Chen és mts., 2006,a és b; Blawid és mts., 2007.),
melyekben vilagossa valt, hogy a kriptikus virusok az egyszalti névényi RNS virusokra
alig, mig a Partitiviridae csaldd gombavirus tagjaihoz annal inkabb hasonlosagot

mutatnak.

Ezt igazolta idén Liu Huiquan és kutatocsoportja is, mely in silico tanulmanyoztak a
kriptikus virusokat. Vagyis a cDNS konyvtarakban és az EST szekvencia analizishez
hasznalt eukaridta organizmusokban meg0rzott virus szekvencidkra, amelyek rejtve
maradtak eddig a kutatok eldtt, kidolgoztak egy olyan klonozasi eljarast, mellyel a teljes
vagy részleges szekvencia bioinformatikai eszkozokkel hozzaférhetévé valt. Ennek
eredményeképp 119 virusokra emlékeztetd szekvenciat sikeriilt azonositaniuk
Partitiviridae, Totiviridae, Endornaviridae, Chrysoviridae csaladokbdl, ezek koziil

sokaknak eukaridta szdrmazast tulajdonitottak, de ismert hordoz6 nélkiil. Munkéjuk
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ravilagitott, hogy az idaig leirt kriptikus virus fajokon kiviil sok 0j duplaszala RNS-sel
rendelkezd virus hosszu ideig egylitt fejlodott a gazdaszervezetek csoportjaival, s6t ezek
kozott horizontélis géntranszferrel atjarasuk is biztositott. Tehat példaul a gombak a

novényeknek adhattak tovabb virusaikat.

Elterjedésiikre tovabbi remek példa az idén publikalt Alphacryptovirus JF-2012
szekvencia (Liang és mts., 2012.), melyet egy algafajbol, a Chlorella vulgaris-bol

sikerult a kinai kutatoknak kimutatni.

2.2. A horizontalis géntranszfer

A horizontalis géntranszfer jelenségérél 2010-ben szintén Liu Huiquan és
munkatarsai tettek kozzé¢ egy 0Osszefoglaldo cikket, melyben a nyilvanos genom
adatbazisokban kutatva olyan kopenyfehérjékre (a virusok azon fehérjéje, amelyek
egymassal Osszekapcsolodva egy burkot, azaz viriont alkotnak, mely a nukleinsavat
koriilveszi) és RNS fiiggd RNS polimeraz homologokra bukkantak az eukariota
organizmusok genom szekvencidjaban (novényekben, gombakban, izeltlabtiakban,
fonalférgekben és puhatestiickben), melyek feltehetéen a toti- és partitivirusokbol
szarmaznak. Vagyis altalanosan a horizontalis géntranszferrel sodrodoé génszakaszok
irdnya sejtekbdl virusokba tart, de ritkdn eléfordul a virusokbol a hordozé sejtek felé,
kivéve a retrovirusok és néhany DNS virus esetén. De a PCR amplifikiciok és
szekvenalasok, valamint a virusok ¢és hordoz6 szekvenciak kozotti csomdpontok
lefedettségének Osszehasonlithatd bizonyitékai azt engedik feltételezni, hogy ezek a
viralis homologok valddiak és jelen vannak az eukaridota genomokban. Ezen tul
bizonyitjdk, hogy néhany 4atvitt gén megdérzddott, tovabba ki is fejez6dott ezen
organizmusokban, ez azt is jelentheti, hogy ezen viralis gének miikodé képesek az
emlitett genomokban. Tehat eredményeik azt mutatjak, hogy a virdlis dsRNS gének
horizontélis atvitele elterjedt az eukaridtdk kozott, ami hasznos 1) gének kifejlodését

jelentheti, vagyis lehetséges, hogy az RNS virusok fontos szerepet jatszanak az

crcr

Ugyan ebben az évben, ugyan ezzel kapcsolatban Sotaro Chiba és munkatarsai tették
kozzé eredményeiket miszerint a nem retrovirdlis RNS szekvencidkat taldltak
gerincesekben és gombakban, de novényekben nem. Tovabba a hasonléan endogenizalt
NIRVS (non-retroviral integrated rna virus sequence), amelyek a novényi kromoszoémak

pozitiv szalu, negativ szali ¢és duplaszalt RNS virusaibol szarmaznak. Ezeket a



szekvencidkat nyilvanos adatbazisokban keresve taldltdk meg és a legtobb ilyen
NIRVS-t novényi DNS-ek direkt molekularis analizisével taladltdk meg. A
legelterjedtebbek koztiik a Partitiviridae csalad kopenyfehérje génjeihez hasonlok. E
csaladnak dsRNA genomja van, ide tartoznak a novényeket és a gombakat fert6zo
csaladtagok is. Példaul az RnPV2 gombavirus kdpenyfehérjéje hasonlit legjobban az
Arabidopsis thaliana ILR 2-h6z, amirdl Ggy gondoljak, hogy az indol-3-ecetsav, azaz a
fitohormon auxin miikodését szabalyozza, valamit szerepe van a fém transzportban is.
Tehat, nem csak hogy megdérzodott a novényi genomban, hanem ki is fejezédik ott,
ezzel a novény alapvetd életfolyamatait befolyasolja. Potencialisan integralodhattak és
napjainkban is integralédhatnak a gazdandvény genomjaba, ott részt vehetnek, vehettek

bizonyos novényi fajok feltaratlan fejlédéstorténeti szakaszaiban.

Idén, 2012-ben Yue és kutatocsoportja bejelentette, hogy genom analiziseik soran a
Physcomitrella platens moha genomjaban kimutathatdé Gtvenhét géncsalad, amelyek
prokariotakbol, virusokbdl vagy gombakbdl szarmaznak. Ezekbdl sok géncsalad
szarazfoldi vagy z06ld novények Oseibe keriilt 4t horizontalis génatvitel utjan.
Kimutathat6 tovabba, hogy ezek a gének részt vesznek olyan alapvetd a ndvényi
szervezetet felépitdé mechanizmusokban, mint a xilém képzddésében, a nitrogén
ujrahasznositasdban, valamint a keményité ¢és kiilonféle ndvényi hormonok
gyakran dinamikus {itemben el6fordulhatott, s6t alapvetd szerepet tolthetett be

attelepiilésiikben a vizi kornyezetbdl a szarazfoldibe.

Ezen cikkek alapjan is elmondhato, hogy az eddigi genetikai kutatasok igen komoly
problémadja, hogy a kutatok csak azt talalhatjdk meg az adott genomban, amit keresnek.
A technikai korlatok ezaltal nagyban befolyasoljdk az eredményeket. Tehat rendkiviil
fontos az evolicid megértésének szempontjabol, a mar ismert genomok G6sszehasonlitd
elemzése.

A kriptikus virusok kapcsolata a gazdaszervezettel tisztazatlan, de 2006-ban
tulexpresszaltatva megfigyelték, hogy az gatolja a nodulécidt, de egyuttal a fehérje
védelmet biztosit mas fertézések ellen, egy immunvalaszt indukélva és ezen keresztiil
az abszicinsav mennyiségét is befolyasolja. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy

egyiittélésiik szimbiotikus.



Valtozatossagukrol a gazdandvényen beliil a Vicia kriptikus viruson végzett kisérlet
mutatott rd, de arra is, hogy képtelenek voltak a kutatok mutidnsokat eldallitani a
novénybodl izolalt virusbol. Ezen virusok kopenyfehérjéje szintén nagyfoka
hasonlosagot mutat a gazdaszervezet Vicia fehérjéivel, és bar nem bizonyitott,
feltételezhetjiik, hogy evolucids egyiittélésiik soran tokéletesen alkalmazkodtak

egymashoz, tehat a novényre hatdssal van a benne rejld virus genomja.

Ezért valasztottuk dolgozatom témajanak a Beet cryptic virus 2-t, céklabol, hogy
ezen két kopenyfehérjével is rendelkezd virus szekvencidjanak analizisével bepillantast

nyerhessiink a Beta nemzetségben el6fordulo BCV2 izolatumokkal valé hasonlosagara.

2.3. Kvazispéciesz jelensége

A virusok természetes uton igen gyorsan mutalodnak, hiszen ismereteink szerint nem
rendelkeznek olyan beépitett replikaciéo védelmi mechanizmusokkal, mint barmely sejt,
legyen az novényi vagy allati eredetli. Az olyan halalos betegségek, mint az AIDS,
gyogyitadsa pontosan azért ilitkdzik akadalyokba, mert a genomja nagy szédzalékban
egyezik a gazdaszervezettel, tehat fertézésiikkor specialis kezelésre lenne sziikség.
Mindazonaltal a gyors mutdlodas olyannd teszi 6ket, mintha teljes populdciokkal

akarnank felvenni a harcot.

A fertdzés soran a virusmutansok komplex és dinamikus eloszlasa, azaz a virus
kvazispéciesz spektruma f6 szerepet jatszik a valtozd6 kornyezethez valo
alkalmazkodasukban és populdcidjuk fennmaradasat segiti. Replikaciojuk soran
elkeriilhetetleniil keletkeznek mutans egyedek, de nem a rosszul végzett atirds
melléktermékei, ahogy a néhany éve elvégzett kisérletek bizonyitékai mutatjak. A
mutans populacid rész vesz a tiinetek kialakitasdban, a dominans szekvencidk kihatnak
a kisebb szamban jelenlévOkre. Mindazonaltal genomjuk tartalmaz olyan ,.,emlékez8”
szakaszokat, amelyek tiikrozik a multbeli virus evolucios torténetének lenyomatat. A
tulzott mértékli mutalodas a virus eliminalddasaval jarhat. Mindez még hozzdjarul a
virusok véletlen génsodrodasahoz ¢és befolydsolja hosszu tav jovobeli evolucios

folyamatait is (Domingo és mts., 2006.)
A Kkisérleti eredmények azt bizonyitjak, miszerint az RNS virus populaciok
kvazispéciesz rendszerekbdl allnak. Errdl sziiletett publikacio 1971-ben, Eigen szamol

be elséként errdl a kutatassal megalapozott elméletrél, amely egy olyan rendszert vazol

fel, ami kis pontossaggal replikalodik. Altala megérthetd a Fold korai életformainak
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onszervezddése ¢és alkalmazkoddsa. Az RNS virusok magas mutéacios rataja és a
kvazispéciesz ~ spektrum  dinamikdja szorosan Osszefligg mind a  virusos
megbetegedésekkel, mind az antiviralis gyogyitasi stratégiakkal. Ezt a koncepciot
tovabbi bioldgiai rendszerekre is alkalmazzak, mint példaul a rakos megbetegedések
kutatasa, amelyben mar sejt szintre emelkedik ez a rendkiviil gyors mutalodas (Mas és

mts., 2010)

Ugyanebben az év marciusaban megjelent Edward C. Holmes cafolata, amely
pontatlan eredményekre hivatkozik, ¢és Eigen félreértelmezésének tulajdonitja Mas

cikkét, tovabba szerinte a természetes RNS virusokra nem alkalmazhat6 az elmélet.

2.4. A Beta nemzetség kriptikus virusai

Felfedezésiikre 1977-ben keriilt sor (Kassanis és mts., 1977.), harom tipusukat
ekkor kiilonitették el 6ket szamokkal Beet cryptic virus 1-re, Beet cryptic virus 2-re,
Beet cryptic virus 3-ra. Igen koran, mar 1993-ban Xie és munkatarsai k6zolték az elsé
részleges virusszekvenciat koziiliik, mely a Beet cryptic virus 3-¢ volt és egyben az elsd
részleges kriptovirus szekvencia is. Azota elterjedtségiik mértékét is tudjuk, hiszen
kimutattak mar 6ket mangoldbol (Beta vulgaris L. var. vulgaris L.), cukorrépabol (Beta
vulgaris varietas altissima), takarmany répab6l (Beta vulgaris varietas crassa), Beta
maritima-bol, Beta macrocarpa-bol (Boccardo és mts., 1987.) és a kisérletiink
szempontjabol fontos céklabodl (Beta vulgaris convarietas crassa provarietas conditiva).
Egy gazdandvény tartalmazhatja akdr mindhdrmat is, de mindig -elkiilonithetoek

maradnak egymastol (Antoniw és mts., 1986).

24.1.BCV1

A Beet cryptic virus 1 virionokban két dsRNS molekula van jelen. A dsRNS1
(M, 1,36:10%) in vitro transzlacidja soran egy 67 kDa, a dsRNS2 (M, 1,15-10°
transzlacidja soran pedig egy 52 kDa becsiilt molekulaméretii fehérje szintetizalhato. A
szintetizalt fehérjék reaktivitasat BCV1-specifikus ellenanyaggal vizsgaltak meg, és azt
talaltak, hogy a BCV1-specifikus antiszérummal a kisebb protein mutat immunologiai
reakciot. Ezen adatok alapjan feltételezték, hogy a BCV1 genom nagyobb szegmense az
RNS-fiiggd RNS-polimerazt (RdRp), a kisebb pedig a virdlis kopenyfehérjét (CP)
kodolja (Accotto és mts., 1987).

Szegd Anita és munkatarsai a Beet cryptic virus 1 genom jellemzésére klonoztak

a dsRNS1 és dsRNS2 szegmenseknek megfeleld cDNS-eket és meghataroztak a teljes
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szekvenciajukat (Szeg6, 2009). A BCV1 dsRNS1 2008 bp, a dsRNS2 1798 bp
hosszusadgu. Ezen szekvencidk a GenBank adatbazisban EU489061 ¢és EU489062
azonositokkal hozzaférhetok. A dsRNS1-en egy 1851 nt hosszisagu folyamatos nyilt
leolvasasi keretet (ORF) azonositottak, ami egy 616 aminosavbdl allo fehérjét kodol,
72,5 kDa szamitott molekulamérettel. Ez a protein a GenBank adatbézisban talalhatod
szekvenciak koziil a Partitiviridae csalad virusainak RNS-fiiggd RNS-polimerazaival
mutatja a legnagyobb hasonlosagot, tovabba azonosithaté rajta a kriptikus virusok
RdRp-jére jellemz6 valamennyi konzervalt aminosav motivum. Mivel az azonositott a
motivumok a fehérje polimerdz funkciojanak betdltéséhez fontosak, valdsziniisithetd,

hogy a dsRNSI altal kodolt fehérje a viralis RdRp (Bruenn, 1993).

A kriptikus virusok egymdashoz vald viszonya a putativ RNS-fliggd RNS-
polimerazok Osszehasonlitasaval jellemezhet6 a legjobban. A BCV1 RdRp-t mas
kriptovirusok polimeraz szekvenciaival dsszehasonlitva azt talaltak, hogy a lobabban
azonositott Vicia cryptic virus (Blawid és mts., 2007), ill. a fehérherében eléforduld
White clover cryptic virus 1 (Boccardo és Candresse, 2005a) ill. a sargarépaban
detektalt Carrot cryptic virus (Willenborg és mts., 2009) RdRp szekvenciait 80 %-ban
épitik fel azonos aminosavak. Mind a négy szekvencia 616 aminosavbol all és
folytonossagi hiany nélkiil irhatok egymas ala. A tobbi ndvényi kriptovirus RdRp-jével
ennél sokkal kisebb mértékii (20-25 %-os) hasonlosag figyelhetd meg. A dsRNS2
pozitiv szalan egy nagy, 1470 nukleotid hosszisagl, és két kisebb putativ ORF
talalhatd, a negativ szalon szintén két kisebb leolvasasi keret taldlhato. A nagy ORF egy
489 aminosavbol allo fehérje kodolasaért felelés, melynek szamitott molekulamérete
53,4 kDa. Tomegspektrometrias analizissel kimutattak, hogy a dsSRNS2 kodolja a viralis
kopenyfehérjét (Szegd, 2009, doktori értekezés). Ez a protein a Partitiviridae csalad
virusainak kdpenyfehérjéivel mutatja a legnagyobb hasonlosagot, bar ez a hasonlosag az
RdRp-nél megfigyelt értékeknél mindenképpen kisebb mértékii. A nagyobb
heterogenitas ellenére tobb olyan konzervalt aminosav régidt is azonositottak a BCV1,
WCCV1, VCV, Raphanus sativus cryptic virus 1, Amasya cherry disease-associated
partitivirus és  Cherry chlorotic rusty spot-associated partitivirusvirusok
részben mutathatok ki. A konzervalt régiok szerepének azonositdsa még nem tortént
meg, de e régiok kiilonbozé virusokban valé megdrzddése funkcionalis jelentdségiiket

valészintisiti (Chen és mts., 2006b).
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A BCV1 és a VCV, ill. WCCV1 genomok hasonlosaga nemcsak a fehérjékre
terjed ki, hanem a dsSRNS genom 5’ és 3’ nem transzlalodo régiodi esetén is felfedezhetd
(Szegb, 2009, doktori értekezés). Kiilonosen az RdARp altal torténd specifikus
felismerést és a dsRNS szegmensek egyiittes kapszidalodasat biztosito 5° UTR-ek
esetén figyelheté meg jelentdsebb homologia (Strauss és mts., 2000). A termindlis
szekvenciak konzervaltak (5° GATCAAAAGA), és a szekvenciak analizise soran
azonositottak a Partitiviridae csalad 5° UTR-eiben szintén megtalalhatd CAA és
CAAAA motivumokat (Strauss és mts., 2000; Coutts és mts., 2004). Az ismétlodé CAA
régidk szerepét a dohanymozaik virus genom jellemzése soran hataroztdk meg eldszor,
ugy tlinik, hogy a transzlacié korrekt inicidcidjaban vesznek részt. (Zaccomer és mts.,
1995). A 3° UTR-ek a dsRNS1 genom szegmenseknél szintén rendkiviil hasonloak, a
dsRNS2-ek kiilonb6z6 gazdaszervezetekben azonban nagyobb variabilitast mutatnak. A
dsRNS tartalmu virusoknal a dsRNS molekula 3’ nem kddold vége tartalmazza a
replikdz enzim felismerd helyét. A legtobb virus esetében a genom replikacidjat egy
replikacios enzim-komplex végzi, ami a virus altal kodolt RNS-fliggé RNS-polimeraz
mellett valtozatos gazda faktorokat is tartalmaz. Arr6l nincsenek ismereteink, hogy a
kriptikus virusok replikacidja pontosan milyen mechanizmus szerint torténik, de azt
tudjuk, hogy kicsi a genomjuk kodold kapacitdsa, ezért nagy a valosziniisége annak,
hogy a replikacidjukhoz a virus altal kodolt RNS-fiiggd RNS-polimerdz mellett
feltehetdleg gazdafehérjéket is igénybe kell venniiik, amihez elényds lehet a gazddhoz
vald nagyfoku alkalmazkodas. Ez eredményezheti akar azt is, hogy a kiilonb6z6 fajok
kriptovirusainak a kopenyfehérjét kodold szegmensek 3° végei jobban heterogének
lettek, emellett megdrizték a replikdz enzim felismerd helyeit, mivel bizonyitottan

replikalodnak (Szegd és mts, 2009, a doktori értekezést idézve).

2.4.2. BCV 3

A Beet cryptic virus 3 virus genomja szintén két dsRNS molekulabol all, melyek
~1740 és ~1600 bp hosszuak (Xie, 1992). A BCV3 virionokban a BCV1 virustol
eltéréen a dsRNS2 szegmens kodolja a viralis RdARp-t és a dsSRNS1 a kopenyfehérjét.
Xie és munkatarsai klonoztak, majd szekvenaltdk a BCV3 replikazat kodolo dsRNS2
jelentds részét, amelyen egy 1431 bazisparos, 478 aminosavat kodolo nyilt leolvasasi

keretet és tobb RdRp motivumot is azonositottak (Xie és mts., 1993).
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2.4.2. BCV 2

A Beet cryptic virus 2 virusokrol kevesebb irodalmi adat allt a rendelkezésiinkre,
mint a BCV1-r6l, raadasul ezek az eredmények sokszor nem voltak egységesek.
Natsuaki és munkatéarsai (1986) két genomi dsRNS (MW 0,94-10° és 0,87-10°) jelenlétét
publikaltak. Ezzel szemben Kiihne és munkatarsai (1986) két kopenyfehérje molekulét
azonositottak, és ha elfogadjuk azt az elméletet, hogy a kriptovirus dsRNS-ek
monocisztronosak akkor a két kopenyfehérjét kodoldo gén mellé egy harmadik, az
RdRp-t kodol6 genomi szegmensre van sziikség. Szegd Anita és munkatarsai kisérleteik
soran egyértelmiien bebizonyosodott, hogy a genom harom dsRNS-bdl all, melyek
kozil kettd, feltehetdleg azonos méretik miatt, a gélelektroforézis szokasos
koriilményei kdzott nem valik el egymastol. A Beet cryptic virus 2 genom jellemzésére
klénoztak a dsSRNS1-3 szegmenseknek megfelelé cDNS-eket, és meghataroztak a teljes
szekvenciajukat: a dsRNS1 1589 bp, a dsRNS2 1575 bp, a dsRNS3 pedig 1522 bp
hosszusagu (Szegd, 2009).

A dsRNS2 pozitiv szalan egyetlen, 1428 nt hosszisagi ORF-t (ORF1)
azonositottak, ami 475 aminosavbdl 4llg, 54,2 kDa molekulaméretli fehérje kodolasaért
felelds. A szegmens negativ szalan is taldlhato két kisebb leolvasasi keret. Az ORF1
altal meghatarozott aminosav szekvencia a Partitiviridae csalad ndvényi virusai koziil a
Black raspberry cryptic virus, a Pepper cryptic virus 1, a Pyrus pyrifolia partitivirus és
a Beet cryptic virus 3 RNS-fiiggd RNS-polimerazaihoz hasonld, 65-70 %-ban
(Tzanetakis és Martin, 2007; Valverde és Gutierrez, 2008; Osaki és mts., 1998; Xie és
mts., 1993). Ennél a fehérjénél, a BCV1 RdRp-hez hasonléan, szintén tudtak
azonositani a kriptikus virusok RdRp-jére jellemz6 konzervalt aminosav motivumokat
(Bruenn, 1993), igy megallapithatd, hogy a dsRNS2 altal kodolt fehérje a viralis

polimeraz.

A dsRNSI1 szegmens pozitiv szaldn azonositottak egy 1281 nt hosszisagii ORF-
t, mely egy 426 aminosavbol allo, 49,1 kDa molekulatomegii fehérjét kodol. A
tomegspektrometrias analizissel kideritették, hogy a nagyobb kdpenyfehérjét a dsRNSI
koédolja, mivel a ~36 kDa becsiilt molekulatomegii protein 30 %-os szekvencia egyezést
mutatott a dSRNS1 cDNS-bél levezetett fehérjével. A virionokban el6forduld masik
kopenyfehérjét (~33 kDa) a dsRNS3 kddolja, az azonositott protein szekvencidk 11 %-
ban fedik le az ORF1 altal kodolt 393 aminosavbol felépiilo fehérjét. Az eredményekbdl
arra kovetkeztettek, hogy a BCV2 wviriont két, ~36 illetve ~33 kDa becsiilt
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molekulatomegii fehérje épiti fel, melyeket a dsRNS1 és -3 genomi szegmensek
kodolnak (Szegd, 2009).

A dsRNS-ek 5’-végein itt is egy konzervalt felismer6 szekvenciat (5’
AGAATTA) talaltak, ami teljesen eltér a BCVI1-nél azonositott szekvenciatol.
Megegyezik azonban a Beet cryptic virus 3, a Black raspberry cryptic virus és a Pyrus
pyrifolia partitivirus RdRp-t kédold genom szegmenseinek 5’ terminalis végeivel, tehat
nemcsak az RARp-t kodold gének kozott fedezhetd fel hasonldsag e virusok kozott,
hanem a nemkodolo régidk kozott is. A konzervalt terminalis région kiviil a dsSRNSI és
-2 57 UTR-ei kozott mar nem figyelhetd meg jelentdsebb szekvencia hasonlosag, és a
BCVI1 jellemzésénél kiemelt CAA régiok is hianyoznak. Tovabbi kiillonbség még, hogy
a BCV2-nél a 3°-végeken nem azonositottak poly(A)-véget (Szegd, 2009).
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3.  Célkitiizés

A cékla, és kozeli rokonai mind fontos gazdasagi novények. Kisérletemben célul
tiztem ki a BCV2 genomi dsRNS-einek izolalasat és lehetdleg, egymast atfedé6 cDNS
szakaszokkal meghatarozzam az RdRp és a CP1 szekvenciajat, valamint lehetOség
szerint a CP2 szekvencidjanak egy részét is, lehetséges valtozasok utdn kutatva a

nukleotid és aminosav szekvencidkban egyarant.

A kisérletet inspiralta, hogy Szeg6é Anita mar mangoldbol — amiben csak a BCV1
talalhaté meg, céklaban csak a BCV2 — meghatarozta az RdRp és részben CP-t kddolod
szegmensek nukleotid szekvencidit. Meglepd moddon kisérlete ramutatott, hogy a
mangold BCV1 RdRp majdnem 90 nukleotidban eltér a cukorrépaban fellelhet6hoz
képest, viszont ez az aminosavak szintjén csupan 6 cserét okozott. A mangold CP-nél is

hasonl6 képet tudott kimutatni.

A cukorrépaban fellelhetd, Szegd Anita altal meghatarozott szekvenciaji BCV 2
szekvenciakra tervezett primereket felhasznalva célunk volt a BCV2 RdRp és CP1 teljes
kodolo régidjanak lefedése, atfedd PCR termékekkel, illetve a CP2 részleges lefedése is.
Tekintve, hogy az irodalomban eddig nagyon kevés adat all rendelkezésre az azonos
kriptovirus fajok kozeli gazdandvényben fellelhetd szekvencigjat illetden, ezek a
kutatasok sziikségesek, mivel igy minden bizonnyal tisztazodhatnak a gazdaspecificitas
kérdeései is.

Tovabbi célul tliztiik ki a kapott szekvencidk dsszehasonlitod elemzését a legkdzelebbi
rokon virusfajokkal (Raphanus sativus cryptic virus 3, Alphacryptovirus JF-2012, a
Beet cryptic virus 3, a Beet cryptic virus 2, a Persimmon cryptic virus, Mulberry cryptic

virus 1 és a Pepper cryptic virus 1- és 2).

Egy tovabbi, nagy célunk volt az esetlegesen endogenizalodott kriptikus virus
szekvenciak azonositasa a cékla novény genomi DNS-€bdl is, mivel az utobbi par évben
egyre tobb és tobb ilyen, endogenizalddott virusszekvenciat azonositanak magasabb
rendi eukariota ¢él8lényekbdl; ez pedig a horizontalis géntranszfer sokkal gyakoribb
el6fordulasat valdsziniisiti, mint az eddig elfogadott tényallas, sot, egyesek szerint mar
ezen endogenizalddott szekvencidk nagyban részt vehettek a gazda szervezetek

evolucios fejlodésében, esetlegesen a valtozo kornyezethez vald adaptalédasban is.
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4.  Anyagok és modszerek

4.1 Novényanyag:
Kisérletiinkben vizsgalt ndvényiink a Caryophyllales rend, Amaranthaceae
csaladjaba tartoz6 Beta vulgaris convarietas crassa provarietas conditiva zoldség

kertészeti célra termesztett harom fajtaja volt.

Az Alto fajtait a Soroksari botanikus kert és Tangazdasag zoldségtermesztési
agazataban termesztették 2011 nyaran, lathatéan egészséges példanyok voltak Kiss
Krisztidannétol.

A Biborhenger és a Biborgémb szabadf6ldon héazi kertben termesztették ugyan ebben

az iddszakban. A Zdldségtermesztési tanszék munkatarsatdl, Szabé Annatol kaptuk és

2011. november 10-én keriilt fagyasztasra.

4.2. Reagensek

A kisérletben hasznalt legtobb molekularis bioldgiai reagensiink a Thermo Scientific
(korabban Fermentas) International Inc. (Litvania) terméke, az ett6l valo eltérést a
megfeleld helyen kiilon jeloljiik.

4.3. Nukleinsav tisztitasi és izolacios eljarasok

4.3.1. Nukleinsav izolalas

0,1 g levelet dorzsmozsarban elszivofiilke alatt elddrzsolink 300 pl pegGOLD
Trifasttal (Fokozottan veszélyes! 1 ml-e boron at halalos, de ennél kevesebbje is komoly
égési sériiléseket okoz.), ezzel feltarjuk a sejtek tartalmat, majd tovabbi 700 ul-t adtunk

hozza ¢és egy 1,5 ml-es eppendortba toltjiik a teljesen homogén szuszpenzionkat.

A fazisok szétvalasztdsdhoz Ot perces szobahdmérsékletli inkubélas utan 200 pl
kloroformot pipettazunk ra (szintén fiilke alatt). Alaposan Osszevortexeljiik, 6t percig
allni hagyjuk, majd 6t percig 12000 rpm-en és 18°C-on lecentrifugaljuk. A felsd
fazisbol 500 pl-t 6vatosan, hogy ne szivjunk bele az alsobb rétegekbe, 0j 1,5 ml-es
eppendorfba toltjiik és 1 ml-ig izopropanolt adagolunk hozza. Itt egy éjszakara -20°C-

on fagyaszasra kertilt, de az eredeti recept 10 perc jégen tartast javasolt.

A kiolvasztas utdn 10 percig 12000 rpm-en 4°C-on centrifugaltuk, hogy a koriilbeliil
1 ml feliilaszot leszivhassuk a csapadékrol, ami a tisztitatlan teljes RNS kivonatunk. 1

ml 70%-os etanollal (vagy 300 ul MQ vizzel, és 700 ul abszolut etanollal) 10 percig
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12000 rpm-en 4°C hémérsékleten centrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk, majd egy
percre visszatesszilk a centrifugdba, hogy a maradékot is le tudjuk szivni. Ezutidn
inkubatorban 37°C-on nyitott kupakkal szaritjuk, amig minden csepp az eppendorf
oldalardl és a csapadékrol elparolog. Ha ezzel is megvagyunk 55°C-ra melegitett 30 ul

MQ vizben, erds vortexeléssel visszaoldottuk és -20°Con tovabbi feldolgozasig taroltuk.

4.3.2. Teljes RNS tartalom izolalasa

A fagyasztott leveleket (0ssztomeg 200 g) turmixgépbe tettiikk és 520 ml EBA-SDS
pufferrel (1000 ml-hez: 100ml 500mM Tris-HCI pH 8; 100 ml 500mM EDTA pH 8; 10
ml 100% pB-merkaptoetanol; 640 ml mQ) alaposan Osszeturmixoltuk, az igy nyert

szuszpenziot Erlenmeyer lombikban 20 percig rdzattuk.

Ezutan, a habzasra val6 hajlama miatt eddig kimaradt, 80 ml SDS-t is hozzaadva 2,5
dl-es centrifuga csovekbe osztottuk szét és 5000 rpm-en 18°C-on 20 percig
centrifugaltuk. A feliiluszot tiszta cs6be toltottik, egy térfogatnyi kloroformot adtunk

hozz4, alaposan vortexeltiik, és a fentebb leirtak szerint centrifugaltuk.

Ezt megismételtik még egyszer, majd egy térfogatnyi izopropanollal -20°C-on

fagyasztasra keriilt felhasznalasig.

Felolvasztas utan 6500 rpm-en elére 4°C-ra hitott fugaban centrifugaltuk. A

feliiluszot eltavolitva a csapadékot 5 ml MQ-ban oldottuk vissza.

4.3.3. Nukleinsav tisztitas

A mintakat 10 ml MQ vizben oldottuk vissza, két cs6ben 20 ml 65°C ,,1.” jelii pufferrel
(2% CTAB (pH 8,0), 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl) fél 6ran
keresztiil 65°C-on inkubaltuk.

Ezutan ekvivalens mennyiségi (20 ml) kloroform-izoamilalkohollal (ezzel az
esetleges fehérje maradvanyokat kicsaptuk) vortexeltiik, 4500 rpm-en 18°C-on negyed
oraig centrifugaltuk. A fels6 fazist 1j csobe tettik 4 ml ,,2.” jelt pufferrel (5 % CTAB,
0,35 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0), 20mM EDTA), egy térfogatnyi kloroform-
izoamilalkohollal, vortexeltiik és megismételtiik a centrifugdlést. Ismét csak 1j cs6ben a
feliiluszohoz harom térfogatnyi ,,3.” jelt puffert (1% CTAB, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
10 mM EDTA) adtunk, alaposan 0Osszeraztuk ¢és egy ¢jszakara allni hagytuk

szobahOmeérsékleten.
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Lecentrifugaltuk (3500 rpm, 18°C, 6 perc), a csapadékhoz pedig adtunk 2 ml ,,4.”
jelt puffert (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA, 1 M NaCl) és inkubaltuk 65°C-on
10 percet és tovabbi két térfogatnyi abszolut etanollal egy oran keresztiil 4°C-on
hagytuk. Itt ujabb centrifugalas kovetkezett (4500 rpm, 18°C, 15 perc), és még egy
(5000 rpm, 18°C, 15 perc) 5 ml 70%-os etanollal. Eztan mar csak annyi dolgunk
maradt, hogy az Osszes folyadékot eltavolitsuk a csapadékrol 37°C-os nyitott fedeles

inkubalassal, és 5 ml 65°C-0s mQ-ban visszaoldjuk.

Ezt a tisztitasi folyamatot megismételtiik az eltarolt teljes nukleinsav izoldtumokkal,

¢és amelyikb6l magasabb koncentraciot tudtunk elérni ebbdl dolgoztunk tovabb.

4.3.4. CF11 Oszlopkromatografia

A viralis dsRNS-t a novény teljes nukleinsav kivonatabél CF-11 oszlop-
kromatografiaval tisztitottuk (Dodds és mts., 1984). 2 g CF-11 oszloptoltet 33,6 pg
dsRNS elvélasztasara hasznalhat6. Az 1xSTE/15% EtOH-ban duzzasztott és ekvilibralt
CF-11 toltetet a minta felvitele utan 15 %-0s etil-alkohol tartalma 1x STE-oldattal (100
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,0), 1 mM EDTA) mostuk addig, amig az atfolyd
abszorbanciaja el nem érte az alapvonalat, kozben iigyeltiink ra hogy a tdltet mindig

ellepje a pufferiink.

A dsRNS elualasahoz 1x STE-oldatot hasznaltunk. Mind mosaskor, mind
elualaskor (ez utobbit kétszer végeztik el) 500 pl-es frakciokat szedtiink és
folyamatosan mértilk a koncentracido valtozasat 260 nm-nél spektrofotométerrel. A
dsRNS-t tartalmazo frakciokat DE 52 anioncseréld oszlopon koncentraltuk és 2 M NaCl
oldattal elualtuk. A nukleinsavat Na-acetatos — etanolos kicsapas utan Milli-Q vizben
oldottuk vissza, majd a tisztitas eredményét nem-denaturald gélelektroforézissel (30%-

0s AA) ellendriztiik.

4.3.5. DNaz | emésztés

1 pg DNS tartalmt mintahoz 1 ul DNaz I (1 U/ pl), 4 pl 10x DNaz puffer, MQ vizzel
kiegészitve az adott térfogatra. 37°C-on husz percen at vizflirdobe tettiik, majd
kloroformozas (2 térfogatnyi kloroformot adunk a mintahoz 12000 rpm-en 6 percig
centrifugaltuk, a feliiliszot leszivtuk €s a folyamatot megismételtiik) utan alkoholosan

kicsaptuk.
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4.3.6 RNaz A emésztés

Az 5.6.fejezetben sziikségessé valt a total nukleinsav mintak RNaz A kezelése.
A kezeléskor 10 pg/ml koncentracioban alkalmaztuk a hasznalatra kész pufferban
(50mM Tris-HCI pH 7.4 és 50% glycerol) tarolt enzimet. Az RNaz A kezelés 37 °C-on
husz percen at zajlott. Kezelés utan a mintat a DNaz I emésztés utan alkalmazott moédon

tisztitottuk meg az enzimtol.

4.3.6. Alkoholos kicsapés

A mintankhoz 0,1 térfogatnyi 3M natrium acetatot és 2,5 térfogatnyi -20°C abszolut
etanolt adtunk, majd par masodpercre folyékony nitrogénbe martottuk. 15 percig 13000
rpm-en 4°C-on lecentrifugaltuk, hogy a felsd fazist eltavolithassuk ¢és a csapadékhoz
500 ul 70%-os etanolt adhassunk. Azonos fugalast kovetden ¢€s a fels6 fazis ismételt
eltavolitasa utan tovabbi egy perccel a maradékot is leszivtuk. A csapadékot tartalmazo
eppendorf csoveket 6t percig 37°C-on nyitott kupakkal inkubdltuk, az immar szaraz

anyaghoz 32 ul 55°C-0s MQ vizet adtunk.

4.4. Gélelektroforézis

4.4.1. Agaréz gélelektroforézis
A PCR termékekbdl 10-10 pl-t 1%-0s 30 ml agardz gélen futtattuk meg 1 x LB
futtat6 puffer (1 x TBE-ben 40% glicerol) 5 pl-ével, és 3 ul Gene Ruler 100 bp DNS

Ladder-rel 80 V-on. Ellenérzé futtatas esetén 1x TAE, a visszaizolalashoz TAE-t gélt

hasznaltunk.

4.4.2. Poliakrilamid gélelektroforézis
30%-0s AA gél (10 ml-hez): mérdpoharba bemértiink: 1,65 ml 30% AA; 6,25 ml
MQ; 2 ml 5xTBE; 70 ul 10% APS; 3,25 ul TEMED. (Az utolso kett6t csak a legvégén

szabad hozzé4 adni, mert azonnal elkezd szilardulni!) Amikor elkésziilt beletoltottiik a
futtato kadba, elhelyeztiik benne a fésiit, és a pohar aljan marad6 keveréken figyeltiik
mikor szilardult meg, ekkor kivettiik a féstit €s a zsebekbe toltottilk a mintdkat, 1xXTBE

pufferrel futtattuk.

4.4.3. Immunoblott eljaras:

Az 5%-0s PAA (30 (akrilamid): 0,8 (biszakrilamid), 89 mM Tris-HCI, 89 mM

borsav (pH 8,3), 2,5 mM EDTA) gélen elektroforézissel elvéalasztottuk méret szerint a
dsRNS-t.
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Elokésziiletként a hasznos gélfeliiletnek megfelelden vagtunk membrant, melyre a
blottolas folyaman felvissziik a mintat a gélrél, valamint ugyanekkora sziir6papir
darabokat. A blot késziilékben ezeket tigy helyeztiik el, hogy két réteg blottold oldattal
(amit a futtatashoz hasznaltunk) nedvesitett sziirépapirra keriilt a gél, erre fektettiik a

membrant, majd Gjabb két réteg szlirOpapirt és még egy kevés puffert adtunk hozza.

A késziilék lezarasa utan harmincot percig aramra kapcsoltuk, ennek hatasara a gélre
folvitt RNS molekuldak a membranhoz kotddtek, de még fixalasuk sziikséges. Ehhez a
megadott 1d6 letelte utan kiilon edénybe helyeztilk a membrant €s egy oran at razattuk
BSA in PBS pufferben (0,2 g heringsperma; 40 ml 1XBSA in PBS), amivel rogzitettiik a

membranon a dsRNS szegmenseket.

Hozzéaadtuk az els6dleges ellenanyagot (J2 jelzésti 10ml; 20 ml BSA), majd és még
20 ml 1xPBS+ 20 ml 0,1% TritonX 100 egy 6ran at razatva mostuk. A mosofolyadék
leontése utdn hozzaadjuk az F(ab’)2 ellenanyagot és egy oran keresztiill razatva
rajtahagyjuk. Az el6hivashoz 70 pl BCIP, 90 ul NTB, 100 mM Tris-HCI (pH 9,5) 100
mM NaCl, 5mM MqgCl, keverékében fél oran at

razatjuk.

4.5.4. Visszaizolalas gélbdl
A nukleinsav  visszaizolalast a  Calbiochem-

Novabiochem Novagen Kittel, a Bio-Basic Inc. EZ-10
Spin Column DNA Gel Extraction Kittel, Macherey-
Nagel, Nucleo Spin Gel and PCR Clean-up, korabban
Nucleo Spin Extract Il Kittel végeztiik, minden esetben

kovetve a gyartd utasitasait €s a tisztitott nukleinsavat

32 pl-ben MQ vizben oldottuk vissza.

1. abra: A nukleinsav
4.6. Reverz transzkripcio és PCR reakcio kivagasa gélbél

4.6.1 cDNS szintézis

Mivel RNS-rél nem lehet PCR terméket késziteni, igy reverz transzkripcioval cDNS-
t szintetizdlunk, ami pontos masa az eredeti szekvencidnknak. A kdnnyebb bemérés
érdekében master mix-et készitettiink (ahany a mintanknak sziikséges, plusz egy

térfogatnyi) egy 1,5 pl-es eppendorf csébe, amit hét 0,2 pul —es PCR csovekbe
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szétosztottunk (megfeleld mennyiségii cs6 tartalmazza a templatunkat, egy csé pedig a
pozitiv kontrollt).

A denaturacidhoz sziikséges: 1 pul 10 uM REV primer; 1 ul 10 uM FOR primer; 1 pl
DMSO; 2 ul templat (11,3 ng/ul dsRNS), MQ vizzel kiegészitettiik, ugy hogy
csovenként 20-20 pl térfogatunk legyen.

A mintdkat 99°C-on tartjuk 5 percig, amig a dsRNS denaturdlodik a primerek
jelenlétében, kozben elkészitettiik a master mixet a reverz transzkripciohoz:

4 wl 5xFirst Stand puffer; 1 ul 10 mM dNTP; 1 pl 0,1 DTT; 8,85 ul mQ; 0,15 ul
SSIII enzim (SuperScript III reverz transzkriptaz, Invitrogen) (ez utobbit szigoruan a

legvégén szabad csak hozzaadni, hogy stabil maradjon). Csdvenként szétosztva 42°C-on

tartjuk 90 percig.

4.6.2. PCR reakci6

A PCR reakciot a Bio-Rad T100 Thermal Cycler tipustu késziilékében végeztiik.
Enzimiink a High Fidelity Taq polimeraz volt.

PCR késziilékkel a cDNS-linkrél késziilt terméket felszaporitottuk, ehhez szintén
master mixet készitettiink: 0,5 pl 10 mM dNTP; 2,5 ul 10x HF Taq puffer; 0,5 ul REV
primer; 0,5 pl FOR primer; 15,85 pl mQ; 0,15 pl 5 U HF Taq polimeraz és a kdvetkezd
protokollt alkalmaztuk: denaturacio 95°C 6t perc, majd 95°C harminc masodperc,
bekotddéshez X°C (X= az alkalmazott primer kombinaciétdl fiiggden: az alacsonyabb
Tm ponta primerhez igazitva) harminc masodperc, polimerizacié 72°C harmincot
masodperc, ezt az utobbi hiarom Iépést negyvenszer ismételve. Végil a vég
polimerizacié 72°C-on 6t perc, majd végtelenitve 12°C-on tartds, amig ki nem vettiik a

késziilékbdl.

4.6.3. Felhasznalt primerek

A virus szekvencia nagysaga (~2 kbp) miatt, valamint a jobb lefedettség biztositasa
érdekében két részletre osztottuk, azokat pedig egy forward és egy reverz primerrel
amplifikaltuk fel.

RdRp-a RdRp-b

S NP52 (18-37 bp; Tm=48°C) NP45 (712-733 bp; Tm=50°C)
orwar ’
5’ AAAACTGCAGTTCTAGAAAGACGGGA | 51 CTTCTAGAAGGAACTTCAGCGG

GTCA
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reverz | NP93 (811-830 bp; Tm=48°C) NP94 (1527-1546 bp; Tm=50°C)
5 CCCTTGGTGTACGAAATTAG | 5 ATTGAGGTATGGATGCTGAT
CPl-a CP1-b
forward | NP91 (794-813 bp; Tm=51°C) NP89 (66-86 bp; Tm=50°C)
5’ CTACTCGACTTCAAGCAAGG | 5° AACGCTTTATTGTTTCGTACA
reverz | NP92 (1575-1594 bp; 51°C) NP90 (868-887 bp 50°C)
5 AGGGCTGTATAGTCCCTCAG | 5 TTCCAAGAATGTAAGGTGCT
CP2-a CP2-b
forward | NP89 (611-630 bp; Tm=51°C) NP122 (1-21 bp; Tm=47°C)
5 TCATTTCAGCCGACTACAGA | 5 AGAATTTCACCTTAGTCTCAG
everz | NP99  (1257-1294  bp;  51°C) | NP123  (806-825  bp;  47°C)
5> TGGTGTCTCAGTTCTGGTTG | 5 CATAGGAAACCAAGCATAAG

1. tablazat: A BCV 2 szakaszaihoz felhasznalt primerek

CP1 (1504 bp) A lefedettséget a CP1 esetén jeleniti meg a 6.

abra. Bordo6 szinnel jeloltiik a lefedni kivant szakaszt,

—
' zolddel a forward, kékkel a reverz primereket, és
— végiil narancssargaval a kivant termékeket. A cDNS

—

duplaszélanak 5° végeihez kotottek be a primerek és

6. 4bra: A CP1 (dsRNSI1) teljes | onnan egymassal ellentétes iranyban kezdtck meg a

szakaszanak lefedése

termék szintetizalasat, igy megkétszerezve annak

hatékonysagat. A termékek méretét ugy hatdroztuk meg, hogy azok kozott atfedés
legyen, a szintézis kezdeti és végi esetleges hibakat kizarhatjuk, az analizis soran ezeket

a nukleotid eltéréseket figyelmen kiviil hagyhattuk.
A Beet cryptic virus 2 mindharom szakaszanal ugyan igy jartunk el, de a CP2-b jeld

szegmensét a dolgozat elkésziiltéig nem sikertilt eléallitani.

4.1.
A BCV 2 CP1, CP2, és RdRp szegmensekrél HF Taq polimerazzal késziilt PCR

Szekvencia analizis

termékek nukleotid sorrendjét a Semmelweis Egésségiigyi Kft. (1085, Bp Ull&i 1t 26.)
hatarozta meg, ABI 3100 Genetic Analyzer szekvenald késziileékkel (Applied

Biosystems, USA). A kromatogramokat a Chromal Lite programmal, a szekvenciakat a
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Geneious Pro 5.5.6 —tal, és a Vector NTI Advance 11 (Invitrogen Co.; Lu és Moriyama,

2004) programokkal analizaltuk.

A nukleotid és aminosav szekvencidk azonositasahoz az NCBI BLAST online

szoftverét (http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/) hasznaltuk.

4.8. Koncentracio mérés
A méréseket a NanoDrop (Bioscience, Budapest) késziilékkel, valamint a Shimadzu

UV-160A spektrofotométerrel.
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5.  Eredmények és értékelésiik

5.1. Koncentracio eredmények

5.1.1. Az Alto céklafajta

Az Alto céklafajtaval végzett teszt kisérlet soran hatszor 0,1 g levélbdl, a cukorrépara
kidolgozott mddszerrel a 2. tablazatban feltiintetett teljes RNS koncentracidkat értiik el.

A levelek kimérésénél iigyeltiink ra, hogy minden minta kiilonb6zé levelekbdl

szarmazzon.

ng/ul Osszesen

(ng/ml)

1. minta 3 600 =
2. minta | 2,16 432
3, minta | 5,44 1088 —~
4, minta | 3,24 648
5, minta | 3,4 680 7. abra: Gélelektroforézis eredménye Alto céklafajtin
6, minta | 4,24 848

2. tablazat: A mért
koncentraciok

Ezen adatok alapjan, amiket 260 nm-en mért abszorbanciaval szamitottunk ki, 1-
1 pl-t hasznaltunk minden mintdbodl templatnak a reverz transzkripcidhoz, majd a cDNS
tisztiatasa utan 5-5 pl-t a PCR reakcidohoz. A kisérlet soran BCV2 dsRNS1 (CP1) 800
bp-0s szegmensére tervezett primerekkel (NP91 és NP92), majd 0,7%-os agaréz gélen
megfuttattuk, melynek eredményét a 7. abra mutatja be. Az abran bemutatott gél szerint
az Alto fajta nem tartalmaz BCV 2-t, igy sziikségessé valt 0j céklafajtakat bevonni a

kisérletbe, melyek a Biborgomb és a Biborhenger nevii fajtak voltak.

5.1.2. A Biborgdmb és a Biborhenger céklafajtak

Minkét fajtanal végigesindltuk az Altonal leirtakat, de a mintakbol tiz-tiz pl-t
megfutattunk 30% akrilamid gélen majd imunoblott eljarassal tettiik lathatova az
eredményt (8.abra), aminek alapjan a Biborgdmb fajtat valasztottuk ki a nagyobb

kivonat készitéshez.
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Biborgomb | ng/ul Osszesen Biborhenger | ng/ul Osszesen
(ng/ml) (ng/ml)
1, minta 15,8 3160 1, minta 22,68 4536
2, minta 25,8 5160 2, minta 22,44 4488
3, minta 19,32 3864 3, minta 16,56 3312
4, minta 22,72 4544 4, minta 18,64 3728
5, minta 9,68 1936 5, minta 19,69 3992
6, minta 18,24 3648 6, minta 21,56 4312

3. tablazat: A Biborgémb ¢s a Biborhenger

fajtak koncentracioi

Minkét fajtanal végigesinaltuk az Altondl leirtakat, de a mintakbdl tiz-tiz pl-t
megfutattunk 30% akrilamid gélen majd imunoblott eljarassal tettiik lathatova az
eredményt (8.abra), aminek alapjan a Biborgomb fajtat valasztottuk ki a nagyobb

kivonat készitéshez.

8. abra: Az immunoblott eredménye. Jobb oldalon a
Biborgdmb fajta, bal oldalon a Biborhenger
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5.1.3. Teljes nukleinsav izolalas

A 200 g levélbdl készitett nukleinsav Kivonatunk megfeleztiik és egy tisztitasi
eljarasnak vetettiik ala (Halasz és Geosel). Mivel az igy kinyert tisztitott nukleinsavunk
3,5 ng-t Gsszesen, igy a masik felével is megismételtiik az eljarast ahol immar 42, 04 ng

koncentraciot mértiink, melyet a 9. dbra mutat be. Az abran a

A toményebb oldat 2,4 pl-bdl készitettink a BCV 2 RdRp els6 szakaszara, a
terméket 1xTBE gélen, Novagen Kkittel visszaizolaltuk és mivel minddssze 3,5ng/pl
mértiink NanoDroppal a maradék 48 pl-ben Gsszesen nem érte el az 1 pg-ot, vagyis a
szekvenalasra elkiildhetd mennyiséget. Ezért inkabb ugy dontottiink, hogy kitisztitjuk a

dsRNS-t és reverz transzkripcid, majd PCR reakcioval felsokszorozzuk a megfelel

szegmenseket.
o
® &
—
9. abra: Teljes tisztitott nukleinsav 10. abra: Sorrendben a
kivonat gélképe CP1l-a, a CP2-a és az

RdRp-a PCR termékei

5.1.4. CF11 oszlop kromatografia és DN4z emésztés

33,6 ng nukleinsavunkbol, ami 8 ml-ben volt oldva a kisebbik oszlopon kétszer
atbocsatva Osszesen 2336,6 ng duplaszalit RNS-t nyertiink ki, legalabbis a rendszerre
kapcsolt spektrofotométer alapjan. Am a teszt poliakrilamid gél futtatas alapjan kideriilt,

hogy ez 300 ng-hoz kozeli érték, raadasul DNS anyaggal szennyezett.

A teljes mennyiséget DNaz kezeltiik, alkohollal kicsaptuk, majd Nanodroppal
mértiik, igy a tisztitott tényleges koncentracionk 330 ng 28 ul-ben oldva, ennek 150 ng-
bol kezdtik meg a specifikus primerekkel a CPl-a, CP2-a és az RdRp-a jeld
szakaszainak reverz transzkripcidjat (szakaszonként 50-50 ng). A 10. abran lathato, az

elsd, a-jelli szegmensekrdl késziilt PCR termékek 1%-os agardz gélen megfuttatva.
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5.2. CéKkla Beet crytic virus 2 dsRNS2 (RdRp) kodolé régiéjanak
lefedése

11. abra: balrdl jobbra: Marker; RdRp-a; Rdrp-b jelii szakaszarol késziilt PCR termékek

A CF11 oszlopkromatografiaval tisztitott dSRNS-bdl reverz transzkripciot, majd
PCR reakciot allitottunk 6ssze az RdRp-a és —b szakaszanak megfeleld primerparokkal.
fgy, mivel a BCV2 dsRNS2 fehérjekodold régidja a 100. nukleotidtol az 1524-ig tart,
sikeresen le tudtuk a két atfed6 PCR termékkel azt fedni. Konkrétan a 18. nt-tol az
1546-ig.

12. abra: Bal oldalt: az RdRp-a, jobb oldali zsebekben az RdRp-b jelt
szakasza és a masodik szakaszban feltind nem vart termék

A 12. abran bemutatott gélképen nem keriilte el a figyelmiinket, hogy az RdRp
mindkét szakaszara egy igen hasonl6 terméket is kaptunk a vart mellett. Feltételezésiink

szerint a quasispecies jelenségével magyarazhatd a nem vart termék jelenléte.

A megfeleld, 800 bp-os szegmenseket kivagtuk és visszaizolaltuk a gélbdl, majd,
mivel nem érték el az 1 pg-os dsszmennyiséget, re-PCR-t készitettiink, természetesen
High Fidelity Taq polimerazt hasznalva itt is, majd a termékeket megfeleléen

tisztitottuk, ezutan elkiildtiik szekvenalasra.

A Chromas Lite programmal atvizsgaltuk részletesen a kromatogramot mindkét
szakasz esetében, a szekvencia részeket a BLAST online programban nukleotid
BLAST-tal azonositottuk, hogy a BCV2 dsRNS2 genomjaval mutattak a legnagyobb
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szekvencia egyezést, melyet a 13. dbra mutat be részletesen. Az abran térekedtiink csak
a nukleotid cseréket bemutatni, az egyezé nukleotidokat, ahol lehetett, kihagytuk az
abrabol. A keresés eredménye 5 darab nukleotid cserét adott ki a cukorrépabdl izolalt

RdRp-vel szemben. Az 6t cserébdl 3 okozott aminosav cseréket.

r
> gb|HM560703.1| Beet cryptic virus 2 segment dsRNA2, complete sequence

Length=1575

Score = 2735 bits (3032), Expect = 0.0
Identities = 1524/1529 (99%), Gaps = 0/1529 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 61 CGTCCTACGTGTTACTTCAAACATCGAGGACAATCAACAACTACGAGTATACAAGTTTCAC 120

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 78 CGTCCTACGTGTTACTTCAAACATGAGGACAATCAACAACTACGAGTATACAAGTTTCAC 137

Query 121 CGAAGATCTCGAGGAGACGAATTATACTCACCCACACGTGGTCAGGAGAGATCCTGAAGT 180

FEEErrrrrrrrrer et e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 138  CGAAGATCTCGAGGAGACAGATTATACTCACCCACACGTGGTCAGGAGAGATCCTGAAGT 197

Query 181 TACCTATGAAGACACCTTCGCAAAGAAGGAGTTGCTAAGCAGGTATCCAGCACTGTATGA 240

FEEEErrrrrrrr e e e e e e e e e et e e e e e e e e
Sbjct 198  TACCTATGAAGACACCTTCGCAAAGAAGGAGTTGTTAAGCAGGTATCCAGCACTGTATGA 257

Query 361  AGCGATCACTAAAGTGACAGAAAGTTTACATAGCCTTCCAACTGTGAGGGCATTCGATGT 420
FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e r

Sbjct 378  AGCGATCACTAAAGTGACAGAAAGTTTACATAGCCTTCCAACTGTGAGGGCATTCAATGT 437

Query 901  CAAGAGCAAGATTACGTTTCCAAACCCGGAAACAGAGCAAGCGTTCGAAATCTCAAGACA 960

FEEEEEEErr e et e e et et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 918  CAAGAGCAAGATTACGTTTCCAAACCIGGAAACAGAGCAAGCGTTCGAAATCTCAAGACA 977

13. abra A Céklabol izolalt BCV2 RdRp szekvencidjanak (Query) 6sszehasonlitasa a cukorrépabol
izolalttal (Sbjct). Zolddel kiemelve a start kodon, sargéval jelolve a csendes mutéaciok, kékkel pedig az
aminosav cserét okozok.

Ezt kovetéen az aminosavak szintjén is elvégeztiik az analizist, melynek
eredményét a 14. dbra mutatja be. A Geneious programmal aminosavakra leforditott
szekvenciankat protein BLAST keresésnek vetettiik ald (14. abra).

[ -
> gb]ADP24757.1] RNA-dependent RNA polymerase [Beet cryptic virus 2]
Length=475

Score = 983 bits (2542), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 472/475 (99%), Positives = 474/475 (99%), Gaps = 0/475 (0%)

Query 1 MRTINNYEYTSFTEDLEETNYTHPHVVRRDPEVTYEDTFAKKELLSRYPALYENLIRGWS 60
MRTINNYEYTSFTEDLEET+YTHPHVVRRDPEVTYEDTFAKKELLSRYPALYENLIRGWS
Sbjct 1 MRTINNYEYTSFTEDLEETDYTHPHVVRRDPEVTYEDTFAKKELLSRYPALYENLIRGWS 60

Query 61 RSYYTGQEHLRAIMQYATPNTNFSECVQHAYTKAITKVTESLHSLPTVRAFDVLEELDLI 120
RSYYTGQEHLRAIMQYATPNTNEFSECVQHAYTKAITKVTESLHSLPTVRAF+VLEELDLI
Sbjct 61 RSYYTGQEHLRAIMQYATPNTNESECVQHAYTKAITKVTESLHSLPTVRAFNVLEELDLI 120

Query 121 PYESSSSAGYTYRGVKGPQHGENHMQATIKTAKAVLWSVIKDDGEGIEHVIDTYVPDVGYT 180
PYESSSSAGYTYRGVKGPQHGENHMQAIKTAKAVLWSVIKDDGEGIEHVIDTYVPDVGYT
Sbjct 121 PYESSSSAGYTYRGVKGPQHGENHMQAIKTAKAVLWSVIKDDGEGIEHVIDTYVPDVGYT 180

Query 181 RTQLTDLREKMKVRGVWGRAFHYILLEGTSAAPLLEAFANSNTFFHIGKDPTVSVPYLIS 240
RTQLTDLREKMIV.GVWGRAFHYILLEGTSAAPLLEAFANSNTFFHIGKDPTVSVPYLIS
Sbjct 181 RTQLTDLREKMKVRGVWGRAFHYILLEGTSAAPLLEAFANSNTFFHIGKDPTVSVPYLIS 240
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Query 241 YTKGQAPWLTAIDWQAFDATVSRFEINAAFDIIKSKITFPNPETEQAFEISRQLFIHKKL 300
YTKGOAPWLTA I BHOABDATVSRFE INAAFDI IKSKITFPN ETEQAFEISRQLFIHKKL
Sbjct 241 YTKGQAPWLTAIDWQAFDATVSRFEINAAFDIIKSKITFPNLETEQAFEISRQLFIHKKL 300

Query 301 AAPNGKIYRIHKEIPBEBSYFMOIICOVVNRLRIEYLWNLKFNRGPKVCFTQGDDSLIGDD 360
AAPNGKIYRTHKGIPSGSYFTSTIGSVVNRLRIEYLWNLKFNRGPKVCFEQ@BBST. I GDD
Sbjct 301 AAPNGKIYRTIHKGIPSGSYFTSIIGSVVNRLRIEYLWNLKFNRGPKVCFTQGDDSLIGDD 360

Query 361 ELYSPMDMAAFVKPLNWFINTSKSMTSKVPEAITFLGRSSLGGLNQRDLKRCLRLLILPE 420
ELYSPMDMAAFVKPLNWFINTSKSMTSKVPEAITFIGRSSLGGLNQ.DLKRCLRLLILPE
Sbjct 361 ELYSPMDMAAFVKPLNWEINTSKSMTSKVPEAITFLGRSSLGGLNQRDLKRCLRLLILPE 420

Query 421 YPVTSGDISAFRANSIWRDSGSTSQILHEIANALRRKYGIAKEQDVPRYLRPWKA 475
YPVTSGDISAFRANSIWRDSGSTSQILHEIANALRRKYGIAKEQDVPRYLRPWKA
Sbjct 421 YPVTSGDISAFRANSIWRDSGSTSQILHEIANALRRKYGIAKEQDVPRYLRPWKA 475

14. abra A Cékla BCV2 RdRp aminosav szekvencidja (Query) dsszehasonlitva a cukorrépabol
izolalttal (Sbjct). Sargaval jelolve az eltérések a cukorrépa RdRp-vel szemben. Zolddel kiemelve a

Partitiviridae csalad RdRp-jének motivumai, benne lilaval a motivumokban valtozatlan aminosavak

A 14. abran lathatd, hogy egy aszparaginsav (D) aszparaginra (N) valtozott, ez a
20. aminosav a szekvenciaban, a GAU triplet AAU-re cseré¢lédott. A 112. aminosav
pedig aszparaginsavra valtozott aszparaginrol, az AAU triplet GAU-ra cserélddott ki.
Nem zarhato ki, hogy kompenzatorikus mutaciordl van szo6 ez esetben. A 228. aminosav
pedig leucinrél prolinra cserélodott, ami a CUG kodon CCG-re valtozasaval kovetkezett
be. Ezek a valtozdsok nem érintik a Partitiviridae csalad RdRp motivumait. A kozeli

rokon fajokkal vald 6sszehasonlitast az 5.5. fejezetben targyaljuk.

5.3. Cékla Beet cryptic virus 2 dsRNS1 (CP1) kodolo régiéjanak
lefedése

A CF11 oszlopkromatografiaval tisztitott dSRNS-bdl — hasonldéan, mint az RdRp
esetében — reverz transzkripciot, majd PCR reakciot allitottunk ossze a CP1-a és —b
szakaszanak megfelelé primerparokkal. fgy, mivel a BCV2 dsRNS1 — 6sszesen 1598 bp
— fehérjekodold régioja a 113. nukleotidtol az 1390-ig tart, sikeresen le tudtuk a két
atfedé PCR termékkel azt fedni. Konkrétan a 70. nt-t0l az 1594-ig

A ‘ -
e |4
-
- “ - -
-

15. abra: A CP1-a (balra) és —b (jobbra) jelii szakaszok PCR termékei, 0,7%-os TBE gélen elvalasztva
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A 15. abran latszik, hogy szintén tobb, nem specifikus terméket kaptunk a vart 800
bp-os termékek mellett, ezért, csak tigy, mint az RdRp esetében, itt is visszaizolaltuk a
megfeleld méretiicket, és annak érdekében, hogy elérjiik a szekvenaldsra kiildhetd
mennyiséget, HF Taq polimerdzt hasznalva, re-PCR-t készitettlink és a megfeleld

szakaszokat visszaizolaltuk gélbdl, kitisztitottuk és igy kiildtiik el szekvenalasra.

Szintén a Chromas Lite programmal atvizsgaltuk részletesen a kromatogramot
mindkét szakasz esetében, a szekvencia részeket nukleotid BLAST-tal azonositottuk,
melyek a BCV2 dsRNS1 genomjaval mutattdk a legnagyobb szekvencia egyezést,
melyet a 16. abra mutat be részletesen. Az abran szintén torekedtiink csak a nukleotid
cseréket bemutatni, az egyez0 nukleotidokat, ahol lehetett, kihagytuk az abrabol. A
keresés eredménye 7 darab nukleotid cserét adott ki a cukorrépabdl izolalt CP1-el
szemben, melyb6él minddssze kettd okozott aminosav cserét a fehérjében. Ezt a 17. abra

mutatja be.

>|_ gb|HM560702.1| Beet cryptic virus 2 segment dsSRNA1, complete sequence

Length=1598 Score = 2715 bits (3010), Expect=0.0 Identities = 1517/1525 (99%), Gaps = 0/1525
(0%) Strand=Plus/Plus

Query 361  CGCGTGGTTCTGGGACACGCAATACTGCATACGCGAAAGCGTAAGAAAATTGTCAGGCAC 420
FEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 430 CGCGTGGTTCTGGGACACGCAATACTGCATACGCGAAAGCGTAAGAAAGTTGTCAGGCAC 489
Query 421 TGCCTACAACCAGCATTTCACAGAGGACCTCAACCTCATCTCCCCTAAATATGATCCGTT 480
Shict 490  TOCCTACAACCAGCATTTCACAGAGGACCTCRACCTCATCTCOCCTARGTATSATCCATT | 549
Query 721 CTGGCTACTCGACTTCAAGCAAGGCAATGCCTATGCTTGGTTTCCGTTTGAATCCAACTT 780
Shict 790  CTOGCTACTCGACTICAAGCAMGECAACGOCTATGCTTGOTTTCCGTTTGRATCCAACTT | 549
Query 841 ACCCCGAGACGAAGACCATTACCAGCACTGGACCCACAATGATCCCCCTCTAARACACAGA 900
Shjct 910 ACCOCEAGACGAAGACCACTACCAGCACTEGACCCACAATGATCCOCCTCTANECACAGA 96
Query 1021 GCCAAGAGTTACTACCTCAACACCAGCGAAGAACAAGCGCAAGAAAGATGCTGCACCAGA 1080

Frrrrrrrrrrrrrrrrerr et rrrr e e e e e e e e e
Sbjct 1090 GCCAAGAGTTACTACCTCAACACAAGCGAAGAACAAGCGCAAGAAAGATGCTGCACCAGA 1149

16. abra: A Céklabol izolalt BCV2 CP1 szekvenciajanak (Query) dsszehasonlitasa a cukorrépabol
izolalttal (Sbjct). Sargaval jelolve a csendes mutaciok, vilagoskékkel pedig az aminosav cserét okozok

Ezt kovetden az aminosavak szintjén is elvégeztilk az analizist, a Geneious
programmal aminosavakra leforditott szekvencidnkat protein BLAST keresésnek
vetettiik ala (17. abra). Az abran itt is csak a valtozasokat emeljiik kis, a kozeli rokon

fajokkal valo részletesebb szekvencia 6sszehasonlitast az 5.5 fejezetben targyaljuk.
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>r gb]ADP24756.1| viral protein 1 [Beet cryptic virus 2]

Length=426 Score = 890 bits (2300), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 424/426 (99%), Positives = 425/426 (99%), Gaps = 0/426 (0%)

Query 241 PFESNFTELDLVAPYILGIPCTPRLGPRDEDHYQHWTHNDPPLNTDGNIILNPLAYVRSS 300
PFESNFTELDLVAPYILGIPCTPRLGPRDEDHYQHWTHNDPPL+TDGNIILNPLAYVRSS
Sbjct 241 PFESNFTELDLVAPYILGIPCTPRLGPRDEDHYQHWTHNDPPLSTDGNIILNPLAYVRSS 300

Query 301 ERKFFGNAEYRTMEYNSYTQONFEAYMPRVTTSTPAKNKRKKDAAPEQLSTGQGDGSSSSK 360
ERKFFGNAEYRTMEYNSYTONFEAYMPRVTTST AKNKRKKDAAPEQLSTGQGDGSSSSK
Sbjct 301 ERKFFGNAEYRTMEYNSYTQONFEAYMPRVTTSTQAKNKRKKDAAPEQLSTGQGDGSSSSK 360

17. ébra: A Cékla BCV2 CP1 aminosav szekvenciaja (Query) dsszehasonlitva a cukorrépabol izolalttal

(Sbjct). Sargaval jelolve az eltérések a cukorrépa CP1-el szemben.

A 17. ébran lathat6, hogy a 284. aminosav, cukorrépaban szerin (S), céklaban
aszparaginra (N) valtozott, az AGC triplet AAC-re cserél6dott. A 334. aminosav,
cukorrépaban glutamin (Q), céklaban prolinra (P) valtozott, a CAA kodon CCA-ra

cserélodott ki.

5.4. Cékla Beet cryptic virus 2, dsSRNS3 (CP2) kodolo régiéjanak
részleges lefedése

A szintén CF11 oszlopkromatografidval tisztitott dsSRNS-b6l — hasonléan, mint az
RdRp és CP1 esetében — reverz transzkripciot, majd PCR reakciot allitottunk Ossze a
CP2-a és —b szakaszanak megfeleld primerparokkal. A BCV2 dsSRNS3 — 6sszesen 1522
bp — fehérjekddolo régioja a 127. nukleotidtol az 1305-ig tart. Viszont a CP2-b jeld
szakaszt nem sikeriilt felamplifikalnunk, igy csak a CP2-a jellivel dolgoztunk tovabb. A
18. abran lathato a CP2-a szakaszara specifikus primerekkel elééllitott PCR termék,
feltlind, hogy itt is, mint a tobbi szegmensnél, tobb, nem specifikus terméket kaptunk,
igy a specifikus ~500 bp-os terméket kivagtuk a gélbdl, visszaizolaltuk és re-PCR-t
készitettiink, itt is HF Taq polimerazt hasznalva. A termékeket gélen megfuttattuk és
kitisztitottuk, igy mar elérve a szekvenalasra kiildhetd mennyiséget. A kapott
szekvencia kromatogramjat atnéztilkk, majd nukleotid BLAST-ot hasznélva
azonositottuk, hogy a BCV2 dsRNS3-hoz mutatja a legnagyobb egyezést. A kapott
~500 nukleotidnyi szakaszon négy bazispar cserét talaltunk, melyet a 19. abra mutat be
részletesen. Ezek koziil a cserék koziil viszont, amikor leforditottuk aminosavra és
protein BLAST-ot hajtottunk végre, nem talaltunk az aminosavakban eltérést, ezt a 20.

abra mutatja be részletesen. Ez esetben tehat csak csendes mutaciokrol beszélhetiink.
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18. abra: Balra: 100bp DNS marker; Jobbra: CP2-a jeli szakaszrol késziilt PCR termék agaroz gélen

elvalasztva

>|_ gb|HM560704.1] Beet cryptic virus 2 segment dSRNA3, complete sequence Length=1522

Score = 908 bits (1006), Expect =0.0 Identities = 509/513 (99%), Gaps = 0/513 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 121  CAGGCTGGCTACTAGACTATGACGGAACCGATGCTTATGCTTGGTTTCCTATGGAAAACA 180
Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e er el

Sbjct 773  CAGGCTGGCTACTAGACTATGACGGAACCGATGCTTATGCTTGGTTTCCTATGGAGAACA 832

Query 181  ACTACAATATGTGCGATTTAATCGCCCCTCACATTCTCGCTACGCCCTGCACAGCGAAAT 240
Frrrrrrrrrrrrr e rerrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e

Sbjct 833  ATTACAATATGTGCGATCTAATCGCCCCTCACATTCTCGCTACGCCCTGCACAGCGAAAT 892

Query 361  GAACAATTGAACAGAGAAACTACACTGTCAATTTTCCTGAGCTTCTAAAGCCAAGAGACA 420

FEErrrrrrr rerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 1013 GAACAATTGAGCAGAGAAACTACACTGTCAATTTTCCTGAGCTTCTAAAGCCAAGAGACA 1072

19. abra: A Céklabol izolalt BCV2 CP2 részleges szekvenciajanak (Query) dsszehasonlitasa a
cukorrépabol izolalttal (Sbjct). Sargaval jelolve a csendes mutaciok

A 19. édbran szintétn nem az egész, 513 bp nukleotid hosszisagu
szekvenciankat mutatjuk be, hanem csak azokat a részeket, ahol az eltéréseket
tapasztaltuk. Az protein BLAST eredményét pedig a 20. abra mutatja be részletesen.

>r gb|ADP24758.1| viral protein 2 [Beet cryptic virus 2]Length=393

Score = 358 bits (918), Expect =5e-121, Method: Compositional matrix adjust. Identities = 170/170
(100%), Positives = 170/170 (100%), Gaps = 0/170 (0%)

Query 1 HRITGAFTRPNVVMDLVSLMDDPNSGWSTVPLNTNVEFGRPGWLLDYDGTDAYAWFPMENN 60
HRITGAFTRPNVVMDLVSLMDDPNSGWSTVPLNTNVFGRPGWLLDYDGTDAYAWFPMENN

Sbjct 177 HRITGAFTRPNVVMDLVSLMDDPNSGWSTVPLNTNVEFGRPGWLLDYDGTDAYAWEFPMENN 236

Query 61 YNMCDLIAPHILATPCTAKLGIYDADIWQNCPGNIPITATTARTARRESERRFYGSAETR 120
YNMCDLIAPHILATPCTAKLGIYDADIWONCPGNIPITATTARTARRESERRFYGSAETR

Sbjct 237 YNMCDLIAPHILATPCTAKLGIYDADIWQNCPGNIPITATTARTARRESERRFYGSAETR 296
Query 121 TIEQRNYTVNEFPELLKPRDTGARALVTTTQRASTSGSVEPTTGAQPEPET 170

TIEQRNYTVNFPELLKPRDTGARALVTTTQRASTSGSVEPTTGAQPEPET
Sbjct 297 TIEQRNYTVNFPELLKPRDTGARALVTTTQRASTSGSVEPTTGAQPEPET 346

20. abra: A Cékla BCV2 CP2 részleges aminosav szekvencidja (Query) dsszehasonlitva a cukorrépabol

izolalttal (Sbjct).
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5.5. Céklabdl izolalt BCV2 RdARp és CP1 aminosav szekvencidjanak

osszehasonlitasa a kozeli rokon virusfajokkal

5.5.1 Cékla BCV2 RdRp aminosav szekvencidjanak Osszevetése a kozeli rokonokkal

A céklabol izolalt BCV2 RdRp szekvencidankat Osszehasonlitottuk az aminosavak
szintj¢én a  legkozelebbi, legnagyobb  hasonlésagot mutatdé  rokonokkal.
v

CEKLA_BCV2_RdRp..(dsRNS2)_translated
BCV2 RdRp

Raphanus sativus cryptic virus 3 _ RdRp putative
Alphacryptovirus JF-2012 RdRp - host-Chlorella...
Consensus

CEKLA_BCV2_RdRp..(dsRNS2)_translated
BCV2 RdRp

Raphanus sativus cryptic vitus 3 _ RdRp putative
Alphacayptovirus JF-2012 RdRp -  host-Chlorella...
Consensus

; (133) 133

CEKLA_BCV2_RdRp..(dsRNS2)_translated (129) GY¥ TYREVES

BCV2 RdRp (129) GYTYRGVKS

Persimmon c.v. RdRp (131) GY'YIGAKG

Pepper CV2 RdRp (132) GYRYEGPEE

Raphanus sativus ayptic virus 3 _ RdRp putative (133) Y GYQETKENPGELNER

Alphaayptovirus JF-2012 RdRp - host-Chlorella... (130) GY.YI\:AKG.ID.NKK Tz
Consensus (133) G¥2Y & KGP

Persimmon c.v. RdRp (197)

Pepper CV2 RdRp (198)

Raphanus sativus aryptic virus 3 _ RdRp putative (199) QUVASRAFEYT EGTTADPE
Alphaaryptovirus JF-2012 RdRp -  host-Chlorella.. (196)0 w RAFEYI

Section 5

. (
CEKLA_BCV2_RdRp..(dsRNS2)_translated (261) 7
BCV2 RdRp (261) ¥
Persimmon c.v. RdRp (263) 7 1
Pepper CV2 RdRp (264) !
Raphanus sativus cryptic virus 3 _ RdRp putative (265) 7 FPORETED
Alphaaryptovirus JF-2012 RdRp - host-Chlorella... (262) vxnn::lr FeNYETEQAE
Consensus (265) VSRFEINAAFDIIKSKIIFPN ETEQAFEISRQLFIEKKIAAPDGKIYWARKGIPSGSYFISIIGS
Section 6

CEKLA_BCV2_RdRp..(dsRNS2)_translated (327)

BCV2 RdRp (327)

Persimmon c.v. RdRp (329)

Pepper CV2 RdRp (330)

Raphanus sativus cryptic virus 3 _ RdRp putative (331)
Alphacryptovirus JF-2012 RdRp -  host-Chlorella... (328)
Consensus (331) IVNRLRIEYIWRL FGRGPKICFTQGDDSLIGDDELI P LADIANPINHFIN AKIETSKIP e

(397) 397 410 420 430 440 450 462
CEKLA_BCV2_RdRp..(dsRNS2)_translated (393) S QL
BCV2 RdRp (393) S QL
Persimmon c.v. RdRp (395) S SIL
Pepper CV2 RdRp (396) sBIL
Raphanus sativus ayptic virus 3 _ RdRp putative (397) PVDSGRIS =PEL
Alphacryptovirus JF-2012 RdRp - host-Chlorella... (394) NN S T evilscris SPELNoMAIRLERSY
Consensus (397) ITFLGRSS GGLNQRDLKRCLRLLIFPEYPVTSGDISAYRANSIAEDSGGTSDILNEIA RLRRKY
Section 8

Consensus (463) GIASEEEVEKYLK YLD

21. abra: Aminosav szekvenciak Gsszehasonlitas a BCV2 legkdzelebbi rokonaival, fekete vastag nyillal

jelolve a céklaban megvaltozott aminosavak pozicioja

34



Ezt azért tettiik, hogy megvizsgaljuk, vajon a cékldban tapasztalt aminosav
cserék koziil fellelhetd-e néhany, vagy esetleg mind, a rokonokban, tekintve, hogy ezek
a cserék nem érintették a Partitiviridae csalad RARp motivumait. Az dsszehasonlitast, a
protein BLAST alapjan a legnagyobb egyezést mutatd rokonok, a cukorrépa Beet
cryptic virus 2, a Persimmon cryptic virus, a Pepper cryptic virus 2, a Raphanus sativus
cryptic virus 3 és az Alphacryptovirus JF-2012 RdRp szekvencidival végeztiik, melyet a

21. abra mutat be részletesen.

Az abrabol kideriil, hogy a 20. pozicidban 1évé csere — aszparaginsav helyett
aszparagin — a kozeli rokonokban is vagy aszparagin (N) vagy aszparaginsav (D), s6t a
legkozelebbi rokonban a kakiszilva kriptikus virusban pont N, ahogy a céklaban is,
valamint a retek kriptikus virus 3-ban is. A paprika kettes szdmu kriptikus virusédban ¢€s
az uj, zoldalgabol izolalt virusban viszont D. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
is, vélhetden nem veszti el a fehérje a funkciojat, hanem a gazdaszervezethez — céklahoz

— valo alkalmazkodottsag mértékét jelezheti.

A 112. pozicidban tapasztalt csere is ezt tdmasztja ald. Ott cukorrépaban
aszparagin volt, viszont ez céklaban aszparaginsavra valtozott. A kozeli rokonokban
ebben a pozicidban féleg az aszparaginsav a dominans aminosav, mind a Persimmon -,
Pepper cryptic virus 2, valamint az Alhacryptovirus JF-2012-ben is. Egyediil a retek
harmas jelli virusdban taldlunk szerin aminosavat ebben a pozicioban. Megéllapithato

tehat, hogy ez a csere i1s evolucios elonyt biztosithat a virusnak a cékla ndvényfajban.

A harmadik aminosav csere a 282 pozicidoban, cukorrépaban leucin, céklabol
prolint mutattunk ki. Ebben a pozicidban, tekintve a rokon fajok szekvenciait, nagyon
variabilis e pozicio, egyik fajban sem taldlhatd meg ugyanaz az aminosav. Ez altal
feltételezhetjiik, hogy ez a csere sem okozza a polimeraz enzimfehérje inaktivalodasat,

hanem valosziniileg valamiféle evolucios elonyt biztosithat annak.

5.5.2 Cékla BCV2 CP1 aminosav szekvencidjanak Osszevetése a kozeli rokonokkal

A céklabdl izolalt BCV2 CP1 aminosav szekvenciajat is dsszehasonlitottuk a
protein BLAST alapjan legnagyobb hasonldsagot mutaté rokon virusfajokkal. Ezek a —
cukorrépabol izolalt BCV2 CPl-et nem szamitva — a Mulberry cryptic virus 1, a
Persimmon c.v., és a Pepper c.v. 1 és 2 kopenyfehérjéi. Az 6sszehasonlitast a 22. abra

mutatja be részletesen.
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. (220) 20 220
CEKLA_BCV2_CP1(dsRNS1)_NEWmod (198) WX AT TOVMDEE

BCV2 CP1 426aa (198) WEAT TDUMD

Mulberry cryptic virus 1 (165) ¥LATE NEMDE"

Persimmon c.v. CP (212) ¥4 Lovxn-§

Pepper CV2 CP (211) 2¥S 1Mz Hr

Pepper (V1 CP (201) F¥ELLAET

Consensus (220) VYAILDVMDA

o~ ——

FAWED FTON

“\1‘10!# ESNFES

293) 293 300 *10 320 330

CEKLA_BCV2_CP1(dsRNS1)_NEWmod (267) PROEDEH :~u PELNTDGNIIBNCLE¥VASSERREEC
BOV2 CP1 426aa (267) *ROED =G LSTDGNIIBNPLAYVE EER FEC

NINNERR Enui

Nnuz:u;mn: AE

(
E
Mulberry cryptic virus 1 (234) 2RO Z'DWQ:' E‘P
Persimmon c.v. CP (281) 2RC
Pepper CV2 (P (284) ®
Pepper CV1 CP (270) 2
Consensus (293) ?

VIS TKAKN

Section 6

22. abra: Aminosav szekvenciak sszehasonlitas a BCV2 legkozelebbi rokonaival, fekete vastag nyillal
jelolve a céklaban megvaltozott aminosavak pozicidja

A 22. abran lathatéan csak az aminosav cserék szempontjabol fontosabb régiot
mutatjuk be. Az elsé aminosav csere szerinrél (S) aszparaginra (N) tortént. A
tobbszords aminosav Osszehasonlitds alapjadn ez a régi6 nem konzervalt szakasz ezen
kriptikus virusok kopenyfehérjéiben. Tovabba a paprika kettes szdmu virusaban e
pozicidban szintén aszparagin lelhetd fel. Az 6sszehasonlitas alapjan ennél az aminosav
cserénél is arra kovetkeztethetiink, hogy evolicidsan vélhetden elénydsebb volt a virus

kopenyfehérjének a céklaban a fentiek szerint médosulnia.

A masodik aminosav csere glutaminr6l (Q) prolinra (P) tortént. A kozeli rokon virus
fajokban e pozicidoban a leginkabb fellelheté aminosav a lizin (K), viszont a paprika
egyes szamu kriptovirusaban alanin (A) és a cukorrépabol kimutatott BCV2 CP1- ben
glutamin. Kovetkeztetésként levonhatd, hogy ez a csere sem ¢érint nagyon
konzervalodott fehérje régiot, motivumot, tehat feltételezhetden valamiféle elényt

biztosit a virusnak az adott gazdaszervezethez val6 alkalmazkodasban.

5.6. Kisérlet kriptikus virus homolog szekvenciak azonositasara cékla

genomi DNS-baél

Az eddigi irodalmi adatokra tdmaszkodva kisérletet tettiink arra, hogy ki tudunk-e
mutatni virdlis homoldg szekvenciat a cékla genomi DNS-¢bol. Ebben a kisérletben az
Anyag ¢és Modszer fejezetben emlitett minden primerparral megkiséreltiik
felamplifikdlni e szegmenseket, hagyomanyos PCR technika alkalmazaséaval.
Kisérletiinkben nem csupan a total nukleinsav kivonatbol készitettiik el a PCR reakcio
elegyet, hanem DN4az I és RNaz A emésztést is végeztiink. Azt vartuk, hogy a kezelés

nélkiili total nukleinsav kivonatbol, valamint az RNaz A kezeltbdl kimutassuk a vart
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méretll fragmenseket. A DNaz I kezelt mintdkat kontrollként hasznéltuk, ott nem vartuk

Ez a kisérlet tudomanyos didkkori dolgozatom keretében még nem zarult le, hanem
nagyon is folyamatban van. Eddigi eredményként megemlithetdé azonban, hogy sikeriilt
kimutatni a CP1-b és a CP2-a jeli fragmenseknek megfelelé méretli szakaszokat,

melyeket a 23. abra mutat be.

23. abra: M: 100bp Plus marker (1000. bp utan: 1200bp, 1500bp, 2000bp, 3000bp); 1: CP1-b negativ
PCR kontrol; 2: CP1-b total nukleinsavbol; 3: CP1-b DNaz I kezelt; 4: CP1-b RN4z A kezelt; 5: CP2-a
negativ PCR kontrol; 6: CP2-a total nukleinsavboél; 7: CP2-a DNaz I kezelt; 8: CP2-a RNaz A kezelt; 9:

iires zseb

A 23. abran lathatd, 1%-os agardz gélen elvalasztva, a cékla genomi DNS-érdl
késziilt PCR eredménye. Az abran jol lathatd, bar halvanyan, hogy a CP1-b jeli (~800
bp) szakaszt sikeriilt amplifikalni, és itt is, csak Gigy, mint a reverz transzkripciod utan
késziilt PCR-nél, tobb termék is lathatdé (lasd: 15. abra). A CP2-a jelit (~500 bp)
szakaszt is sikeriilt, bar ezt is halvanyan, amplifikalni genomi DNS-bd], itt a vart, kozel
500 bp-os fragmens felett is voltak termékeink, 1000 és 2000 bp koriil. Tovabba ezen
szakasz az RNaz A kezelt mintakbodl sokkal gyengébb jelet mutatott.

Természetesen tovabbi célunk, hogy ezt a kisérletet megismételjiik, €s a kapott,
altalunk megfeleld mérettartomdnyba esd, szegmenseket megszekvenaltassuk, hiszen
csak az lehet — az RNaz A kezelés mellett — az endogenizalodott kriptoviralis

szekvencia igazi bizonyitasa.
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6.  Osszefoglalas

A novényi kriptikus virusok napjainkig kivételt képeznek a virusok kozott. mivel
lathato tlineteket nem okoznak, igy jelenlétiik legtobbszor rejtve marad. Evolucios
eredetiilket homaly fedi és gazdanovénnyel vald kolcsonhatasuk mibenléte nem ismert.
A legtjabb eredmények szerint vélhetéen a horizontalis géntranszfer soran kertilhettek a
novénypatogén gombakbdl a ndvényi sejtekbe. Kutatocsoportunkban Szegd Anita ¢€s
munkatarsai meghataroztak a BCV1 és a BCV2 virus teljes szekvenciajat (Szego,
2009). A tanszék eddigi munkafolyamatait folytatva a Beet cryptic virus 2 genomi
dsRNS szegmenseit sikeresen izolaltuk a Biborgdmb nevii céklafajtabol.

A céklabol izolalt BCV2 RdRp és CP1 fehérjekodold régidjat sikeresen lefedtiik
két-két, High Fidelity Taq polimerazzal késziilt PCR termékkel. A céklabol izolalt
BCV2-hoz képest, ezek koziil 3 okozott aminosav cserét. Ezen aminosav cserék nem
érintették a Partitiviridae csaladra jellemzé RdRp motivumokat. A céklabdl izolalt CP1
kettd okozott aminosav cserét és egyik sem konzervalt régioban talalhato. A céklabol
izolalt CP2-a jelii szegmens kozel 500 bazisparos szekvencidjat is meghataroztuk,
melyben 4 nukleotid cserét tapasztaltunk a cukorrépa BCV2 CP2-hoz képest, de ezek

egyike sem okozott aminosav cserét, mind csendes mutdcio csupan.

Kisérletet tettiink endogenizalddott kriptoviralis szekvencidk kimutatdsara is a
cékla genomi DNS-ébol, mely dolgozatom keretében még nem =zarult le, de
prediktalhaté — kriptikus virusok nagy foku elterjedtsége €s a gazdandveénnyel valo
hosszas egyiittélés révén —, hogy hamarosan teljes bizonyossaggal jelenthetjiik ki
kriptovirus szekvenciak jelenlétét a ndvényi genomban.

Osszefoglaléan megallapithatd, hogy meghatiroztuk a céklaban taldlhato BCV2
Osszevetettiik a legkdzelebbi rokon virusokkal és elemeztilk az aminosav cseréket.
Tovabba meghataroztunk a CP2 1522 bp-0s dsSRNS-ének szekvenciajabol 513 bp-t, ez
kozel lefedi a fehérje kodold régid felét, viszont itt csak csendes mutdciokra

bukkantunk.
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