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2. Bevezetés

A burgonya $Solanum tuberosumL.) az egyik legnagyobb terlleten termesztett
élelmiszernévény a vilagon, szamos orszagban gaveia élelmezési cikkek kozé tartozik. A
betakaritott termésmennyiséget figyelembe vévelelet foglalja el a buza, a rizs és a kukorica
utan az élelmiszernévények kozott (Abraham, 200@)gyarorszagon a burgonya termesztése nagy
hagyomanyokkal rendelkezik, a hazai burgonya faj@esités kozpontja Keszthely, ahol kivalo
magyar fajtakat allitanak &l

A burgonyanak szamos virusos betegsége van. Az-d4958vekben hazank terlletére
kulfoldi fajtdkkal érkezett burgonya Y virus dohadynekrozis térzs az akkoriban hasznalatos
burgonya fajtaink gazdasagos termesztéseét lehmtétleette (Horvath, 2009). Wolf és Horvath
szerint Magyarorszagon a burgonya levélsodrodass fotato leafroll virug és a burgonya Y
virus (Potato virus Y okoz leggyakrabban jarvanyt. A két virus gazdagétentbsége a
termésmennyiség csokkenéséngkdgizésében illetve a szaporitéanyagabitas soran a végumo
minéségleromlasaban nyilvanul meg (Wolf és Horvath,2200

A virusok elleni védekezés lehetséges modjai kérdzik a rezisztens fajtak hasznalata.
Magyarorszagon a kereskedelmi forgalomban kaphat§obyafajtak virusfezéssel szembeni
rezisztencigja illetve tolerancidja- a legtobb dagsetében- a kovetkeavirusokra terjed Kki:
burgonya Y virus , burgonya levélsodrddas virusgtmya X virus Potato virus X, burgonya A
virus Potato virus A (Abraham, 2009). A burgonya virusos betegséyeszembeni sikeres
megbizhatd diagndzis céljabdl.

Wetter szerint a burgonya S viruBofato virus $ PVS) az egész vildgon az egyik
legelterjedtebb a burgonyat féxt virusok kozil (Wetter, 1971). A virug fgazdandvénye a
burgonya (de Bruyn Oubouter, 1952). A PVS egyik$érnagyon sok burgonyafajtan nem okoz
lathaté tlineteket, illetve egyes fajtakon csak maggnyhe szimptomak jelennek meg (Vaughan és
mtsai., 1956). A virus jelenlétének gazdasagi jémgét az adja, hogy 10-20%-kal csotkkenti a
termésmennyiséget (Wetter, 1971). Emiatt a virgedésének megallitasa, illetve a virusmentes

szaporitdanyag éllitasa kardinalis kutatasi téma lehet asjurgonyatermesztésében.



3. Célkitiizés

Magyarorszagon a burgonya S virus viszonylag keévédagatott korokozo. Sajnalatos
maodon nem allnak rendelkezésre a virusrol szekaeadatok hazankban.

Kisérleteink elédleges célja egy magyarorszagi PVS izolatum geae@domanyanak
klbnozésa, teljes nukleinsav szekvencidjanak mégbedsa és kozzététele a nemzetkozi
adatbazisban. A vizsgalatok tovabbi részeben ¢éiilik ki- a szekvencia adatok birtokaban- a
hazai izolatum nukleotid szekvenciajanak ¢6sszehdésat a nemzetkdzi adatbazisban talalhatd
szekvenciakkal.

Tovabba terveink kozott szerepelt a rokonsagi kalptskat tikroa filogenetikai torzsfak
elkészitése, amely segitségével informaciot kaplkata magyar virusizolatum rokonsagi
kapcsolatairol.

Korabbi vizsgalatok sordn a kutatok megallapitgotthkgy a PVS izolatumok kozott
rekombinacidés események torténtek (de Sousa Geoabliarte €s mtsai., 2012). A rekombin&cio
létrejotte  jobb adaptalodasi képességekkel rendé&lkevirusgenotipusok  kialakulasat
eredményezheti, ami Ujabb nehézségek elé allitjgveenyvédelmi szakembereket. Kisérleteink

soran a rekombin&cids vizsgalatok elvégzéseét aléttinknak tekintettik.



4. Irodalmi attekintés

4.1. A PVS elterjedése a vilagon

A burgonya S virus jelenlét@rel6szér Hollandidban szamoltak be 1951-ben (de Bruyn
Oubouter, 1952). A virus dldeirdsa ota eltelt itben a vildg szdmos pontjan szillettek publikaciok,
melyek a PVS jelenlétér tudésitanak. Rozendaal és Brust kimutattak, hegyrus gyakorlatilag
minden eurdpai burgonya termdszterlileten jelen van, valamint az Amerikai Egyesult
Allamokban, Wisconsinban is megtalaltak (RozenéaaBrust., 1955).

1959-ben Gj-zélandi kutatok arrél szamoltak be yhBYS-t izolaltak 3 termesztett burgonya
fajtdban: 'Aucklander Short Top’, 'Arran Banner' éakota’ fajtakban (Thomson, 1959). A
kisérlet soran a korabbi vizsgalatoknak ellentmosddményeket kaptak. Yarwood és Gold szerint
a PVSCyamopsis tetragonolobadvényen lokalis 1éziét okoz (Yarwood and Gold53P Ennek
ellenére az Uj-Zélandon végzett kisérletekben a P@Bitum nem okozott ilyen tiineteket ezen a
tesztnévényen. Ez az eredmény méar az 1950-es égdnvokot adott arra, hogy a kutatok azt
feltételezzék, a virusnak tobb torzse is Iétezhet.

Japanban kiterjedt vizsgalatokat folytattak burgongvényekkel, és megallapitottak, hogy
sok mas burgonya virussal egytitt a PVS is megti@la vizsgalt mintdkban. Ezek a virusokéévr
évre atkertlnek az Gjabb szaporitbanyagba, eZélimimatosan cstkkentve a termésmennyiséget.
A ndvekw gond miatt olyan anyantvényeket szerettek voldalléiani, amelyek virusmentesek.
Emiatt 11 burgonya fajtat vizsgaltak meg ELISA, RCR és microarray modszerrel. A 11 vizsgalt
fajtabol 9 fajtdban mutattak ki a PVS-t. A PVS-nélgyobb mennyiségben csalPatato virus M
fordult eb, ezt a virust az 6sszes vizsgalt fajtaban metdaldh PVS-t tekintve 6 fajta tinetmentes
volt, a maradék 5 fajtan pedig levélfoltossag wodigfigyelhed (Maoka és mtsai., 2010).

Iranban 2011-ben jelent meg egy publikacio, amely@0 burgonya mintat vizsgaltak meg,
melyeket 2005 és 2008 kozottigpttek kilonbod irani tartomanyokbdl. A vizsgalt 240 mintabol
44-ben fordult é PVS, ez 18,2 %-os @brdulasi gyakorisagnak felel meg. A vizsgalatoklye&
sordan DAS-ELISA tesztet végeztek - kimutattak, hd@yPVS izolatum fordult éla mintakban
(Salari és mtsai., 2011). Ezen kivil még szamogéagtsan jelentek meg publikaciok a PVS
jelenlétével kapcsolatban pl.: Tasmaniaban és Adigdvan (Lambert és mtsai., 2012), Braziliaban
(de Sousa Geraldino Duarte és mtsai., 2012), $amigChikh Ali és mtsai., 2008). A publikacidk
mennyisége és foldrajzi elterjedtsége is azt maytdtogy a PVS valdban éébrdul szamos
orszagban, és ismerve azt a tényt, hogy akar 20%-dermeésveszteséget is képes okozni,
szamitanunk kell ra, hogy d&db vagy utobb jeleisebb gondot fog okozni a vilag
burgonyatermesztésében.



4.2. Tunetek a természetes gazdantvényeken

A PVS természetes gazdandvénykore a burgddgkaum tuberosunide Bruyn Oubouter,
1952) és a pepinoSplanum muricatujn(Dolby és Jones, 1988), ezen kivulLgcopersicon
nemzetség egyes fajaiban is megtalalhaté a korofgeadrath, 1972). A burgonya legtébb fajtdjan
tinetmentes, de egyes fajtakoéfetdulhatnak szimptdmak. Ezek a tlinetek a kovetkézhetnek:
levéldefomacid, levélér-bestippedés és bronzfoltp@Balby és Jones, 1987). A virus masik térzse
erosebb tlneteket indukal: korai eloregedés, lombhulldekrotikus l€ziok, hajtasgorbilés és
torzulas alakul ki a fefzott novényeken (Slack, 1983). 1973-ban, Perubaizakiltak PVS-t
kilénb63 burgonya fajtakbdl, a feizott novények enyhe mozaikos tineteket, sargutabtanzos
elszineddést mutattak az alsdbb leveleken (Hinostroza-@t&)uL973).

Horvath 1972-es vizsgalataiban szamos paradicsomfiisgalt meg: Lycopersicon
glandulosum, L. hirsutum, L. humboldtii, L. peruwia, L. pimpinellifolium, L. pyriforme, L.
racemiflorum, L. racemigerum, L. esculentum Red Cherry. A ndvényeket mechanikai Gton
inokulaltak PVS izolatummal. Az eredmények szexstk al. glandulosum, L. hirsutum, L.
peruvianumnévényfajok voltak fogekonyak, de ezeken a novkemeis tinetmentes maradt a
fertozés. A virus jelenlétéChenopodium albuntesztndévényre tortént visszaizolalas, illetve
szeroldgiai tesztek segitségével mutattak ki. Assmaggal nem terjedt at a kovetkeremzedékbe
(Horvéth, 1972).

4.3. A PVS tesztnévényei

A PVS tesztnoévényeinek nagy rész8aanaceaesaladbodl kertl kiNicotiana debney, N.
tabacum, N. clevelandii, N. glutinosa, Datura medel Physalis floridana. N. debneydvényen
mozaikot és a levélér-bestppedést okoz, Mitabacunfajon fajtatol fligg a megjelenése. "White
burley’ illetve 'Samsun. N’ fajtdn mozaikot okozzamban 'Turkish’ fajtan nem jelennek meg
szimptdmakN. glutinosafajon mozaik foltok megjelenése figyelhianeg a feizés hatasard\.
clevelandii, Datura meteés Physalis floridanafajon tiinetmentes marad a tems, vagy nem
sikerllt a kisérletek soran a virust visszaizolalAi Chenopodiaceaecsalad tagjai kozul
Chenopodium amaranticolayn nekrotikus lokalis [€ziotC. quinoan ésC. albumon klorotikus
lokalis 1éziot indukdl a virus jelenléte (Salariréssai., 2011). A PV8I. plumbaginifolianévényen
tiszarasszérlokalis 1ézidkat okoz (Fletcher, 1996).

A virus két torzsének elkilonitése kezdetbe@henopodium quinea okozott tlinetek

alapjan tortént. Az Andesi torzs ezen a tesztnde@ngzisztemikus tlneteket okoz, mig a



k6zonséges torzs nem. Hiruki 1975-ben végzett aiasgi soran két PVS izolatumot hasznalt fel. A
tesztnévény &C. quinoavolt, az egyik izolatum (A) a tesztndvényen 14 pedpaz inokulalast
koveten lokalis 1éziok megjelenését indukélta, mig aiknémlatum esetében (B) ezek a tlinetek
nem voltak megfigyelhék (1. abra) (Hiruki, 1975).

1. abra: PVS izolatum okozta tin&. quinoan (,A” levél) (Hiruki, 1975 nyoman).

A kutatdk tovabbi megfigyelései szerint a virus AsidtorzseCyamopsis tetragonoloba
novényen nem okoz tlinetet, de a ktzonséges totaotikeis lézidkat indukal (Slack, 1983).
Fletcher szerint viszont ezen a nodvényfajon mindkézs nekrotikus lokalis Iézidkat okoz
(Fletcher, 1996)Lycopersicorfajokon is végeztek kisérletet, Esesculentunfajtdkon az Andesi

torzs szisztemikus foltossagot okozott (Fletch@ga).
4.4. Természetes terjedési modjai

A PVS mechanikai Uton terjed, vegetativ szaponigyag utjan atvihét maggal azonban
nem (Lin és mtsai., 2009). A PVS Un. Andesi toneseltetivel tvinet nem perzisztens médon,
mig a virus k6zonséges torzse nem. A tanulmanybkatatjak, hogy a virus nem igényli a helper
komponens jelenlétét a levélieel torterd atvitelhez, mint ahogy ez jelledza Potyvirus

nemzetség tagjaira (Slack, 1983). Tovabbi vizsgllaoran azt figyelték meg, hogy az Andesi



torzs mechanikai aton és levéltetvekkel is konngebterjed, mint a kzénséges torzs (Rose, 1983;
Slack, 1983; Wardrop és mtsai., 1989). A levélt&jok kozlil a lehetséges virusvektorok a
kovetkedk lehetnek:Aphis fabae, A. nasturtii, Myzus persicas Rhopalosiphum padfLin és
mtsai., 2009). 1996-ban végeztek kisérleteket abbe@lbol, hogy megallapitsak, a virus valdban
atvihet) levéltetivel. A tesztnévenyC. quinoavolt, két PVS izolatumot hasznaltak f&8olanum
tuberosuniRecord’ fajtabol szarmazo izoldtumot, mely szsaikus foltossagot okozo®. quinoa
n ésS. tuberosunMaris Court’ fajtabol szarmaz6 izolatumot, am€y quinoan lokdlis tlineteket
indukalt. A felhasznalt levéltétfaj a Myzus persicae&sAulacorthum solanwvolt. A kisérlet soran
csak a 'Record’ fajtabdl szarmazo izolatumot tuditknni. (Fletcher, 1996).

2012-ben Brazilidban is végeztek kisérleteket altefivel tortérd atvitellel kapcsolatban.
Myzus persicaésAphis gossypilevélteti fajokat hasznaltak fel a kisérletekben. Mindkeizsgalt
levélteti faj esetében sikeres volt a transzmissgio.quinoa névényBl torténs atvitel szintén
ugyanerre a névényreM. persicaeesetében 46,6%-o0s atviteli aranyt figyeltek meiyy burgonya
noévényre csak 20%-0s volt az atviteli arany. Megfltek, hogy amikor burgonya ndvényeket
hasznaltak inokulum forrasként az atviteli hatélsay 11,6 és 10% voIE. quinoara ésS.
tuberosunra. A masik levéltét faj, az Aphis gossypiialacsonyabb virusatviteli hatékonysagot
mutatott: 13,3 és 3,3%. quinoaés burgonya névények esetében, amennyihequinoavolt az
inokulum forrasa. Ez a levéltefaj burgonyéarol burgonyara nem volt képes a véatitelére, é<.
guinoa ndévényre is csak nagyon alacsony szazalékbanhatékony az atvitel (3,3%) (de Sousa

Geraldino Duarte és mtsai., 2012).

4.5. ABetaflexiviridae csalad és &Carlavirus nemzetség altalanos jellemzése

A Betaflexiviridaeaz International Committee on Taxonomy of Virusdsl 2009-ben
létrehozott, ndvényi virusokat tartalmazo csaladBetaflexiviridaecsaladba tartozd6 nemzetségek:
Carlavirus, Citrivirus, Capillovirus, Foveavirus,rithovirus, Vitivirusilletve tovabbi 5 virusfaj
tartozik a csaladba, amelyeket eddig még nem sdérakmzetségekbe (Carstens, 2009).

Gazdanotvénykoriket tekintve a csaladba tartoz6 sekumeglehétsen kulonbéznek
egymastol: lagy- és fasszaru, egy- es kétsnivényfajokat széles korben ferhek, de az egyes
virusfajok gazdanodvénykére limitalt. A-oveavirus, Capillovirus, Vitivirusés Trichovirus
nemzetség tagjatfeg vagy kizarolagosan csak fas novényeket ek meg. A csalddba tartozo
virusfajok mechanikai inokulacioval atvilé&t Sok virusnak nincs ismert gerinctelen allagtie
gombavektora, de az ismert, hogy egyes trichovkska altal terjednek. A virus partikulumok
felhalmozodasa a novenyi sejten belil a citoplaanatdrténik. A virusok tdbbsége viszonylag

enyhe tineteket okoz a gazdandvényein (Adams é&s.n#6804).
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A Carlavirus nemzetség tagjainak virionjai fonal alaktak, 600-nm hosszlak, 12-15 nm
atménbjtek, helikélis szimmetriaval rendelkeznek. A genooripiv egyszalu RNS, 7,4-8,5 kb
nagysagu és 6 ORF-et tartalmaz, amelyek a vir&@ikazt, a mozgasi fehérjét (TGB), a
kopenyfehérjét és a nukleinsavktszabalyoz6 fehérjét kbédoljak. A kdpenyfehérie 81kDa
nagysagu. Az egyes fajok természetes gazdandvénggyr vagy néhany fajra terjed ki. A legtdbb
faj levéltetvekkel atvihét nem perzisztens modon, deCawpea mild mottle virugsetében a
dohanyliszteskeBemisia tabagia virus vektora (Badge és mtsai., 1996). A lelgtiat) mechanikai
aton atvihed, azonban harom, hivelyes noévénytdaftvirus Pea streak virus, Red clover wein
mosaic virusés Cowpee mild mottle virjsnaggal is terjed. Egyes virusok elterjedésétldrdizi
eléfordulads korladtozhatja, de ezek vegetativ szapmmitdggal nagy tavolsagokra terjedhetnek
(Adams és mtsai., 2004).

4.6. A PVS éltalanos jellemzése

A PVS aBetaflexiviridaecsalad tagja, azon belll pedigcarlavirus nemzetséghez tartozik
(Carstens, 2009). A virionok flexibilis fonal alaki(2. abra), a virusrészecskék 610-710 % 1in
nagysaguak (Lin és mtsai., 2009; Mackenzie és mta89).

2. &bra: A potato virus Slektronmikroszképos képe (Fletcher, 1996 nyoman).

A virus partikulumok pozitiv egyszali RNS-t tartalomak, mely megkdzedieg 8400
nukleotidbdl all (Fletcher, 1996). A genom az 5@eé sapka struktdraval, mig a 3’-végen

poliadenilalt régidval rendelkezik. A virusgenomngilt leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz (3.
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abra). Az ORF1 a replikazt kodolja (Matousek ésamt2005); az ORF2, ORF3 és ORF4 alakitja
ki a triple gene block-ot (harmas gén blokk, TGRBElynek a sejtil sejtre tortéti mozgasban van
szerepe (Morozov és mtsai., 1989); az ORF5 és ORRk6penyfehérjét, illetve a 11K fehérjét
kodolja. A kutatasok azt bizonyitjak, hogy az ORERI6s a carlavirusok levéltetvekkel tortén
atviteléért (Foster és mtsai., 1992; Foster, 1982)ORF2 altal kddolt fehérje 25 kDa nagysagu és
tartalmazza az NTPaz/helikhz domént, az ORF3 &lhdblt fehérje 12 kDa nagysagu és két
hidroféb régioval rendelkezik (Lin és mtsai., 2008 ORF4 egy 7 kDa nagysagu fehérjét kddol,
amelynek N-terminalis része hidrofob tulajdonsafgthidrofob régiok az ORF3 és ORF4-ben a
kutatasok szerint az intracellularis mozgasbannaszészt (Ju és mtsai., 2005; Morozov és mtsai.,
1987; Schepetilnikov és mtsai., 2005). Az ORF5 B4 kagysagu fehérjét kodol, amely atfedésben
van az ORF6-tal, mely a ciszteinben gazdag nuldeiket fehérjét (NABP) kddolja. Ez a fehérje
felelos a levéltaivel tortérd atvitelért, a géncsendesitésert és részt vegdikasoban is (Chiba és
mtsai., 2006; Gramstatt és mtsai., 1990).
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3TUTR 3'UTR

* lsm ]'I K :1,5&0 |2 K !52;51:»0 !E- K | &, 500 !+ [ 4 14154:.0 |5Ir. !5,500 |5 K Es,soo |? | | 7, S0 | a'L—polyﬁ
——
233K 25K 12K 7K 3K 11K

3. abra: A burgonya S virus genomtérképe és a kodolt fékédthelyezkedése a genomon. 233K: metiltranszféelikaz, polimeraz;

25K: NTPéz, helikaz domén, TGBp1; 12K: TGBp2; 7kK&Bp3; 34K: kdpenyfehérje; 11K: nukleinsav-&dehérje.
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A virus fehérjék genomiélis és két szubgenomRNS-6l (2,5 kb; 1,5 kb) transzlalédnak.
A replikaz kozvetlendl a genomialis RN&;ra TGB a hosszabb szubgenomialis RMSnodik at.

A kisebbik szubgenomikus RNS a koépenyfehérje ékkaféhérje kddolasaban vesz részt (Foster és
mtsai., 1992). A kdpenyfehérje kddolo regiét mégeél(upstream) 101 nukleotidbdl allé6 szakasz
transzlacié hatékonysagot né&€viral translational enhancer, VTE) tulajdonsaggaldelkezik. Ez

a szakasz tartalmaz egy olyan konzervalt régiét TTAGGTT, mely a triple gen block 25K
kodol6 régidja ditt is megtaldlhatd és ez a szekvenci€alavirus nemzetség mas tagjaira is
jellemz. A transzlacidt szabalyozo tulajdonsagot deléciizsgalatokkal bizonyitottak, ahol a
konzervalt régiot viszont érintetlentl hagytak (e és Foster, 1997).

Nagyon sok ndvényi virusnemzetség kodol un. trigéme block-ot (TGB, harmas gén
blokk), ami egy konzervalt genomrészlet. A TGB ausok ndvényben sefirsejtre tortén, illetve
azok hosszu tavi mozgasaban vesz részt. A TGB ategmiszport rendszer 3 fehérje
egyuttmikddését jelenti, amelyek a viralis genomot szakitq plazmodezmahoz, és segitik annak
belépését a szomszédos sejtbe (Sergey és mtda3). 20TGB 3 részlegesen atteORF-bI all
(Morozov és mtsai., 1987), ez a 3 ORF a koveikehérjéket kodolja: TGBpl, TGBp2 és TGBp3
a genomon valo elhelyezkedésik szerint szamozvaygy és mtsai., 1996). A féaodtt cDNS
mutacios vizsgalatainak eredménye alapjan elmondhagy mindharom TGB fehérje esszencialis
a virus mozgasi folyamataiban (Petty és mtsai.Q)199

Matousek 2005-ben hatdrozta meg egy PVS izolatemomjanak teljes szekvencigjat
(Mackenzie és mtsai., 1989), illetve a PVS genostriteios analizisének eredménye volt eléfhet
(Monis és de Zoeten, 1990). Mackenzie és mtsai & BWég 3553 nukleotidbdl allé szekvenciajat
hatdroztdk meg. Megallapitottdk, hogy a 33K feléfédolé gén a virdlis kdpenyfehérje
kodolaséért feléls. A nukleotid szekvenciabol levezetett 70 aminbshwallé szekvencia a PVS
régiojaval. A részleges 41K nyilt leolvasasi keaePVX ésWhite clover mosaic virusiralis
replikaz C-terminalis részével mutatott homoldghakizsgalat tovabbi részében a 7K, 12K és 25K
nyilt leolvasasi kereteket is dsszehasonlitottak niédusok leolvasasi kereteivel. Az eredmények
szerint ezek az ORF-ek szignifikans szekvencia aggtemutattak a potexvirusok egyes tagjaival
(Mackenzie és mtsai., 1989).

Monis és munkatarsai 1990-ben végzett kisérleteitan a PVS Andesi torzsének RNS-ét
jellemezték. Megallapitottak, hogy a virus RNS-&gutenilalt, ez aPotato virus Mre is jellem3d,
amely szintén &arlavirus nemzetség tagja (Matthews, 1979). A vizsgalatarars nem detektaltak
nagy molekulasulyd fehérje prekurzortiazvitro transzlaciés folyamat sorén, ez az eredmény azt

mutatja, hogy a transzlacids stratégia soran aeplitkus folyamatban nem toérténik poliprotein

14



szintézis, mint ahogy ez a folyamat jelldima Potyvirus és Comovirus nemzetség tagjaira
(Goldbach és mtsai., 1986).

4.7. Az Andesi és kdzonséges torzs jellemzése

Jelenleg két ismert torzse van a PVS-nek: a kd@mestorzs (PVS PVS ordinary strain) és
az Andesi térzs (PVS Andean strain). A PVSels) leirdsa 1973-ban tortént. A kisérletek soran
perui burgonya fajtakat vizsgaltak meg, a névénkékonbozd tineteket mutattak, mint pl.:
szisztemikus mozaik foltok és sargulas. Az izolaknChenopodium quinoaesztnévényen
szisztemikus szimptémakat okoztak. A PMBrzsre ez nem volt jellertiz mert ebBl a torzsiol
szarmazd izolatumok lokalis 1ézidkat indukaln@k quinoan (Hinostroza-Orihuela, 1973). A
k6zonséges tdrzs mellett az Andesi torzs létedg@igényitotta egy 1983-ban megjelent publikacio
is. Slack és munkatars&olanum tuberosuriRed La Soda’ fajtdban detektaltak egy olyan PVS
izolatumot, mely levéltével atvinet volt ésC. quinoan a klorotikus lokalis 1€ziok kialakitasa
utan szisztemizalddott a névényben (Slack, 1983kdadnséges torzs izolatumai bioldgiailag
kulonboznek az Andesi tor#éta Chenopodium quinea okozott tiineteket tekintve. Az Andesi
torzs elnevezés onnan ered, hogy ezt a tipust Bardtsak Dél-Amerika Andok régiojaban talaltak
meg. Az Ujabb kutatadsok azonban bebizonyitottagyroszisztemikusan féd6 tipus Eurdpaban,
USA-ban és Uj-Zélandon isabrdul (Cox és mtsai., 2010). Az Andesi torzs tdbibetet okoz a
leveleken, mint a kozonséges tdrzs és konnyebbeimetit levéltetvekkel is. A bioldgiai
tulajdonsagokban vald eltérést a két torzs kozotCR N-termindlis régio aminosavainak
kulonbségének tulajdonitjak, a nukleotid kdehérje 11K és 7K fehérje szekvenciakban (Foster,
1991; Foster és mtsai.,, 1992; Matousek és mts@Q)2 ezt a feltételezést azonban az Gjabb
kutatdsok nem tamasztjadk ala (Cox és mtsai., 20d8)ousek kisérleteiben megallapitotta, hogy a
k6zép-eurdpai PVS izolatumok kozott vannak olyanolelyek szisztemikusan fédik a C.
quinoat, de sokkal kdzelebbi viszonyban vannak a P#8zzsel (Matousek és mtsai., 2005).
Emiatt a kutatok Gjabb térzs létrehozasat ajarkoadP VS “>t, amely szisztemikus tiineteket okoz
C. quinoan, de ez a tdrzs ne tartozzon bele az Andesiliér@Sox és mtsai., 2010).

2012-ben megjelent egy publikacié, ami arrél szérhe, hogy talaltak egy olyan PYS
izolatumot Brazilidban, amely az eddig leirt PM8l molekularis tulajdonsagait tekintve
kulénbozik. Az izolatum szekvenciajat 6sszehasottifik a GenBank-ban fellellietd masik
izolatummal és a nukleotid szekvencia egyezés 78168 kozotti volt, mig a kordbban leirt 4
izolatum egymashoz képest 90 és 97% kozotti egyemagatott. A teljes genomanalizis
bebizonyitotta, hogy a Braziliabdl szarmazé izaté PVS torzshoz tartozik, de a korabban leirt

ebbe a torzsbe tartozo izoldtumoktdl kialonbozikn@&anvaldszitileg az az oka, hogy ez az é&ls
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PVS" izolatum Dél-Amerik&bél, amelynek a teljes nukidatzekvenciajat meghatéroztak és ez az
izolatum mas evollciés utvonalon fajbtt, mint az eurépai PVS izolatumok (de Sousa @ema
Duarte és mtsai., 2012).

4.8. PVS izolatumok valtozékonyséaga, jellemzése

Korabban sziiletett egy publikacié azzal kapcsotatbagy a PVS izolatumok szekvencia
variabilitdsa a k6zép-eurdpai izolatumokat tekintyen nagyfokd, amennyiben a genom 3’ végqi
jellemzit vesszik figyelembe (Matousek és mtsai., 200@pbrvizsgalatot is végeztek abbdl a
célbol, hogy aC. quinoat szisztemikusan feizé kdzép-eurépai PVS izolatumok molekularis
jellemzit megtudjak. A PVS és PVS®(Chenopodiuron szisztemizalddo) torzsek kdpenyfehérje
vezet és kodold régioit felhasznélva vizsgaltdk a kérddkdzotti hasonlésadgot immunocapture
RT-PCR modszerrel. A két torzs a kdpenyfehérje &jivrészében kulonbozott egymastol. A
filogenetikai vizsgalatok alapjan a PYSkozelebbi rokonsagban all a PY¥S6rzs eurdpai
izolatumaival és tavolabb helyezkedik el az Andésistl (Matousek és mtsai., 2005).

Matousek és munkatarsai 2005-ben harom PVS izuldeljes nukleotid szekvencidjat
hataroztak meg. A harom PVS izolatum: Leona, Vitaga Kobra teljes szekvenciajat
meghataroztak, a szekvencia 6sszehasonlitas sétaas 8kilbénbséget talaltak az izolatumok
kozott. A PVS replikazan a domének elhelyezkeddstve azok jellemé&i megfelelnek a
Carlavirusnemzetség mas tagjainal tapasztaltakkal (Matoésektsai., 2005).

Lin és munkatarsai 2009-ben végeztek KkisérleteR&S izolatumok molekularis
jellemzésének céljabdl. A vizsgalt két PVS izolatiitoftora (Phytophthora infestangezisztens
burgonyabdl szarmazott. A kutatok megfigyelték, ynegek a burgonyak fogékonyabbak a PVS
fertézésre. Ennek a jelenségnek a megértésének céljdgiataroztak a két PVS izolatum teljes
szekvencigjat. A két izolatum kozotti szekvencigyezgs 98%-0s volt. A korabban leirt PVS
izolatumok kozll a Leona és Vltava izolatumokkal &k194%-0s egyezést mutatott. Filogenetikai
fat készitettek a PVS kopenyfehérje aminosav szekagnak alapjan, és kiderillt, hogy a két
izolatum a virus kozonséges torzsébe tartozik, miaa kdzeli rokonsagban all egy sziriai
izolatummal (Lin és mtsai., 2009).

Iranban folytatott vizsgalatokban tizenkét PVSlanom teljes kdpenyfehérje és 11K gén
szekvenciajat hataroztak meg. A kopenyfehérje @@38eotidjat és a 11K gén 282 nukleotidbdl
allé szekvencigjat hataroztak meg. A GenBank-bagtaté@haté adatokkal 6sszehasonlitottak az
izolatumokat a virus kopenyfehérjét tekintve. A sgalat eredménye 92,5 és 100% kozotti
egyezeseket mutatott. A 11K gén nukleotid szekeemgyezées 93,5 €s 100% kozotti volt. A
filogenetikai analizis egyértelfen jelezte a két ismert PVS torzs jelenlétét. Aekiyfehérje és
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11K fehérje 2 nagy blokkja, ami 11 és 8 aminosaw&didik 6ssze, nem mutattak homoldgiat, ami
a bioldgiai kilénbséget igazolhatja a két PVS td@sott. Egyik irani PVS izolatum sem féxte
szisztemikusan €. quinoatesztnévényt (Salari és mtsai., 2011). Ezek adneéayek tamogatjak
Cox és munkatarsainak korabbi elképzelését, migzeem a kopenyfehérje és a 11K gén N-
termindlis részében fellelliekulonbségek okozzak a szisztemizalddasi képességetisnak aC.
quinoa tesztnévényen (Salari és mtsai., 2011; Cox ésim®@l0), mint ahogy azt kordbban a
kutatok feltételezték (Foster, 1991; Foster €s mt$892; Matousek és mtsai., 2000; Matousek és
mtsai., 2005).

4.9. Rekombinécié

A rekombinacié olyan evollciés folyamat, amely [gvé teszi () virus variansok
kialakulasat. Szamos kidlsenyes hat a virusokra, amelyekhez alkalmazkodniuk kiellgoklima-
és kornyezetvaltozas. A rekombinacié segitségéyetsgbban képesek kialakulniéelyos virus
genotipusok, mint a klonalis populaciokban, illetae kialakult karos mutaciék koénnyebben
javithatok (Drake és Holland, 1999) (Elena és Mdg®9).

A novényi virusok esetében a természetes rekomibitétrejottét szamos esetben igazoltak
pl.: Potyvirus nemzetség (Djilani-Khouadja és mitsai., 2010)teovirus nemzetség (Gibbs és
mtsai., 1995),Nepovirus nemzetség (Le Gall és mtsai., 199%)ucumovirus nemzetség és
Bromovirusnemzetség (Boonham és mtsai., 2005; Fraile é9.mt987; Galvino-Costa és mtsai,
2011), és aCarlavirus nemzetség (Singh és mtsai., 2008) egyes tagja2dl5-ben végeztek
kisérleteket novényi RNS virusokban bekovetkeekombinaciés események gyakorisaganak
meghatarozasa céljdbdl. Az eredmények szerint,zagalt 36 novényi pozitiv egyszali RNS
(+ssRNS) virusfajbdl 12 esetében tudtak kimutawkombinaciés eseményt. A vizsgalt 14
potyvirus kozll 8 faj esetében tudtak bizonyitdéwaigy tortént rekombinacio. A genomszekvencia
0sszehasonlitdsok soran a vizsgalt szekvenciak niihb 1/3-4ban figyeltek meg rekombinacios
esemeényt, azonban kevésbé gyakori volt a jelendédggenetikailag egymastol tavol allé térzsek
esetében. A kisérletek eredményei azt mutatjdky logekombinacié relativ kozonséges folyamat
némely +ssRNS virusban, és megftéel magas gyakorisaggal térténik ahhoz, hogy azieiad
valtozasok egyik forrasa legyen (Chare és Holm@85p

Braziliaban rekombinacios vizsgalatokat végeztekSPMolatumokat tekintve, és az
eredmények azt mutatjak, hogy Vitava izolatum rebiméns, a szil szekvencidk hordozoi a
Leona és a DO00461 izolatumok. Ez az éelslyan publikacio, amely a PVS torzsek

rekombinacidjardl tudositott. A vizsgalatot végkutatok attdl tartanak, hogy a rekombinacios
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folyamat olyan Uj PVS torzsek kialakulasat eredneghgeti, melyek jobb adaptaléodasi €s versengési

képességgel fognak rendelkezni (de Sousa Gerdhliaote és mtsai., 2012).
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5. Anyag €s modszer

5.1. Vizsgalatok helye

A vizsgalatokat a Budapesti Corvinus Egyetem Kedt#tadomanyi Kar, Novénykortani

Tanszékének laboratériuméban végeztik.

5.2. Vizsgalatok anyaga
5.2.1. Virus izolatum

A vizsgalt PVS izolatumot a 89.243-as jel6lésselofabtt in vitro burgonya formajaban a
Pannon Egyetem, Burgonyakutatasi Kézpontja bodsatendelkezéstinkre.

5.2.2. Névények

A virus felszaporitasara és fenntartasara, magajpaitott, fitotronban nevelt (24 °C, 16
ora fény szakasz) 6 hetélcotiana debneydvényeket hasznaltunk. Az inokulalast kéest a

tesztnévényeket szintén fitotronban neveltuk.

5.2.3. Baktérium torzsek

A klébnozashoz aEscherichia colDH5a és IM109-es torzsét hasznaltuk.

5.2.4. Plazmidok

A PCR fragmenteket pGEM-T Easy (Promega) plazmiktorea ligaltuk, melyet a Bio-
Science Kift. szallitott.

5.2.5. Oligonukleotid inditészekvenciak (primerek)

Az NCBI adatbazisban talalhaté burgonya S virudeiokav szekvenciai alapjan terveztik

meg a primereket. A felhasznalt oligonukleotidolgzisét az IDT (Bio-Science Kft.) végezte.
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1. tblazat: A vizsgalatokhoz felhasznalt primerek

Primer neve Szekvencia Olvadasi| Gén
hémérséklet
(Tm)
PVS1 regid
PVSL1. for 5'-GATAAACACTCCCGAAAATAATT-3 48,6 °C UTR
PVS1579.rev| 5-CCTTCTGTGCACATACTATCCACG-3' |55,3°C ORF1
PVS2 régio:
PVS1530. for | 5-GCATAGATTTTCAGCGGATCAAGTT-3'/56,9 °C ORF1
PVS2776. rev|5-CCCCTGTGAAGTGCGAGATG-3’ 55,3°C ORF1
PVS3 regio:
PVS2663. for | 5-GATGCCCACCACACACGAGA-3’ 56,4 °C ORF1
PVS4608. rev |5-ACCATTCCTCACCAAGTTCAACAA-3’ 56,4 °C ORF1
PVS4 régio:
PVS4535. for | 5-GAGGGTGATCCGTGGTTGAAA-3’ 56,0 °C ORF1
PVS6765. rev |5-CAACAATTGGCAGTGTACTCCTAGTG- |56,0 °C ORF3
31
PVS5 régio:
PVS6666. for | 5-ATATTGTGCCCTGATGCCACTTAC-3’ 56,0 °C ORF2
PolyT2. rev 5'CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTT| 68,9 °C UTR
TTTTTTT-3
2. tAblazat: A vizsgalatokhoz felhasznalt szekvendal6 primerek
Primer neve Szekvencia Olvadasi Gén
hémérséklet
(Tm)
PVS173. rev 5-GTAGCAAAACCAGGCGAAGTTATC-3 55,4 °C ORF1
PVS1105. rev 5-CACTTGGCTCTGGGCACATC-3 55,3 °C ORF
PVS3300. for 5'-GCAAGGATCATATTGAGCATTGTAAG-3’ 55,3C ORF1
PVS5138. for 5'-GACAATCGGTTCAGGGATGCG-3’ 58,9 °C oRr
PVS6010. rev 5'-CCCGGGACACTATGAACAACTATWG-3’ 57,8 ORF2
PVS7101. for 5'-CCGGCTAGTCAATTGCGA-3’ 52,0 °C ORF4
PVS7149. for 5'-GGGCCGTTGAAGCACCTTTAG-3’ 57,5 °C ocR
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PVS7882.rev | 5-GCAGCCCCATTAGTCACATAATCG-3 58,5 °C ORF5
PVS8400.rev | 5-TGCGAAACTCTGACTTTGCAC-3’ 52,0 °C 3TR

A primerek nevében a szamok az AJ863509 hivatkaz#snu Leona néwirusizolatum genomjan

elfoglalt helytket jelolik.

5.2.6. Vegyszerek, enzimek, kitek

A Kkisérletek soran felhasznalt oldatokhoz és tapikhoz kiulonbog, kereskedelmi
forgalomban kaphat6 vegyszereket hasznaltunk (Daciderck, Sigma-Aldrich, Reanal, VWR).
A reverz transzkriptazt, a DNS-polimerdzt, a dedbmnukleotidokat (dNTP) a Biocenter
(Fermentas), a GelRed fluoreszcens festéket (Bmtiaz Izinta szallitotta. Az RNS izolalashoz a
Spectrum™ Plant Total RNA Kit-et a Sigma-Aldrich-tél, a PGRgment tisztitdshoz, a High Pure
Purification Kit-et a Roche-t0l, a szevenalasradkitil plazmidok tisztitasara, a Quantum Prep

Plasmid Miniprep Kit-et a Bio-Rad-t6l szereztik be.

5.3. Vizsgalatok modszere
5.3.1. Mechanikai atvitel

Az in vitro burgonya présnedvévdl. debneytesztnévényeket inokulaltunk. A taptalajtél
megtisztitott névényekhez 1:5 aranyban 0,05 M kddfaszfat-puffert (62,3 g/l N&PO,-2H,0;
20,4 g/l KHPOy. pH: 7,2) adtunk és jégbenithtt dérzsmozsarban végzett homogenalassal
allitottuk eb az inokulumot. Abrazivumkeént celitet (10-40 umpt@altunk, mellyel megszértuk a

dohany névények 3-3 levelét, majd a beszort levidkletét bekentiik az inokulummal.

5.3.2. Ossznukleinsav kivonas levélszoveétb

Az 6sszribonukleinsav kivonast SpectflrPlant Total RNA Kit-tel végeztik, a gyartd
utasitasa szerint. A mintdkat az inokulaciot ké6vét héten, a dohany névények csucsi levéleib
vettik.

5.3.3. RT-PCR
5.3.3.1. cDNS szintézis

Az 6ssznukleinsav kivonatbol, mely a virus RNStekeartalmazta, az antiszensz primer
(polyT,) felhasznélasaval reverz transzkripcié (RT) soédiitottuk eb a PVS nukleinsavaval
komplementer cDNS alsszalat.
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A 10 pl végtérfogatu reakcidelegy:
0ssznukleinsav 4 ul
100 puM antiszensz primer (polyT 1l
5X RT puffer (250 mM Tris-HCI (pH 8,3, 25°C-on), 37 2 ul
mM KCI, 15 mM MgCI2, 50 mM DTT)

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

Az 6ssznukleinsavat az antiszensz primer jelendgiédd °C-on 5 percig inkubaltuk, majd
az elegyet 5 percen keresztll jégeitotiiik. Ezt kéveien adtuk hozza a reakcioelegy tobbi
komponensét, ezutdn 30 percen at tartd reverzzkepsio kdvetkezett 50 °C-on, majd 85 °C-on 5
perc alatt inaktivaltuk az enzimet. A cDNS-t azdrfethasznaltuk, vagy -20 °C-on taroltuk.

5.3.3.2. PCR

A cDNS szintézist kovéen a virusgenomot 6t ati@dégioban megsokszoroztuk a PCR
optimalizaldsaval, az 1. tablazatban szérepitiszensz és szensz primerek segitségével. AtPCR-
Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 késhalékégeztik.

A PCR-analizis 50 pl végtérfogatu reakcioelegye:

cDNS 3ul

10x Taq puffert (750 mM Tris-HCI pH: 8,8; 5 ul

200 mM (NH)SGOy; 0,1 % Tween 20)

25 mM-os MgCj 3 ul

5 mM-0s dNTP Mix 2 ul
20-20 uM antiszensz és szensz primer 1-1 pl
TagDNS polimeraz (5 u/ul) 0,5 ul
desztillalt viz 34,5 pl

PCR-ek paraméterei:

PVS1 regio:
1. 94 °C 5 perc (édenaturalas),
2. 94 °C 15 masodperc (denaturalas),
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3. 50 °C 30 masodperc (primer kdes),
4. 72 °C 2 perc (lanchosszabbitas),

5. 72 °C 7 perc (lanchosszabbitas).
A 2., 3. és a4.lépés 30 cikluson keresztil istdek!

PVS2 régio:
A reakci6 paraméterei:

1.

ok~ 0N

94 °C 5 perc (édenaturalas),

94 °C 15 méasodperc (denaturalas),
56 °C 30 masodperc (primer KoEs),
72 °C 2 perc (lanchosszabbitas),

72 °C 7 perc (lanchosszabbitas).

A 2., 3. és a4.lépés 30 cikluson keresztil istdék!

PVS3 régio:

A reakcio paraméterei:

1.

a bk~ 0N

94 °C 5 perc (édenaturalas),

94 °C 15 masodperc (denaturalas),
57 °C 30 masodperc (primer KJEs),
72 °C 2 perc (lanchosszabbitas),
72 °C 7 perc (lanchosszabbitas).

A 2., 3. és ad.lépés 30 cikluson keresztil istdi!

PVS4 regio:
A reakci6 paraméterei:

1.

a bk~ 0N

94 °C 5 perc (édenaturalas),

94 °C 15 masodperc (denaturalas),
57 °C 30 masodperc (primer Kdes),
72 °C 2,5 perc (lanchosszabbitas),
72 °C 7 perc (lanchosszabbités).

A 2., 3. és a4.lépés 30 cikluson keresztil istdek!
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PVS5 regio:

A reakcié paraméterei:

1. 94 °C 5 perc (édenaturalas),
94 °C 15 masodperc (denaturalas),
50 °C 30 masodperc (primer Kdes),

72 °C 2 perc (lanchosszabbités),

a bk~ 0N

72 °C 7 perc (lanchosszabbités).
A 2., 3. és a4.lépés 30 cikluson keresztil istdek!

5.3.4. Gélelektroforézis

A PCR-terméket GelRed nukleinsav festéket tartadnmedo-os TBE-agardz gélben, 1XTBE
elektroforézis-puffer (89 mM Tris-HCI; 89 mM boérsa2, 5 mM EDTA pH: 8,3) jelenlétében
vélasztottuk el, és ae&)V fényben tettiik lathatéva (UVP, BioDod ft System).

5.3.5. A PCR-termékek klénozasa

A tovabbi vizsgéalatok céljabol a fragmentumokagitiPure Purification Kittel tisztitottuk a
gyarto utasitdsainak megfdieh. A tisztitott PCR-terméket ampicillin rezisztengént tartalmazoé
pPpGEM-T Easy Vektorba kapcsoltuk. A ligalas (az mzs a plazmid dsszekapcsolasa) négy oran
at, szobabmeérseékleten (20-24 °C) tortént.

A 10 pl végtérfogatu reakcidelegy:

tisztitott PCR-termék 3 ul
PGEM-T Easy Vektor (25 ng/ul) 1l
2x ligaz puffert (60 mM Tris-HCI (pH: 7,8); 5 ul
20 mM MgClh)

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

A ligalast koveben a rekombinans plazmid&. coli DH5a, vagy JM 109-es kompetens
sejtekbe juttattuk (transzformalas). A kompeterjtekesballitasat és a dsokkos transzformalast
Sambrook és munkatarsai (1989) altal kidolgoztaitiezer szerint vegeztiuk. A 10 pl ligatumot 50
pl, 10 percig jégen kiolvasztott kompetens baktérgzuszpenzidval elegyitettiik, majd 20 percen
keresztll jégen tartottuk. Ezutan 1 percen kerés#Ri °C-os szaraz blokkos termosztatban
inkubaltuk, majd 2 percig jégre helyeztik, utan@ f0antibiotikum-mentes, folyékony LB taptalaj
(10 g/l tripton; 5 g/l élesakivonat; 10 g/l NaCl; pH: 7.2) hozzaadaséat kéeet 1 6ran keresztil
razattuk, 37 °C-on, 200 rpm fordulatszammal. Eztetien 100 pl-nyi szuszpenziot ampicillin
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tartalmu szilard LB/IPTG+X-Gal taptalajon szélesiziek (10 g/l tripton, 5 g/l éles#ivonat; 10
g/l NaCl; 10 g/l agar; 50 pg/ml ampicillin; szélesz ebtt a lemez felszinén 10 pl (100 mM/ml)
IPTG-t és 40 pl (20 mg/ml) X-Galt oszlattunk szét).

A kész lemezeket egy éjszakan keresztll, 37 °@ikabaltuk. A taptalajon csak azok a
baktérium sejtek tudtak felszaporodni, melyek arfipicrezisztencia gént hordoztak. A ligalas
sikeressegét kék-fehér szelekcioval etertiik. Azok a baktérium koloniak, melyekben azeriz
beépllése megtortént és igy a plazmidbaé ézim niikodésképtelenné valt, fehér sk lettek,
mig azok, amelyekben az inzert nem épult be a ptiran kék szitiek voltak. Ezek utan steril
fogpiszkalod segitségével, minden lent¢z-6 db fehér sziintelepet oltottunk le. A fogpiszkaloval
egy koloniat leemeltiink, amit egy masterplate-heatettiink, majd 2 ml 50 pl/ml ampicillin
tartalma, folyékony LB taptalajt tartalmazé Gvegjos tettlink. A lezért Gvegcsovet egy éjszakan at,
37 °C-on razattuk, 200 rpm fordulatszammal. Az etiekoloniak felszaporitasat szolgalo

masterplate-et egy €jszakan keresztul, 37 °C-aubidltuk.

5.3.6. A plazmid tisztithsa és az inzert ellénzése

A sikeres ligalas elléitzéséhez a plazmidot Sambrook és munkatarsai (1888)
kidolgoztott modszer szerint izolaltuk: a baktérigmjtkultirakat az egész éjszakan keresztil tarto,
37 °C-on tortéh razatast kovéen Eppendorf dde toltéttik, és 3 perces (szobatérsékleten,
13 400 rpm fordulatszamon) centrifugalast kéeeta feliliszot eltavolitottuk. A pellethez, ami a
baktériumsejteket tartalmazza 200 ul ,A” oldatatj{szuszpendalo oldat: 15 mM Tris-HCI pH:
8,0; 10 mM EDTA; 50 mM glukoz) adtunk, és 5 perélini hagytuk. A tovabbiakban 400 pl ,B”
oldatot (sejt lizal6 oldat: 0,2 M NaOH, 1% SDS) ik az elegyhez, és kézi razds utjan
biztositottuk az elegy homogenitasat. A kdvetkEpésként 300 ul ,C” oldatot (semlegésiidat:

3 M nétrium-acetat; 11,5% ecetsav) adtunk az Epprérods tartalmahoz, és kézi razast késeat 5
percen keresztul jégen hagytuk, majd 5 perces ifiggdtassal tavolitottuk el a felesleges
sejtalkotokat. A centrifugalast koven a fellliszot egy tiszta Eppendordlos helyeztik, majd 5
perces centrifugalas kdvetkezett. A fellluszot gBggta cébe ontottik, majd 600 ul izopropanolt
adtunk az elegyhez, kézi razassal biztositottuk NS Dkicsapodasat, majd Ujabb 5 perces
centrifugalas kovetkezett. A felliliszo elontésen@0 ul ,D” oldatot (0,1 M natrium-acetéat pH:
7,0; 50 mM Tris-HCI pH: 8,0) adtunk a pellethez,jdn& percig allni hagytuk. A kézi razast
kovetben 400 pl abszolit etanol hozzdadasaval ismételimmositottuk a nukleinsavak
kicsapodasat. Ujabb 5 perces centrifugélas kovetkemajd a feliiliszét elontottilk, a pelletet
pedig 15 percig vakuum koncentratorban szaritotuszaritast kovéen a pelletet 25 pl RNaz TE-
ben (10 mM Tris pH: 7,6; 1 mM EDTA; 10 ul (10 mgjrRN-4z) oldottuk vissza.
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Az inzert beépullésének sikerességeét FastDigedR] (10 perc, 37 °C inkubalas) enzimmel

tortérd hasitast kovéen 1%-os TBE agardz gélen valo futtatdssal étletiik.

5.3.7. Kl6nok tisztitasa szekvenalasra

A szekvenalasra kivalasztott klonokat a mastergidte 3x2 ml 50 pl/ml ampicillin
tartalma, folyékony LB taptalajt tartalmazé Uvegjos tettiik. A lezart Gvegcsovet egy €jszakén at,
37 °C-on razattuk, 200 rpm fordulatszammal. Szekiemeghatarozashoz a plazmidot Quantum
Prep Plasmid Miniprep Kittel a gyartd utasitasainaggfeleben izolaltuk. A tisztitott plazmidok
GEN Novénygenomikai, Human Biotechnoldgiai és Bergiai Intézetben szekvenaltattuk.

Vizsgalataink soran az NCBI-ban megtalalhatd 6sR¥S kdpenyfehérje szekvenciat

felhasznaltuk (3. tAblazat) a szekvenciaanalizishez

3. tablazat: A kdpenyfehérje szekvenciaanalizishez felhaszndlihitumok.

NCBI Izolatum Szarmazasi hely Virustorzs Publikélta
azonosito
GU369814 - India PV3 Nem publikalt
GU144328 Sam-13 Skécia, UK PYS Foster és Mills,
1992
DQ786653 - India PV3 Nem publikalt
GU256061 Indian India PVS Nem publikalt
HQ875135 HAM.KA.20 Iran PVS Salari és mtsail,
2011
HQ875133 ESF.FA.19 Iran PVS Salari és mtsai}
2011
AB364945 35 Sziria PVS Chikh Ali és
mtsai., 2008
HQ875132 AZA.TA.6 Iran PVS Salari és mtsai}
2011
HQ875140 KER.SA.28 Iran PVS Salari és mtsail,
2011
HQ875137 KER.JI.6 Iran PVS Salari és mtsai),
2011
GU319951 Dutch Hollandia PVS Dolby és Jones,
1987
GU233455 - Ny-Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
GU319946 WAKipt Ny-Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
GU319948 WAMd Ny-Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
GU319945 WAFL Ny-Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
GU319943 WADeli Ny-Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
GU319942 TAS05-00 Tasmania PV3 Cox és mtsai.,
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2010

GU233454 - Ausztrélia PVS Cox és mtsai.,
2010
GU319949 WAPE Ny-Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
AJ889246 Hangzhou Kina PVS Nem publikalt
GU319944 WADel2 Ny-Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
HQ875136 KER.JI.4 Irdn PVS Salari és mtsai,
2011
HQ856834 KHO.FA.2 Iran PVS Salari és mtsai|
2011
HQ875141 KHO.CH.3 Iran PVS Salari és mtsai|
2011
AF493950 Ordinary - PVS’ Boonham és
(BoonOf mtsai., 2003
GU319952 Exodds Hollandia PVS Dolby és Jones
1987
AY512653 - Kina PV8 Nem publikalt
Y15611 KACP1N Csehorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
GU319953 Code 24 Hollandia/Németorszag | PVS Dolby és Jones
1987; Foster és
mtsai., 1990
Y15610 VLCP2N Csehorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
Y15609 VLCP1N Csehorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
Y15616 VLCP2 Csehorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
Y15615 Aschersleben | Németorszag PV5 Matousek és
mtsai., 2000
Y15613 ASCP12 Németorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
Aj863509cp Leona Németorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
HQ875139 KER.LA.15 Irdn PVS Salari és mtsai,
2011
AY687337 = Kina PVS Nem publikalt
Y15612 KACP2N Csehorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
HQ875138 KER.LA.12 Irdn PVS Salari és mtsai,
2011
Y15625 Kobra Csehorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
FJ813513cp 1d4106-US USA S Lin és mtsai.,
2009
AB364946 6-2 Sziria PVS Chikh Ali és
mtsai., 2008
FJ813514 ldDef-US USA PV Lin és mtsai.,
2009
FJ813512cp WabDef-US USA [=IVES Lin és mtsai.,
2009
PVU74375 = Dél-Korea PVS Nem publikalt
GU319947 WAKIip2 Ny-Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
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GU233453 QLDKip Ausztralia PVS Cox és mtsai.,
2010
GU319954 TASY Tasmania PV3 Cox és
mtsai.,2010
GU319950 TASPF Tasmania PV Cox és
mtsai.,2010
GU144323 137 Nagy-Britannia PYS Nem publikalt
GU144325 139 Nagy-Britannia PVS Nem publikélt
GU144322 136 Nagy-Britannia PVsS Nem publikélt
GU144327 144 Nagy-Britannia 'S Nem publikalt
GU144326 143 Nagy-Britannia PYS Nem publikalt
GU144324 138 Nagy-Britannia PVS Nem publikélt
HQ875142 KER.SO.21 Iran PVS Salari és mtsail,
2011
GU144330 Sam-24 Nagy-Britannia PYs Nem publikélt
DQ315387 Hebei Kina PVS Nem publikalt
GU144329 Sam-23 Nagy-Britannia PYS Nem publikélt
HQ875134 FA.S1.14 Iran PVS Salari és mtsai),
2011
PVU74376 - Dél-Korea PV5 Nem publikalt
EF397748 Ar-43 Iran PVS Nem publikalt
EF397751 Ha-107 Iran PVS Nem publikélt
EF397752 Kh-55 Iran PVS Nem publikalt
EF397750 Kh-55 Iran PVS Nem publikalt
S45593 Orioh Nagy-Britannia PVS Foster és Mills,
1992
Y15614 KBCP2' Csehorszag PVS Matousek és
mtsai., 2000
AJ863510cp Vitava Csehorszag PVS Matousek és
mtsai., 2005
D00461.1 - Kanada PVS Mackenzie és
mtsai., 1989
FJ643622 Andean (Indf) India PVS Nem publikélt
AF493951 - Nagy-Britannia PVS Boonham és
mtsai., 2003

5.3.8. A szekvenciaanalizishez felhasznalt programo

A szekvenciak paronkénti dsszehasonlitdsdhoz az @38 Needle, Pairwise Sequence
Alignment-et hasznaltuk. A szekvenciak osszeilleszhez és elemzéséhez a CLC DNA
Workbench 6.6 (CLC Bio, Cambridge, MA; Knudsen dsan) és a MEGA 5.1 (Tamura €s mtsai.,
2011) software csomagokat hasznaltuk. A Maximuraliiood, UPGMA (Unweighted Pair Group
Method) analiziseket hasznaltuk a filogenetikai zsfdk készitésekor. A rekombinacios
vizsgalatokhoz az RDP3 (Martin €s mtsai., 20108 d©OPALI v2 (Milne és mtsgi2004) program
csomag PDM (Probabilistic Divergence Measures) lalatuk (ablak méret=200 nt, ablak

elmozdulasanak mérete=10 nt), 95%-0s szignifikasziaten.
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6. Eredmeények és kbvetkezések

6.1. A magyar PVS izolatum jelleméi

A vizsgalt magyar PVS izolatum (PVS HU) 8485 nuki@ohosszisagu és 6 ORF-et

tartalmaz, amely az NCBI-ban megtalalhaté PVS izoték felépitésének megfelel.

Gén Elhelyezkedése a genomon

5 UTR 1-62

ORF1 63-5987

ORF2 5977-6715

ORF3 6686-7009

ORF4 6976-7173

ORF5 7226-8098

ORF6 8099-8380

3'UTR 8381-8485

A teljes szekvenciat (1. melléklet) a nemzetkdatbdzisba elkuldtik, feldolgozasa és az

azonositdé szam megérkezése folyamatban van.
6.2. Teljes kdpenyfehérje-szekvencia vizsgalat

A nemzetkdzi adatbazisban megtalalhatd 0Osszes ledm@VS kopenyfehérje gén
szekvenciajara elkészitettik a filogenetikai tégsés 6sszehasonlitottuk a magyar izolatummal.
Megallapitottuk, hogy a magyar izolatum a PV®rzsbe tartozik. A kopenyfehérie régi6
vizsgéalatakor a PVS HU egy sziriai és két iranidaammal mutatja a legkdzelebbi rokonsagot (4.
abra), ezek alapjan Salari és munkatarsai (2014l l&lrt tizen6t PVS genotipus csoport kozil a

PVS°-1-be sorolhatjuk izolatumunkat.
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4. dbra: Az NCBI adatbazisban talalhaté komplett kdpenyfghéukleotid szekvenciak
filogenetikai torzsfajaA torzsfa Maximum likelihood médszerrel késziilt.

6.3. Teljes genomszekvencia vizsgéalat

A nemzetkdzi adatbdzisban megtalalhato teljes P&f®impokat vizsgalva a magyar izolatum

a tobbitl jol elkilonulten, de a legktzelebbi rokonsagbaét kamerikai izolatummal All.
Izolatumunk 92,63%, ill. 92,74%-0s homoldgiat muaat ebbb emlitett 2 szekvenciaval, egyben
ezek éallnak filogenetikailag legkdzelebb a magyatdtumhoz. A tovabbi eredmeények: 92,31%-0s
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homolégia a német izolatummal, 89,39%-0s homol&@gieseh izolatummal és mindéssze csak
78,61%-0s homoldgia a brazil izolatummal, ami 182&8leotid killdbnbséget jelent a teljes genom
0sszehasonlitdsat tekintve. A két amerikai izolakggymassal 97,99%-0s homoldgiat mutat (5.
abra).

A PVS HU izolatum a nem koédolo és kodold részekzletes vizsgalata alapjan is jol
elkdloénul mas izolatumoktol. Nukleotid szinten a2 8 R-t tekintve 95% folotti homoldgiat mutat
az eurdpai és az észak-amerikai izoldtumokkal, s&k ©1,95%-0s homoldgiat a brazillal. Az
ORF1-et tekintve rendkivul alacsony (76,9%) a hamia a brazil izolatummal, mig az eurdpai és
eészak-amerikai izolatumokkal 90% koéruli. Az ORFjiéban a magyar izolatum az europai
izolatumok kdzul mar csak a Leona-val mutat 90%ttohasonlésagot. Az ORF3-t6l az ORF6-ig a
PVS HU a Vltava izolatummal is csak a brazil izothhoz hasonlé alacsony sZinegyezés
figyelhet® meg, ami rekombinacids eseményre enged kbvetketdettablazat).

A de Sousa Geraldino Duarte és munkatarsai (20i#)raegfigyelt konzervativ aminosav
motivumok a magyar izolatumban megegyeznek a“Piz8latumokban fellelhéekkel, azaz az
ORF3-ban H:A76Py7 és az ORF6-ban B3V 26N27A 45l 65Qse.
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5. 4bra: Filogenetikai torzsfak a komplett nukleotid szeksidk vizsgélataval (CG=komplett genom,
ORF1-ORF6)A torzsfa UPGMA modszerrel készilt. PVS HU: magyatatum; JQ64783: brazil
izolatum; FJ813512: amerikai izolatum (A); FJ8135d@erikai izolatum (B); AJ863509: német

izolatum; AJ863510: cseh izolatum.
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4. tdblazat: A PVS HU izolatum 6sszehasonlitasa az NCBI ad@&banr talalhaté komplett PVS szekvenciakkal. [Adatumok kodold és nem

kddolé régidinak nukleinsav (nt) és aminosav (aa)té szekvenciainak hasonl6sag értékei %-ban talalheatéklazatban.]

Genom

] CG 5'UTR ORF1 ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 3'UTR
Izolatum mérete

nt nt nt nt aa nt aa nt aal nt aa nt aa Nt na nt
FJ813512 8485 92,74 96,8 92/1 942 94,4 95,9 91,172 9 95,0 97,0 93,8 95,9 94.4 936 99,(
FJ813513 8485 92,63 96,8 919 943 94,5 ar,1 90,87,2 9 93,5 95,5 93,7 96,3 95,4 947 99,(

AJ863509 8478 92,31 95,2 916 92]8 936 97,1 91,4639 940| 97,01 934 96,3 96,5 97,9 99,(

AJ863510 8464 89,39 95,2 91,7 90{j3 84,0 94,7 82,3449 821| 821 810 9375 82,8 819 94,1

JQ647830 8485 78,61 91,9 76/9 843 84,7 942 82,3659 818| 89,4 798 93,7 82,8 86,2 92,3
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6.4. Rekombinaciods vizsgéalatok

A rekombinécids vizsgéalatot az NCBI-ban megtal@haimplett genomokkal elvégeztik. Az
RDP egyszerre kilenc kulonb®zalgoritmust futtat (RDP, GENECONYV, Boot Scan, M&xC
Chimaera, SiScan, Phylpro, LARD, 533Seq), melyekikémind mas paraméterre fekteti a
hangsulyt. A programot napjainkban leginkabb HI\Hu(man immunodeficiency virus
rekombinacids valtozatok kutatdsara hasznaljakglzeno tapasztalataink szerint a potyvirusok ilyen
tipusu vizsgélatdhoz is kivaléan alkalmazhat6. ASP3él kapcsolatos vizsgélataink ebtér
eredményeket mutattak a rekombinacios eseménytéeddoen. Abban az esetben, amikor mind az
0t NCBI-ban talalhato teljes szekvenciat felhaszikdh rekombinaciés vizsgalatokhoz, az analizis
eredménye megegyezett de Sousa Geraldino Duartauékatarsai altal leirt eredményekkel,
miszerint a cseh izolatum rekombinans, és a rekoacidjaban a brazil izolatum vesz részt (de
Sousa Geraldino Duarte és mtsai., 2012). A rekoadddott régio a brazil izolatum kdpenyfehérje

régiojabdl szarmazik, ami a levéltetvekkel toéévitelért felebs (6. abra).

P HL

JCE 47550

F.0513513

AJoB3504

A 555510

| ||

B 0547530
B Unknown
[ Nk

6. 4bra: Rekombincids vizsgalatok, PVS HU (PVS) izolatuhmR®P3 program csomaggal az ésszes
NCBI-ban talalhaté komplett PVS szekvenciara. PU8 khagyar izolatum; JQ64783: brazil izolatum;
FJ813512: amerikai izolatum (A); FJ813513: amerikaliatum (B); AJ863509: német izolatum; AJ863510:

cseh izolatum.

Amikor vizsgalatunkhoz a brazil izolatumot nem hedik fel, akkor a magyar izolatum
részt vett a Leona (német) és a Vlitava (cseh) OFRgldjanak rekombinacidjaban. A német
izolatum toréspontja a 1204-1313 nukleotid pozidadtt taldlhatd. A major sziil rész az egyik
amerikai izoldtum (FJ813512) (94,1%), a minor érziisz a PVS HU izolatum (93,6%). A cseh

izolatum rekombinacidjadban a toréspont a 1114-1B&3is kozott helyezkedik el (amerikai
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izolatum (FJ813512) major s#illrész: 93,7%, PVS HU minor s#ilrész: 94%). Ebben a
vizsgalatban kimutathaté még tovabbi két toréspAmtegyik kdzvetlenil a szekvencia elején, 1-
63-ig, a mésik a 6146-0s poziciotdl a szekvengadgéig helyezkedik el, ebben az eseményben a
szekvencia eredetét ismeretlen erédek jellemezhetjiik. A szekvencia legelején elhdigei

rekombinalddott régié nagysaga az 5’° UTR régi6 saggnak felel meg. (7. abra).

PVS HU

FJ813512

FJ813513

AJ863509

I PvS HU
AJ863510

lunknown M PVS HU

7. &bra: Rekombincids vizsgalatok, PVS HU izolatummal, BPPogram csomaggal az adatbazisban
taldlhatdé komplett szekvencidk felhasznaldsavahailszekvencia kivételével. PVS HU: magyar izotaf
FJ813512: amerikai izolatum (A); FJ813513: amerikaliatum (B); AJ863509: német izolatum; AJ863510:

cseh izolatum.

Elvégeztilk a rekombinacios vizsgalatot a Y1562&Hr®s a D00461 (kanadai) szekvencia
darabokkal kiegészitve is. Ebben a vizsgalatban adelies genommal, hanem csak a genomnak
egy darabjaval végeztik a vizsgélatokat. Az armBpran ugyanazt az eredményt kaptuk, mint de
Sousa Geraldino Duarte és munkatarsai (2012). Wisaaseh izoldtumban a 8389. nukleotidtol a
szekvencia legvégeéig még egy téréspont talalhatd,szintén a német izolatum a minor g iiész
(99%) és a kanadai a major s#llész (100%). Ebben az esetben a PVS HU nem \észt a
rekombinaciéban (8. abra). A rekombinaciés andl&misa nukleotid poziciok a PVS HU szerint

értendk.
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AJ863509

AJB863510

.
I /863509 |
FJ813513

FJ813512

PVS HU

Y15625

D00461

JO647830

8. abra: Rekombinaciés vizsgalatok, PVS HU izolatummal, BpPogram csomaggal az
adatbazisban talalhaté komplett szekvenciak és5%X3, D00461 izolatumok szekvencia analizise.
AJB863509: német izolatum; AJ863510: cseh izolated®13513: amerikai izolatum (B); FJ813512:
amerikai izolatum (A); PVS HU: magyar izolatum; Ya%: cseh (Kobra) izolatum; D0O0461: kanadai

izolatum; JQ647830: brazil izolatum.
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7. Osszefoglalas

Magyarorszagon a burgonya S vird®ofato virus S PVS) viszonylag kevéssé kutatott
kérokozo6 és nem allnak rendelkezésre a virusréhirezekvencia adatok sem. Célittiik ki egy
magyarorszagi virusizolatum genetikai allomanyaklakozasat, teljes nukleinsav szekvencigjanak
meghatarozasat és kozzétételet a nemzetkdzi addthdz A hazai izolatum nukleotid
szekvencigjat o©sszehasonlitottuk a nemzetkozi adetan talalhatd szekvenciakkal és
elkészitettik a rokonsagi kapcsolatokat tukrélogenetikai torzsfakat, valamint a rekombinacios
vizsgalatokat. A magyar PVS izoldtum szekvencid{damzététele az NCBI-ban folyamatban van.

A magyar burgonya S virus izolatum (PVS HU) 8485bpszusagu és 6 ORF-et tartalmaz.
A PVSP torzsbe, azon beliil a P¥Q genotipus csoportba tartozik. A teljes genonimégalva a
legkdzelebbi rokonsagot két amerikai izolatummaltatja. 1zolatumunk 92,63% ill. 92,74%-0s
homoldgiat mutat az &b emlitett két izolatum szekvenciaival, egyberkeastak filogenetikailag
legkdzelebb a magyar izolatumhoz. A PVS HU 92,3 /fomologiat mutat a Leona izolatummal,
89,39%-0s homoldgiat a Vitava izolatummal és misdéscsak 78,61%-ot a brazil izolatummal,
ami 1828 nukleotid killonbséget jelent a teljes gedsszehasonlitasat tekintve. Nukleotid szinten,
az 5 UTR-t tekintve a homoldgia 95% folotti az épai és az észak-amerikai izolatumokkal, és
csak 91,95%-ot a brazillal. Az ORF1-et tekintvedigmil alacsony (76,9%) a homologia a brazil
izolatummal, mig az eurdpai és észak-amerikai imoldkkal 90% koruli. Az ORF2 régidban a
magyar izolatum az eurdpai izolatumok kézial markcsa Leona-val mutat 90% folotti
hasonlosagot, és az ORF3-t6l az ORF6-ig a Vitavasvasak a brazil izolatumhoz hasonléan
alacsony szititaz egyezés, ami rekombinaciés eseményre engetkkatetni.

A rekombin&cids vizsgalatot elvégeztiik az NCBI-maegtalalhaté komplett genomokkal.
A vizsgalatok soran eltéreredményeket kaptunk a rekombinaciés eseménytéegben. Abban az
esetben, amikor a brazil izolatumot nem haszndi®likaz analizishez, akkor a magyar izolatum
részt vesz a Leona és a Vlitava izolatum ORF1 régal rekombinaciojaban. A rekombinacios
forr6 pontok ismerete nem csak a virus evollci¢jattimfontos, hanem a virus megbizhat6
diagnosztizdlasa szempontjabdl is.

Tovabbi vizsgalatok elvégzését tervezzik a rekoéuids eredmények kibitése céljabol.
Terveink kozott szerepel Ujabb magyar PVS izolatinteljes nukleotid szekvencigjanak
meghatarozasa, €s tobb PVS izolatum szekvenciajésaleges meghatarozasa is.
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10. Mellékletek

1. melléklet: A magyar burgonya S virus izolatum komplett germekgenciaja
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