HAZAI PVY IZOLATUMOK LEVELTETU ATVITELEBEN SZEREPET JATSZO
GENEK MOLEKULARIS JELLEMZESE

A kutatas tudomanyos el6zményei (irodalmi attekintés)

A burgonya Y virus (Potato virus Y, PVY) az egész vilagon elterjedt, nagy
gazdasagi jelentOséggel bird virus, a ndvényvirusok legnagyobb csoportjanak, a Potyvirus
nemzetségnek (Potiviridae csalad) tipus faja (Shukla és mtsai 1994). Legfontosabb
gazdanovényei a Solanaceae csaladba tartoznak, mint példaul a burgonya, dohany,
paradicsom ¢és a paprika. Szabadfoldi koriilmények kozott elsdsorban levéltetii atvitellel
terjed nem-perzisztens modon, ezért a levéltetli atvitel hatékonysaga jelentds tényezd a
jarvanyok kialakitadsaban. A virus ndvényen beliili terjedése, annak sebessége szintén
szerepet jatszik az epidémiakban, hiszen a fert6zés kiinduldsanak feltétele a virus gyors
szisztemizaloddsa a forrds novényben. Széles elterjedése egyuttal eltérd izolatumok
megjelenését eredményezte, melyek a gazdandvényen okozott tlinetekben, szerologiai
tulajdonsagukban ¢és levéltetii-atviteli képességiikben kiilonboznek. Torzsekbe vald
besorolasuk, csoportositasuk is ezek alapjan tortént (de Bokx és Huttinga 1981). A
burgonyarol izolalt PVY torzseket harom f6 csoportba osztottdk. Korabban az O torzs
(PVYO) volt a legelterjedtebb (Siegvald 1984), majd a dohanyon érnekrozist okozd ) N
torzs (PVY™"), melynek magyarorszagi megjelenését Szirmai irta le el¢szor (Szirmai 1958).
A hagyomanyos felosztasnak megfeleld harmadik csoportba, C tdrzs (PVY®), olyan
izolatumokat soroltak eredetileg, amelyek nem képesek levéltetli atvitellel terjedni
(Boonham és mtsai 2002). Beczner €s munkatarsai (1984) az 1980-as években a vilagon
els6ként izolaltak és jellemeztek egy 0j hazai PVY torzset, amely az addig ismert torzsektdl

eltéréen a burgonya gumon okozott nekrotikus gytiriis foltossagot (PVYN™

). Ezt a torzset
késébb a PVY™ csoportba soroltdk szerologiai €és biologiai vizsgalatok alapjan (Blanco-
Urgoit és mtsai 1998). A PVY torzsek fenti csoportositdsa azonban mara tilhaladottd valt,
mivel problémak meriiltek fel egyes 0j izolatumok ill. térzsek besoroldsaval (Chrzanowska
1991, Kerlan és mtsai 1999, Glais és mtsai 2002). A virus nagyfoku rekombindcios (ill.
hibridizacids) képessége sziikségessé tette a torzsek elkiilonitéséhez molekularis virologiai
vizsgélatok alkalmazasat (Singh 1998, Weilguny és Singh 1998, Romero és mtsai 2001,
Walsh és mtsai 2001, Boonham ¢és mtsai 2002, Nie ¢s Singh 2002a, b, Szemes ¢s mtsai
2002). Singh ¢és munkatarsai (2008) oOsszefoglaltdk a burgonyat fert6z6 PVY torzsek

besorolasaval és csoportositasaval kapcsolatos problémakat, kérdéseket.



A PVY genomja egy pozitiv egyszala RNS-bdl 4ll, amely egy poliproteint kodol. Ezt
harom, a virus altal kodolt proteinaz vag el a tiz funkcionalis fehérjére. Ezek koziil a virus
atvitelben a segité komponens (helper component, HC) ¢s a kdpenyfehérje (coat protein,
CP) vesz részt. A két fehérje szerepére a levéltetli atvitel képességét elvesztd, deficiens
mutans potyvirusok vizsgalata deritett fényt, miutdn a tobbszori mechanikai virus atvitelt
(passzalas) kovetden a virust nem lehetett atvinni levéltetiivel (Watson 1960, Kassanis 1961,
Swenson ¢s mtsai 1964). Govier és Kassanis (1974) kisérleteikkel igazoltak, hogy a virus
vektor altal torténd gazdandvénybe juttatasaban "segitd fehérjék" kdzremiikodnek, Un. hidat
képezve a virus részecske és a vektor kozott ("hid hipotézis").

A potyvirusok genomjat kozel kétezer CP alegység burkolja. A virion kiilsd feliiletén
helyezkedik el a CP amino-terminalis vége, amely nagy valtozatossagot mutat, és a
konzervalt karboxil-termindlis vég. Kozottik egy belsd, 215-227 aminosavbol allo, a
karboxil-terminalis véghez hasonléan erésen konzervalt rész talalhaté (Shukla és Ward
1989). A vektor atvitelben szerepet jatszo CP motivumnak a felszinen kell elhelyezkednie,
hogy a HC-vel vagy a levéltetii szajszervében elhelyezkedd receptorral kolcsonhatasba
Iéphessen. Az amino-terminalis vég konzervalt szakaszainak részletes tanulményozasa soran
Harrison és Robinson (1988) a levéltetli atvitellel terjedd €s olyan (mutans) izolatumokat
hasonlitottak 0ssze, amelyek nem vihetdk &t levéltetiivel. A szerzék taldltak egy
aszparaginsav-alanin-glicin-bél all6 motivumot (DAG), amely a levéltetiivel atvihetd
izolatumokban igen magasfoku konzervéltsagot mutatott a levéltetli atvitellel nem terjedd
izolatumoktol eltéréen. Késdbb tobb potyvirus esetében bizonyitottadk, hogy a megvaltozott
DAG szekvencia a felelds a levélteti atviteli képess€ég hidnyaért. A DAG motivum
szerepének fontossagat a levéltetii atvitelben kozvetleniil bizonyitottdk teljes genom
hossztisagu fert6z0 klonok €s mesterséges mutans virusok eldallitasaval (Atreya és mtsai
1990). A DAG motivum DAE-re tortént mutacidja a dohany érfoltossag virus (Tobacco vein
mig egy DTG motivummal rendelkezd izolatum esetében DAG motivumra tortént mutacio
helyreallitotta ezt a képességet a cukkini sarga mozaik virus (Zucchini yellow mosaic virus,
ZYMV) fert6zé klonjanal (Gal-On és mtsai 1990). Baulcombe ¢s munkatarsai (1993)
levéltetii atvitellel nem terjedé burgonya-X virus (Potato virus X, PVX) CP-ének megfeleld
szakaszat kicserélték a DAG motivumra (rekombindns virust hoztak létre). Amennyiben a
levéltetvek el6zdleg miikodoképes HC forrason taplalkoztak, sikeresen atvitték a

rekombinans virust egy PVY-fert6zott névényre.



Urcuqui-Inchima és munkatarsai (2001) részletes attekintést nydjtanak a potyvirusok
fehérjéinek szerepérdl, miikodésérél. A HC-Pro multifunkciondlis protein részt vesz a
levéltetii és virion kozotti kolcsonhatds kialakitasaban. Az egyes levéltetii fajok eltérd
mértékben képesek a potyvirusokat atvinni. Kiilonb6zé virus-HC-Pro kombinacidval
taplalkozo levéltetvek vizsgalata alapjan Osszefiiggést talaltak azzal, hogy adott HC-Pro
mennyire volt képes visszatartani adott viriont a rovar szajszervében. A HC-Pro vektor
Pro és virionok vagy a CP és a levéltetli szdjszerve kozotti kolcsonhatasra gyakorolt hatasat
vizsgaltak (Blanc és mtsai 1998). Minden potyvirus tartalmaz egy nagyfokban konzervalt
tetrapeptidet a HC-Pro amino-terminalis végén egy cisztein gazdag motivumon beliil: lizin-
izoleucin/leucin-treonin/szerin-cisztein (KITC). A PVY egyik természetes mutansa (PVY©),
amely KITC motivuméaban lizin helyett glutamin fordul elé (EITC), nem vihetd at
levéltetiivel. A PVY® HC-Pro a kisérletek szerint ugyanolyan mértékben kotdtte meg a
virionokat vagy a CP-t, mint a PVY HC-Pro. Immunogold jelolést alkalmazva
transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgalva a levéltetli szdjszervét kimutattak, hogy a
KITC motivumban a K muticidja (E-re) megakadalyozta a HC-Pro és a szdjszerv
kolesonhatésat.
amelyek a virus levéltetiivel torténd atvitelének csokkenéséhez vagy megsziinéséhez
vezettek, egyben megsziintették a HC-Pro kotddését a virionokhoz. Ezek az eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy a HC-Pro virionokhoz kotddését lehetévé tevd régido nem
az amino-terminalis végen van.

Az ezeken a szakaszokon torténd barmilyen (akar egy aminosavat érintd) valtozas a
levéltetli atvitel hatékonysagat csokkenti, vagy akar annak teljes képtelenségéhez vezet
(Atreya és mtsai 1990, 1991, Canto és mtsai 1995, Lopez-Moya és mtsai 1999, Sasaya és
mtsai 2000, Moreno és mtsai 2005).

A HC-Pro masik, epidemioldgiai szempontbol fontos funkcidja a genom
amplifikacidoval és a novényen beliili szisztemikus terjedéssel kapcsolatos, és a kozponti
szekvencidhoz kothet6. Mind a gazdanovény szallitoedényeibe vald be-, mind az onnan
torténd kilépéshez sziikséges a HC-Pro mitkddése, noha ennek mechanizmusa nem ismert.

A sikeres fertézés feltétele a novényi védekezdrendszer ‘“attdrése”. A ndvény
természetes virus elleni védekezd mechanizmusa a szoveteibe, sejtjeibe bejuté idegen RNS-
ek szekvenciaspecifikus lebontasa, a géncsendesités. Miikodé HC-Pro jelenléte elnyomja a

géncsendesitést és helyreallitja az amplifikaciot. A HC-Pro a novény védekezd rendszerével



aktivitasanak egy meghatarozott pontjan interferal. Nem talalhaté irodalmi adat arra nézve,
hogy az egyes eltéré6 PVY torzseknél és izolatumoknal van-e kiilonbség a géncsendesitd
képességiikben. Irodalmi adatok csak mesterséges mutansok vizsgéalata alapjan sziilettek
(Kasschau és Carrington 2001). A vizsgélatok szerint a HC-Pro kdézponti doménjében
talalhatok olyan részek, amelyek megvaltoztatasa érintette a szupresszor aktivitast.

Korabbi munkankban (Basky és Almasi 2005a, b) két burgonyarol izolalt, eltérd
csoportba tartozé PVY torzs esetében végeztink levéltetii atviteli vizsgalatokat. A PVY©®
csoportba tartoz6 PVY-5 és a PVY" csoportba sorolt PVY-98 torzs kozitt jelentds
kiilonbségeket talaltunk; a vizsgalt levéltetli fajok koziil joval tobb bizonyult a PVY-98
vektoranak. Ezért ezekkel az izoldtumokkal és egy korabban izolalt magyar PVY torzzsel

végeztiink molekularis vizsgalatokat.
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Az elvégzett kisérletek eredményei

A levéltetii atvitelben szerepet jatszo motivumok szekvencia vizsgalata

A Komérom, Berzence, Darnézseli, Sajopiispoki, Balkany, Szentlorinc és Kisvarda
kornyéki vetéburgonya tablakrol begyiijtott novénymintakat virusizolalas céljabol Nicotiana
tabacum cv Xanthi-nc tesztndvényekre inokulaltuk, majd a tlineteket mutaté névényekbdl
Myzus persicae levéltetiivel atviteli kisérleteket végeztiink. A dohanyon lathatd tiinetek, az
ELISA vizsgalatok eredményei, valamint a levéltetiivel vald atvitel hatékonysaga alapjan 3

PVY torzset valasztottunk ki tovabbi vizsgalatok céljara.



Az ELISA szeroldgiai modszerrel azonositott PVY-5, PVY-111, PVY-98 ¢és PVY-
NTN torzseket csak levélteti atvitellel tartottuk fenn. Az izolatumok HC-Pro génjét és a
kopenyfehérje gén részét kiemeltiik, és felszaporitottuk. A PCR termékek bazissorendjét, az
adott vektorba klonozast kdvetden, meghataroztuk. A PVY-98 és a PVY-5 izolatumok
szekvencia adatait egymdssal és a hazadnkban molekuldrisan elsOként jellemzett PVY-H
(Thole és mtsai 1993) - a Beczner és munkatarsai altal 1984-ben izolalt N csoportba tartozd
PVYN™ t6rzs - nukleotid sorrendjével hasonlitottuk Gssze a 2. 4bran és az 1., 2.
tablazatokban.

1.4bra. A segitd fehérje (helper component, HC-Pro) aminosav szekvencidja a PVY-98 és a
PVY-5 izolatumok esetében.

PVY-5 IR GVMDSMVQFEFSSAESFWKGLDGNWAQMRYPTDHTCVAGLPVEDCGRVAAIMTHS ILPCY/|@N
PVY-98 IRCVMDSMVQOFEFSSAESIMWKGLDGNWAQMRY PTDHTCVAGLPVEDCGRVAAWMTHS I LPCY|88
PVY-5 (FRNe P TCAQQYANLPASDLLKILHKHASDGLNRLGADKDRFVHVKKFLTILEHLTEPVDLSL
PVY-98 (PR P TCAQQYANLPASDLLKILHKHASDGLNRLGADKDRFVHVKKFLTILEHLTEPVDLSL
PVY-5 INRNE T FNEVEKSIGEKQQSPFKNLNILNNFFLKGKENTAREWQVAQLSLLELARFQOKNRTDNI

PVY-98 IR T FNEVEKSIGEKQQSPFKNLNILNNFFLKGKENTAREWQVAQLSLLELARFQINNRTDN I

PVY-5 IRSNNKKGDISEFEFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGOREYHAKRFFSNYFEEIDPAKGY
PVY-98 IRSNANKKGDISFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGOREYHAKREFFSNYFEEMYDPANGY

PVY-5 pZSM S " Y ENRLHPNGTRKLAIGNLIVPLDLAEFRRKMKGDYKRQPGVSKKCYS SKDGNYVY PCC
A CE Pl < 7. [BNR L HPNGTRKLAIGNLIVPLDLAEFRRKMKGDYKRQPGVSKKCTSSKDGNYVYPCC
PVY-5 SJONMNC T T1.DDGSAVESTFY PJSIBNKHLY I GNSGDQOKYVDLPKGNSEMLYJYARQGFCY INTFLAML
A BTN C T T 1. DDGSAVE S TEY PIIBNKHLV I GNSGDO@Y VDL PKGNSEMLY ITARQGFCY INI FLAML
PVY-5 Yl T\ T SEEDAKDFTKKVRDMCVPKLGTWPTMMDLAT TCAQMKI FY PDVHDAELPRILVDHET
ISACHT BTl T\ T SEEDAKDFTKKVRDMCVPKLGTWPTMMDLAT TCAQMKIFYPDVHDAELPRILVDHET
PVY-5 VMMl T CHVVDSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVG

GBSl O T CHYVVDSFGSQTTGYHI LKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVG

A megegyezd szakaszokat fekete hattérben fehér betlivel jeloltik, az eltéréseket fehér

hattérrel kiemeltiik. A levéltetli atvitelben szerepet jatszo KITC és PTK motivumokat sziirke
hattérrel jeloltiik.

1. tablazat. A segitd fehérje (helper component, HC-Pro) nukleinsav (diagonalis felett)- és
aminosav-sorrend (diagonalis alatt) homologia foka (%) a PVY-98, PVY-5 és a PVY-H
torzsek esetében.



HC-Pro | PVY-5 | PVY-98 | PVY-H

PVY-5 97,99 98,56

PVY-98 | 98,93 99,14

PVY-H 99,57 98,93

2. abra. A kopenyfehérje (CP) aminosav szekvencidja a PVY-98, a PVY-5 és a PVY-H
torzsek esetében.

PVY-H CP IRCNDT INEGS TKKDAKQEQGSIQPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK]

PVY-98CP GNDTIDAGGSTKKDAKQEQGSIQPHLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPESK
PVY-5CP GTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK
PVY-H CP GARWLNLIWHLLEYAPQOIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWC I
PVY-98CP GATVLNLEHLLEYAPQQOIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
PVY-5CP

PVY-H CP 121
pvy-98CP 121
pvy-5CP 121

PVY-H CP RSN PRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQBRLEFGLDGGIS
PVY-98CP IRSHAN PRY GLMRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
PVY-5CP IRCHAN PRY GLIRNLRDYELARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALIRSAQPRLFGLDGGIS

PVY-H CP LN T OFENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM
PVY-98CP LN T OFENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM
PVY-5CP LN T OFENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM

A megegyezd szakaszokat fekete hattérben fehér betlivel jeloltiik, az eltéréseket fehér
hattérrel kiemeltiik. A levéltetli atvitelben szerepet jatsz6 DAG motivumot sziirke hattérrel
jeloltiik.

2. tablazat. A kopenyfehérje (CP) nukleinsav (diagonalis felett)- és aminosav-sorrend
(diagonalis alatt) homologia foka (%) a PVY-98, PVY-5 és a PVY-H torzsek esetében.

CP PVY-5 |PVY-98 PVY-H
PVY-5 91,38 90,38
PVY-98 | 93,63 97,5

PVY-H 92,88 97,75

A PVY-98 és a PVY-5 torzs segitd fehérjéinek HC-Pro nukleinsav bazissorendje és
aminosav sorrendje nagy hasonlosagot mutatott; nukleinsav szinten 98%-o0s, aminosav szinten
99%-0s homologiat tapasztaltunk (1. tablazat, 1. abra). A PVY levélteti atvitelében szerepet
jatszo KITC ¢és PTK motivum megtalalhato, és teljesen azonos volt mindegyik torzs esetében

(1. abra).



A kopenyfehérje vizsgalata soran nagyobb eltéréseket kaptunk, ami a gén nagyobb
variabilitasat mutatja. Nukleinsav szinten 91%-0s, aminosav szinten 94%-os hasonlésagot
mutatott a két torzs (2. tablazat, 2. abra). A levéltetli atvitelét meghatarozé6 DAG motivum (2.
abra) azonban mindegyik torzs esetében azonos volt. Az altalunk izolalt PVY-98 és PVY-5
torzsekkel végzett levéltetli atviteli kisérletekben nagy kiilonbségek mutatkoztak a két torzs
kozott (Basky és Almasi 2005a, b). A PVY-98 torzset 12 levéltetii faj hatékonyan terjesztette
a 16 vizsgalt faj koziil, mig a PVY-5 torzset csak 4 faj volt képes atvinni. Ezért feltételeztiik,
hogy a két térzs HC-Pro és CP fehérjéinek aminosav sorrendje - a levéltetli atvitelt
meghataroz6 szakaszokon - eltér egymastol. A kisérleteink bizonyitottdk, hogy a levéltetii
atvitelben szerepet jatszo HC-Pro és CP motivumokban a két virustorzs egyaltalan nem tér el,
ezért feltételezziik, hogy a vektor hatékonysag eltéréseiért a HC-Pro és CP fehérje tobbi
szakaszaban talalt aminosav kiilonbségek (1., 2. abra), illetve egyéb tényezdk feleldsek.
Dombrovsky és mtsai (2007) in vitro bizonyitottak cukkini sarga mozaik virus HC-Pro és
Myzus persicae szajszervének kutikula fehérjéje kozotti kapcsolodast. Mivel ez a kapcesolat a
potyvirusokra altalanosan értelmezhetd, kisérleteink nyoman feltételezziik, hogy a kutikula
fehérjéhez torténd kapcsolodast egyéb tényezok, - példaul a fehérje dssztoltése, vagy térbeli

szerkezete - befolyasolhatnak.

A géncsendesités vizsgalata transzgénikus névényekben

Kisérleteinkben a kivalasztott, szekvencidjukban eltérd izolatumok (PVY-5 és PVY-
98) HC-Pro génjét agrobaktérium vektorba (pBIN61S) klonoztuk és agrobaktériumba
transzformaltuk, gy hogy a fehérje els6 aminosavat start kodonra (metioninra) cseréltiik,
illetve a végére stop kodont terveztiink. A zold fluoreszcens proteinnel (green fluorescent
protein, GFP) transzformalt transzgénikus ndvények segitségével vizsgaltuk a szuppresszor
aktivitast. A GFP transzgénikus novényeket koinfiltraltuk GFP-t tartalmazé
agrobaktériumokkal, és a kivalasztott klonokkal. Az infiltracio helyén a transzgénikus
novényben a géncsendesitési mechanizmus miatt a GFP mRNS-ek elbomlanak; kialakul a
novény levelén a lokélis csendesités, majd késébb a csucsi leveleken a szisztemikus
csendesités. Abban az esetben, ha a GFP infiltralassal egyiitt HC-Pro-t tartalmazo
agrobaktériumokat is bejuttattuk a novény levelébe, a HC géncsendesités szuppresszidja
kovetkeztében az infiltralas helyén UV fényben az infiltralt folt zolden fluoreszkalt, az
infiltralt levélen nem alakult ki a lokélis csendesitésre utald vords gytirli, sem szisztemikus

csendesités nem jott létre a PVY-98 és a kontroll PVY-H referencia izolatum helper



komponensét tartalmazo klonnal. Mind a PVY-98, mind a PVY-H HC-Pro esetén a
fluoreszkalds mértéke megegyezd volt. A PVY-5 izolatumndl nem volt szuppresszid, a
fehérje mitkodésképtelen volt.

Alapfeltételezésiink az volt, hogy az eltéré szekvencidkat tartalmazé izolatumok
vagy eltéré virustorzsek HC-Pro-jat vizsgalva kiilonbségeket fogunk taldlni az UV
megvilagitasban fluoreszkald foltok fényintenzitasdban. Az izolatumok eltéré szekvenciaja
alapjan 0sszehasonlitva a fényintenzitasbeli kiilonbségekkel kovetkeztetéseket vonhatunk le
avval kapcsolatban, hogy mely szekvencia valtozas ill. a HC-Pro mely része vesz részt a
géncsendesités szuppresszidjdban. A két vizsgalt izolatum kozott ennyire eltérd
eredményeket kapjunk, felvetette azt a lehetdséget, hogy klonozas illetve a PCR soran az
agrobaktériumba ¢épitéskor nem valtoztak-e meg az izolatumok szekvencidi. Ezért az
agrobaktérium vektorban 1évd klonok szekvencidit Ujra meghatdroztuk, majd aminosav
szekvenciara forditottuk, és Osszehasonlitottuk az eredeti szekvencidkkal (3.abra). Az
Osszehasonlitaskor jol megfigyelhetd volt, hogy megtortént az els0 aminosav cseréje
metioninra, ami a tervezett start kodon volt. Ugyanakkor azt is megfigyeltiik, hogy a PVY-5
izolatumnal a 400. aminosav helyén a szekvencia megvaltozasa stop kodont eredményezett.
fgy a fehérje karboxi-terminalis vége nem irodott at, és ezért valt miikodésképtelenné a

fehérje.



3. dbra Az eredeti és az agrobaktérium vektorbdl szarmazo aminosav szekvenciak

Osszehasonlitasa

PVY-5 slle /D SMVQFSSAE SRWKGLDGNWAQMRY PTDHT CVAGLPVEDCGRVAAMMTHS T L,PC YK
PVY-98 slle/MDSMVQOFSSAE SWKGLDGNWAQMRY PTDHT CVAGLPVEDCGRVAAMMTHS T TL,PCYKT
1SS LETesacRN I /[ D S MV O F S SAE SWKGL.DGNWAQMRY PTDHTCVAGL PVEDCGRVAAMMTRIS TTL.PCYKT
PVY-5agro s/ [ DSMVQFSSAE SAWKGLDGNWAQMRY PTDHTCVAGLPVEDCGRVAAMMTHS I L.PCYKI

PVY-5 TCPTCAQQYANLPASDLLKILHKHASDGLNRLGADKDRFVHVKKFLTILEHLTEPVDLSI
PVY-98 TCPTCAQQYANLPASDLLKILHKHASDGLNRLGADKDRFVHVKKFLTILEHLTEPVDLSI
PVY-98agro TCPTCAQQYANLPASDLLKILHKHASDGLNRLGADKDREFVHVKKFLTILEHLTEPVDLSI
PVY-5agro TCPTCAQQYANLPASDLLKILHKHASDGLNRLGADKDRFVHVKKFLTILEHLTEPVDLSI
PVY-5 IVARNT T FNEVFKS IGEKQQSPFKNLNILNNFFLKGKENTAREWQVAQLSLLELARFQKENRTDN I
PVY-98 I T FNEVFKS IGEKQQSPFKNLNILNNFFLKGKENTAREWQVAQLSLLELARFQRNRTDN I
IAVAERC I T e MNP [ I NEVEFKSTIGEKQQSPFKNLNI LNNFFLKGKENTAREWQVAQLSLLELARFQRNRTDNT
PVY-5 IVARNT T FNEVFKS IGEKQQSPFKNLNILNNFFLKGKENTAREWQVAQLSLLELARFQKENRTDN I
PVY-5 RSN < KGDISFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFSNYFEE@DPAKGY
PVY-98 181 KKGDISFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFSNYFEEVDPANGY
PVY-98agro 181 KKGDISFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGHREYHAKRFFSNYFEEVDPAKGY
IVAESY-Tepalc IR NN K GD T SFEFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFSNYFEEEZDPAKGY]
PVY-5 LN S A YENRLHPNGTRKLAIGNLIVPLDLAEFRRKMKGDYKRQPGVSKKCMS SKDGNYVYPCC
PVY-98 VLSS A YDNRLHPNGTRKLAIGNLIVPLDLAEFRRKMKGDYKRQPGVSKKCISSKDGNYVYPCC
PVY-98agro 241 SAYENRLEPNGTRKLAIGNLIVPLDLAEFRRKMKGDYKRQPGVSKKCTSSKDGNYVYPCC
IVAEGY-Tepalc BENPX/ NI S 7. Y ENRLHPNGTRKLATIGNLIVPLDLAEFRRKMKGDYKRQPGVSKKCMS SKDGNYVYPCC]
PVY-5 IO CTTLDDGSAVESTFYPPTKKHLVIGNSGDQINYVDLPKGNSEMLYMARQGFCYINIFLAMI
PVY-98 MR CTTLDDGSAVESTFYPPTKKHLVIGNSGDQ@YVDLPKGNSEMLYEARQGFCYINIFLAMI
VAR I TR BICIONIN C T T T. DDGSAVESTFYPPTKKHLVIGNSGDQOYVDLPKGNSEMLYEARQGFCYINIFLAML
IAVAESRY-Tehae IENCIONEN C T T L. DDGSAVESTFYPPTKKHLIBIGNSGDQIYVDLPKGNSEMLYMARQGFCYINIFLAMI,
PVY-5 I TN I SEEDAKDFTKKVRDMCVPKLGTWPTMMDLATTCAQMKIFYPDVHDAELPRILVDHET
PVY-98 I TN SEEDAKDFTKKVRDMCVPKLGTWPTMMDLATTCAQMKIFYPDVHDAELPRILVDHET
IAVAESC I T h e IICNIN T N T SEEDAKDFTKKVRDMCVPKLGTWPTMMDLATTCAQMKIFYPDVHDAELPRILVDHET]
| A Y- Te hale I Nl [\ T SEE DAKDEF TKKVRDMCV PK LG TIW P TMM D L A T T C A QM i
PVY-5 QTCHVVDSEFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVG

PVY-98 QTCHVVDSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVG

PVY-98agro QTCHVVDSFGSQTTGYHILKASSVSQLILFANDELESDIKHYRVG

PVY-5agro

Az abréan fekete hattérrel az azonossagokat, fehér és sziirke hattérrel a kiilonbségeket jeldltiik.
Piros hattérrel a KITC és PTK motivumok lathatok, melyek a levéltetii atvitelben jatszanak
szerepet. A = stop kodon, - az 4t nem irt aminosavakat jel6li.



Hasonl6 eredményeket kaptak Varrelmann és munkatarsai (2007), amikor egy masik
potyvirusnal a HC-Pro fehérjében mutacios valtozasokat hoztak 1étre a karboXi-terminalis
végen.

A szekvencidban tovabbi valtozasok is megfigyelhetok voltak néhany helyen (1.
abra). A potyvirusoknal a szekvencia megvaltozasa, stop kodon kialakuldsa a virus
miikddésképtelenségéhez vezet, a poliprotein tipusu transzlacié miatt. Igy biztosan tudhato,
hogy a klonozas sordn torténhetett valtozas, ill. az eredeti virusszekvencidban nem voltak
meg a funkcioképességet megsziintetd valtozasok.

Késdbbiekben tovabb fogjuk folytatni a vizsgalatokat 01j klonok elkészitésével.
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