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Kukorica csikos mozaik virus (MDMYV) populacio jellemzése
két kukoricatermeszto teriileten

GELL GYONGYVER- PETRIK KATHRIN-SEBESTYEN ENDRE-BALAZS ERVIN
MTA Mez6gazdasagi Kutatointézete, Martonvasar

Osszefoglalas

A potyvirusok csalddjaba tartozo kukorica csikos mozaik virus (Maize dwarf mosaic
virus, MDMV) az egyszikl novények egyik legjelent6sebb korokozdja. Az MDMYV gene-
tikai dllomanyanak nagyfoku valtozékonysaga és ennek lehetséges patologiai kovetkez-
ményei figyelmiinket a virus tiineti determindnsainak €s populacidjinak részletesebb
elemzésére irdnyitotta. Vizsgalataink a kopenyfehérjét (CP- coat protein) kodolo régio
osszehasonlito analizisére terjednek ki.

Mintdinkat négy egymadst kovets évben (2006-2009) két, foldrajzilag jol elkiloniilé
teriiletrdl, a szegedi Gabonatermesztési Kht. tenyészkertjébol kukoricarol (Zea mays
L. convar. saccharata), fenyércirokrol (Sorghum halepense (L.) Pers) és szemes cirokrol
(Sorghum bicolor (L.) Moench), valamint martonvasiri tenyészparcellakrol gytjtot-
tiik. A polimeriz lincreakcio (PCR) modszerrel felszaporitott kopenyfehérje gének
nukleinsav sorrendjét meghataroztuk, majd feltérképeztiik a virus molekularis rokon-
sagi korét. Az izolatumok kozti eltérés 0-13,6%-ig terjed, attol fiiggden, hogy a kdpeny-
fehérje gén N-terminalis, kozponti- illetve C-terminalis régidjat vizsgaltuk. Az 6sszesen
nyolcvanhat MDMYV izolatum koziil 6t esetben (Mv0702, Mv0801, Mv0811, Mv0814 és
Mv0905) taldltunk a kopenyfehérje N-termindlis régidjaban 13 aminosav hossziisagu in-
szerciot, ezek az izolatumok az adatbazisban megtalalhato Argentin és Spanyol izolatu-
mokkal egy kiilon csoportot alkotnak. A kapott eredmények azt igazoljak, hogy az
izolatumok a mintagytjtés évétdl €s foldrajzi helyétdl fiiggetlentil oszlanak el a tOrzs-

fan, a populacio stabil.

Kulcsszavak: MDMYV, populici6, CP, inszercio
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Characterisation of a maize dwarf mosaic virus (MDMYV)
population on two maize production areas

GY. GELL-K. PETRIK-E. SEBESTYEN-E. BALAZS
Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvasar

Summary

The maize dwarf mosaic virus (MDMV) - a common potyvirus - is one of the most
important pathogens of monocot plants. The high variability in the genetics of MDMV
and its possible pathologic consequences drew our attention to the more detailed analysis
of the symptomatic determinants of the virus and its population. Our examinations covered
the comparative analysis of the coat protein coding region.

We collected our samples in four consecutive years on two geographically well separated
areas. The maize (Zea mays L. convar. saccharata), Johnson grass (Sorghum halepense
(L.) Pers) and sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) samples were collected on the
breeding plot of the company Cereal Research Non-Profit LTD. in Szeged, whereas
other samples were collected on the breeding plot in Martonvasar. We determined the
nucleic acid primary structure of the coat protein genes multiplied with the polymerase
chain reaction (PCR) method, whereas the molecular relations of the virus was also
determined. The difference between the isolates ranges from 0 to 13.6%, depending
on whether the N-terminal, central, or the C-terminal regions of the coat protein gene
are observed. In 5 out of 86 MDMYV isolates (Mv0702, Mv0801, Mv0811, Mv0814 and
Mv0905), we found 13 amino-acid long insertions in the N-terminal region of the coat
protein. These isolates form a separate group together with the Argentine and Spanish
isolates that can also be found in the database. The results show that the isolates are
distributed in the taxonomic chart independently of the year and geographical location
of the sample collection, therefore, the population is stable.

Key words: MDMYV, population, CP, insertion
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Bevezetés

A Potyviridae csaladba tartozo kukorica csikos mozaik virus (Maize dwarf
mosaic virus, MDMYV) el6fordulasat el6szor a hatvanas években regisztraltak
az Egyesiilt Allamokban (Janson és Ellett 1963, Williams és Alexander 1965),
majd hamarosan haziankban is leirtak (Szirmai és Paizsné 1963). Gazdanové-
nyei a kukorica, fenyércirok, koles, cirok fajok, valamint egyéb pazsitfi félék
(Williams és Alexander 1965). Az MDMV maggal, mechanikai Giton, valamint
levéltetvekkel nem perzisztens moédon terjed (Toler 1985).

A virusfert6zésre a kiillonb6z6 kukoricafajtik eltérd érzékenységet mutat-
nak, dltalinosan megfigyelhet6 a mozaik tiinetek kialakulasa, torpiulés, gyen-
gén fejlett cimer és rosszul kotott termés. A virusfertdzés dltal okozott
terméskiesés elérheti a 42%-ot is (Peti 1983, Sum et al. 1979, Szirmai 1968).
Figyelembe véve, hogy a fertdzottség mértéke fajtinként akar 80% is lehet
(Tobids et al. 2003), az MDMYV kartétele gazdasigi szempontbdl igen jelentds.
A gazdasagi kartétel az abortalt végi csovek nagy szimabol, a csovek méreté-
nek csokkenésébdl és az ezerszemtdomeg csokkenésébol adodik ossze (Toldiné
2008).

A virus elleni védekezés legegyszertibb modjai a megfeleld termesztési
technologia, az MDMV-t terjesztd rovarvektorok (Myzus persicae (S.),
Rhopalosiphum maidis (F.), Schizaphis graminum (R.) populdcidjinak gyé-
ritése, illetve a virusrezervoarként szolgal6 egyszikl gyomok (fenyércirok,
Sorghum halepense L. Pers) irtasa. Az MDMYV elleni védekezés masik lehet-
séges modja tolerdns illetve rezisztens kukoricafajtak kialakitisa. Klasszikus
nemesitési folyamat esetében a rezisztencia leggyakoribb, de nem kizirdlagos
forrasa a kukorica genomjiaban természetesen is megtaldlhaté Mdm1 gén,
amely a hatodik kromoszoma rovid karjan, az endospermium szinét meghata-
rozo Y1 lokuszhoz kapcsoltan helyezkedik el (Scott és Louie 1996, Simcox et
al. 1995). Virus elleni rezisztencia elérheté molekularis nemesitési modszerekkel
is, ilyenkor a virus kopenyfehérjéjét kodold gént (coat protein, CP), vagy
annak egy szakaszat épitik be a novény genomjiba. Ez az uigynevezett kor-
okozo6 alapu rezisztencia (pathogen-derived resistance, PDR) sikerrel alkal-
mazhat6 az MDMV esetében is, s6t az MDMV-B (SCMV) kopenyfehérjét
termel6 novény nem csak az SCMV, hanem MDMYV, valamint az MDMV-MCMV
(Maize chlorotic mottle virus) kevert fert6zéssel szemben is ellenallova valt
(Murry et al. 1993). Magyarorszag EurOpa negyedik legnagyobb kukoricater-
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meldje, hazankban is komoly erdfeszitések folynak mind a virus kartételének
€s a védekezés lehetdségeinek kutatdsa, mind a rezisztens kukoricafajtak
nemesitése terén (Gdaborjdanyi et al. 1992, Hoang és Gaborjdanyi 1991, Milinko
1977, Milinko et al. 1979, Kovdcs et al. 1998, Kovdcs et al. 1994, Tobids és
Palkovics 2004).

Az MDMV a tropusi fiiféléket fertd6z6 potyvirusok csoportjiba tartozik
(Shukla et al. 1989). Ezen egymassal szerologiailag rokon virusok kodzé tarto-
zik a cukornad mozaik virus (Sugarcane mosaic virus, SCMV), a fenyércirok
mozaik virus (Johnsongrass mosaic virus, JGMV), a cirok mozaik virus
(Sorghum mosaic virus, StMV), az MDMYV, valamint a kézelmultban, Izrael-
ben azonositott kukorica mozaik virus is (Zea mosaic virus, ZeMV) (Seifers et

PP

al. 2000). A n6vényi virusok tobbségéhez hasonldéan az MDMYV 6rokit6 anyaga
hosszusign, egyetlen ribonukleinsavbol dllo virusgenom szervezddése koveti
a potyvirusok dltalanos felépitését. A virus RNS 5’ végéhez kovalensen kap-
cso0l6do fehérje (VPg) feltehet6en az eukariota mRNS-eken meglévo diguano-
zin sapkat helyettesiti, ezaltal segit a virus RNS transzldcidjanak elinditasiban
(Andino et al. 1999), az RNS 3’ végén poliadenilalt régio talalhato. A virus ge-
netikai dllomdnya egyetlen hosszi fehérjét (poliprotein) kodol, mely el6szor
autoproteolizissel, a proteaz aktivitasa P1, HC-Pro és Nla fehérjék altal hasad
funkcioképes fehérjékké (Kong €s Steinbiss 1998, Urcuqui-Inchima et al.
2001). A tobb funkciot is ellato fehérjék koziil a kopenyfehérje konzervalt koz-
ponti szakasza féleg az enkapszidacioban vesz részt, a valtozékonyabb amino-
sav sorrendd N-€és C-termindlis doméneknek a virus rovid és hosszu tava
mozgisaban van szerepe (Dolja et al. 1994). Az N-terminilis doménben talal-
hato a levéltettivel valo atvihetdségért felelés DAG aminosav-motivum (Harrison
és Robinson 1988, Pirone és Blanc 19906). A kopenyfehérije szimos funkcioi
kozott szerepel még a virusreplikdcié szabdlyozasa, valamint a gazdafakto-
rokkal val6 kapcsolata révén a virus egyik fontos tiineti €és gazdaspecifitas de-
termindnsa (Riechmann 1992, Hong et al. 1995, Hajimorad et al. 2003).

A potyvirusok genetikai dllomdnya - méds RNS virusokéhoz hasonléan -
rendkiviil valtozékony, a virusgenom evoluciojiban €s az Gj gazdanovényekhez
valo adaptacidjiban kozponti szerepet jatszanak a muticios, illetve az intra- €s
intermolekularis dtrendez6dési (rekombindcios) folyamatok (Tomimura et
al. 2003). A genetikai dllomany ezen plasztikussiga lehet6vé teszi az MDMV-vel
szemben ellenill6 kukoricafajtak rezisztencidjanak attorését. Tobids €s Palko-
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vics (2004) szamolt be az MDMV-tolerans "Dallas’ fajtin megjelend, az MDMV
tiineteit mutato virusbetegségrol, melyrdl szerologiai €s molekularis biologiai
vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy a korokozo a kukorica csikos mozaik
virus volt (16bicdis és Palkovics 2004, Tobids et al. 2003). Az izolatum kopenyfe-
hérje régidjanak nukleotid sorrendjét meghatiroztik, ebbdl kovetkeztettek a
CP aminosav sorrendjére. Arra a meglep6 eredményre jutottak, hogy a 'Dallas’
fajtardl izolalt virus kopenyfehérjéje az N-termindlis szakaszon 13 aminosavbol
allo inszerciot hordoz, mely feltehet6en hozzajarult a tolerans fajta sikeres fer-
t6zés€hez.

Anyag és modszer

Mintdinkat négy egymaist kovets évben (2006-2009), két foldrajzilag jol el-
kiilonuld tertiletrdl, a szegedi Gabonatermesztési Kht. tenyészkertjébdl kuko-
ricarol (Zea mays L. convar. saccharata), fenyércirokrol (Sorghum halepense
(L)) Pers) és szemes cirokrol (Sorghum bicolor (L.) Moench), valamint marton-
vasari tenyészparcellakrol gytjtottik.

A tiineteket mutat6 levélmintikat 0,02 M foszfit-pufferben (pH 8) homo-
genizaltuk, celittel elkevertiik és a kapott présnedvvel a novényeket bedorzsol-
tiik. Korabbi irodalmi adatok alapjan (Kovdcs et al. 1997) 2-3 leveles fejlettségi
stadiumban 1év6 csemegekukoricat (Zea mays L. convar. saccharata 'Honey")
hasznaltunk inokulalashoz. A levélmintakat tovabbi feldolgozasig -70 °C-on
RNAlater oldatban (Ambion) taroltuk.

A levelekbdl Qiagen RNeasy Plant Mini Kittel RNS-t vontunk ki. A kinyert
RNS mindségét gél-elektroforézissel ellendriztiik, mennyiségét pedig spekt-
rofotometrikus uton hataroztuk meg, majd a Fermentas cég RevertAid First
Strand cDNA Synthesis kitjével oligo dTg nukleotid primerrel reverz transz-
kripciot végeztiink. A reakcidelegyet a gyarto ajanldsa szerint allitottuk Ossze.

Az egyszali cDNS-b6l a PCR primer par (MDMYV 8198 fwd 5’ AAA CCG GTG
GYT RCT YGA ART GC 3’; MDMV3’- 5 ATC CTA GGT TTT TTT TTT TTT TTT
TTT TTT TTT TTT GTC 3’ ) a 3’ nem kodolo régiot, a kopenyfehérjét kodolo
régiot és az NIb mintegy 323 bp hosszusiagu szakaszat szaporitotta fel (7 1317
bp).

A PCR-rel felszaporitott és gélbdl visszaizolalt DNS fragmentumokat pLit-
mus28i (2823 bp, New England BioLabs) vektor Agel-Xma]l klonozo6 helyére
illesztettiik be. A ligitumokat Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) kompetens
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sejtekbe transzformaltuk, majd kék-fehér szelekcioval valasztottuk ki az inszertet
tartalmazo6 klonokat. A valéban pozitivnak bizonyult mintak bazissorrendjét
meghatiroztuk.

A nukleinsay, illetve az in silico kovetkeztetett CP aminosav szekvencia ada-
tokbol ClustalX és NJplot programokkal elkészitettiik a rokonsagot jellemz6
torzsfit.

Az MDMYV rokonsagi korének atlagos diverzitasat és genetikai tavolsagat
(p-distance) MEGA 4.0.2 programmal szamitottuk ki (Kumar et al. 2008).

Eredmények és megvitatasuk

A szantofoldrdl gytjtott, killonbo6z tiineteket mutato kukorica levélmintdk
nedvével inokulalt csemegekukorican (Zea mays L. convar. saccharata,
,Honey”) nem mutatkoztak eltérd tiinetek, ebbdl arra kovetkeztethetiink,
hogy MDMYV esetében inkdbb a gazdandvény felelSs a killonbozo tiinetek ki-
alakitdsaért, mint a virus kopenyfehérje génjének aprobb eltérései vagy a fold-
rajzi elhelyezkedés.

A négy €v sordn gyujtott mintdinkbdl dsszesen nyolcvanhat esetben (1.
tdbldazat) sikerilt az MDMV jelenlétét kimutatni PCR modszer segitségével.

1. tablazat. 2006-2009 idészakban gyijtott MDMYV izoldtumok

Gytjtott mintdk Gyijtott mintdk
szama szama
Martonvasar MDMV+ Szeged MDMV+
€y @
2006 21 4 12 12
2007 12 7 10 10
2008 17 17 15 15
2009 12 12 10 9
Osszesen (3) 40 46

Table 1. MDMYV isolates collected from 2006 to 2009. Samples were MDMYV positive in 86 cases.
(1) Number of collected samples, Martonvasir, (2) Number of collected samples, Szeged, (3) Total.

A nukleinsav, illetve az in silico kovetkeztetett CP aminosav szekvencia
adataibdl elkészitettiik a rokonsdgi viszonyokat dbrazolo torzsfat, amely Ossze-
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sen kilencvenkét MDMYV izolitum szekvencidjat tartalmazza, ebbdl hat az
NCBI génbank adatbazisbol szarmazott (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Ezen
szekvenciak és regisztracios szamaik a kovetkez6k: MDMV-Hungary-ScH/SYN
(AJ542536), MDMV-Spain-M (AM110758), MDMV-Spain-Sp (AJ416645),
MDMV-A (U07216) MDMV-Argentina-Arg (DQ973169) és MDMV-Bulgarian-
Bul (NC003377).

A hazai izolitumok és a szimitogépes adatbdzisban megtalilhat6 CP
szekvencidk 0sszehasonlitisaval rokonsagi torzsfat készitettiink (Gell et al.
2008, Gell et al. 2010), mely alapjan megallapithatd, hogy sem foldrajzi elhe-
lyezkedés, sem pedig évjarat alapjan nem taldlhatok szekvencia varidnsok, a
viruspopuliciok stabilnak tekinthetok.

Kivételt képez néhiny martonvasari izolatum (Mv0702, Mv0801, Mv0811,
Mv0814, Mv0905), melyek kopenyfehérjéjik N-terminalis részén hordoznak
13 aminosav hosszusagu inszerciot. Az egyik martonvasari izolitumnal, melyet
2008-ban fenyércirokrol gytjtottiink, az inszercio el6tt 9 aminosav hosszisagu
delécioval is rendelkezik (1. dbra).

1. dbra. Inszerciot tartalmazé MDMYV izoldtumok képenyfehérje
amino termindlis végiojanak ésszehasonlitdsa

L[TTTTTTTT Trer | vevv veer | veer|verr|vrrr vrer[veer veer vererr ivrr verr vy

= 10 20 30 40 50 60 70
|AM110758-8pain-M-SP AGENVDAGQRTDAQREAERKAAEERRAREAEAKRQKETRDRATERADTGGSTGR- ~DRDVDAGTS
|AJ416645-Spain-M-Sp AGENVDAGQRTDAQKEAERKAAEERRAREAEARQRETRDRATERADTGGSTGK: -DRDVDAGTS
FM883224-HUN-J-820706 AGENVDAGQRTEAQKEAEKKAAEERKRAKREAEAKQKETRERATERTGEGGSTGK- ~DRDVDAGTS
FM8B83190-HUN-M-3z0810 AGENVDAGQRTEAQKEAERRAAEERKRAREAEARQRETKERATERTGEGGSTGK- -DRDVDAGTS

OKTEAQKEAEKKAAEEKKAKEAEAKQKENKERATEETGDGASKEKTIERIGDGTSTERDRDVDAGT S
OKTEAQKEAEKKAAEEKKAKEAEAKQKENKEKTTERTGDGASTERTPERTGDGT STGRDKDVDAGT S
DKTEAQKEAEKKAAEEKKAKEAEAKQREDKEKTTERTGDGASTKETTGRIGDGT STGRDRDVDAGT S
OKTEAHKEAEKK---=-=-==-~ AEARQRENKERTTEKTGDGASTERITERTGAGTSTGRDKDVDAGT S
DKTEAQKEAEKKAAEEKKAKEAEAKQKENKEKTTERTGDDASTERATERTGAGT STERDRDVDAGT S
HUN-M-Mv0905 AGEN OKTEAQKEAEKKAAEEKKAKEAEAKQKRENKEKTTERTGDGASTERITERTGAGT STERDKDVDAGT S
AJ54253 6-Hungary-Sc-$zk AGEN PKTEAQKEAEKKAAEEKKAKEAEAKQKENKERATERTGDGTSTGK----—==---==~ DRDVDAGTS
AM490848-Bulgaria-M AGENVDAGQKTEAQKEAEKKAAEEKKAKEAEAKQREAKEKTTEKTGEGGSTGR- - -~~~ ---DKDVDAGTS
FM883175-HUN-M-Mv0812 AGESVDAGQKSEAQREAERKAAEERRAKEAEAKQRETKERATERTGDGGSTGR------------- DRDVDAGTS

Figure 1. Comparison of MDMV coat proteins containing insertions. The grey box shows 13
amino acid-long insertions in the N-terminal region of the MDMYV coat protein. In the case of the
isolate Mv0811, which is next to the insertion, a 9 amino acid-long deletion was recognised.
Furthermore, the DAG (in the box) motif responsible for aphid transmission was modified to
DVG in all insertion containing sequences.

DQ973169-ARG-M-Arg AGEN
FM833200-HUN-M-Mv0702 AGEN
FM883164-HUN-M-Mv0801 AGEN
FM883174-HUN-J-Mv0811 AGEN
FM883177-HUN-M-Mv0814 AGEN

Az Osszehasonlito szamitdgépes vizsgalatok alapjan az izolatumok egy részé-
ben talalt inszert nagyfoku konzervaltsigot mutat mind a nukleinsav bazissor-
rendjét, mind elhelyezkedését tekintve. Tovabbi szamitogépes analizis alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az inszercio szerepet jitszik a virus RNS
stabilitdsaban (Petrik et al. 2010).
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Az inszerciot tartalmazo izolatumok az adatbazisban megtalalhato Ar-
gentin izolitummal kiilon csoportot alkotnak a rokonsagi torzsfan. Tovabbi
érdekesség, hogy az 0sszes inszerciot hordozo6 izolatumban a DAG aminosav
motivum - mely a levéltettivel valo atvihetdségi faktor - DVG-re valtozott (1.
dbra). Kutatok igazoltak, hogy a TVMV (Tobacco vein mottling virus) DAG
motivumdban tortént mutacio a levéltetiivel valo atvitel gatlisihoz vezetett
(Pirone és Blanc 1996, Wang et al. 1996).

A vizsgalt izolatumok kozti atlagos genetikai tavolsag 7,4% (p-distance-
0.074). Ha a kopenyfehérje-gén kiillonbozo régioit vizsgaljuk, akkor elmond-
hato, hogy az N-terminalis régio (1-204 nt) a legvaltozékonyabb, itlagosan
12,2% a szekvencia eltérés. Az N-termindlis régié nagyfoku valtozékonysaga jol
ismert tulajdonsig a potyvirusok kozott (Bousalem 2000, Moury 2002). A C-ter-
mindlis régioban (717-915 nt) 7,2%, mig a konzervalt kozponti régidoban (205-
716 nt) dsszesen 5,2% az atlagos szekvencia eltérés. Altalinosan elmondhato,
hogy ezek az izolatumok szoros rokonsagban allnak egymassal.
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