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Bevezetés

Mikovirusoknak nevezzik a gombékat fert6z6 virusokat. A
szakirodalomban fellelhet6 adatok alapjan a legtébb azonositott gombavirus
kettdsszala RNS (dsRNS) genommal rendelkezik, melyekrdl altalanossagban
elmondhatd, hogy genomjuk két nagyobb, legtobbszor atfeds, nyitott
leolvasésikeretet (ORF) tartalmaz. Az 5’ proximalis ORF kodolja a
kapszidfehérjét (CP) mig a 3’ proximalis ORF az RNS-fliggd RNS-polimeraz
(RdRp) génnek felel meg. Gyakorisagban a (+)egyszali RNS (ssRNS) virusok
kdvetkeznek, majd a (—)ssRNS-genommal rendelkezéek. A gombavirusok szinte
kivétel nélkal csak intracellularis transzmisszi6 soran tudnak terjedni,
extracellularis uton elméletileg nem képesek fert6zni. Eredetiiket tekintve két
hipotézist tartanak szamon, melyek kozil az ,6si koevolucios elmélet”
feltételezi, hogy a mikovirusok és a gombak kozotti kapcsolat Gsi eredetil, és a
mikovirusok a gazdaszervezetekkel egyiitt fejlédtek. A ,,névényi virus hipotézis”
szerint a virusok eredetileg névényvirusok voltak, majd a névényekbdl keriiltek
at a gombasejtekbe. A gazdaszervezetben okozott valtozasokat tekintve a
mikovirusok altalaban tiinetmentesek (kriptikusak) vagy latens fertézéseket
okoznak, amelyek csak bizonyos korilmények kozott nyilvanulnak meg a
gomba fenotipuséban. Ugyanakkor egyre tobb olyan mikovirust azonositanak,
melyek jelenléte a gazdagombat hipo-, illetve hipervirulenssé teszi vagy a gomba
fenotipusaban idéz el6 valtozast. Ezen tulajdonsagaik miatt intenziven kutatjak
Oket a bioldgiai védekezéshen torténd potencidlis szereplikért.

Mikovirusokat azonositottak mar szinte az 6sszes gombacsoportban,
mégis talnyomo tébbségiiket az Ascomycota és a Basidiomycota torzsekben
detektaltak. Nemrégiben Myers és munkatarsai (2020) ravilagitottak arra, hogy a
bazalis gombéak (agynevezett ,,non-Dikarya” gombak csoportja) k0zott is magas
a virushordozasi arany, ugyanis az altaluk vizsgalt 333 izolatum 21,6%-a
bizonyult virushordozénak. Csoportunk kordbban mar vizsgalta egyes
jaromsporas gombafajok virushordozasat és néhanyukban (Mucor, Rhizopus,
Umbelopsis, Gilbertella  fajok) azonositott dsRNS-elemeket, illetve
viruspartikulumokat (VLP), azonban a detektélt fragmentumok pontos
meghatérozésa és részletesebb vizsgalata nem tortént meg.



Célkitiizések

Mivel a jaromspdras gombak virushordozasa kevéshé kutatott terlilet az Asco- és
Basidiomycota torzsekhez képest, szlikségesnek véltiik a bazalis gombak ezen
csoportjat is megvizsgalni e szemponthol.

Munkank soran a kovetkezd konkrét célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1.

3.

A virushordozés vizsgéalata a Mortierellomycotina altérzs Mortierella,
Dissophora,  Gamsiella  és  Lobosporangium, valamint a
Mucoromycotina altérzs Umbelopsis, Mucor, Rhizopus és Lichtheimia
nemzetségeiben az extrakromoszdmalis dsRNS-elemek jelenlétének
kimutatasa altal;

A detektalt dsRNS-virusgenomok szekvendlasa, a szekvenciak részletes
molekuldris  vizsgalata, a  virusok  genomszervez8désének
meghatarozasa és elemzése, az Ujonnan azonositott mikovirusok
jelenlétének igazolasa az adott gombaizolatumban, valamint a VLP-k
izolalasa és vizsgalata;

Az azonositott gombavirusok filogenetikai viszonyainak feltérképezése.
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Baktérium- és gombatorzsek tenyésztése taptalajon

Baktérium- és gombatorzsek tenyésztése folyadék kultiraban

Molekularis biolégiai médszerek:
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Gomba 6ssznukleinsav-tisztitas

dsRNS-tisztitas CF-11 celluléz kromatografiaval
Agaréz gélelektroforézis

Enzimatikus kezelések

dsRNS és DNS izolalasa agardz gélbol
cDNS-szintézis dsRNS-fragmentumokrol

Polimeraz lancreakci6 (PCR) technikék



DNS-fragmentumok klénozéasa

E. coli sejtek transzformalasa

Plazmid DNS tisztitdsa

DNS szekvenalas

dsRNS-virusok teljesgenom-szekvenalasa (WGS)

Virusszerii partikulumok tisztitasa
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A VLP-k transzmisszios elektronmikroszképos (TEM) vizsgalata
v" Northern-hibridizacios kisérletek
Nukleotid és aminosav-szekvencia adatok elemzése:

v" Nukleotid-szekvenciak analizise, 0@sszehasonlitdsa, a nukleotid-
szekvenciakbdl szarmaztatott aminosav-szekvenciak megallapitasa

A virusok genomszervezédésének meghatarozasa és elemzése

Filogenetikai elemzés

Eredmények

Uj dsRNS-hordozé torzsek azonositdsa a jaromsporas gombak Kkiilonbozé
nemzetsegeiben

Munkank soran 0Osszesen 195 izolatumot vizsgaltunk meg dsRNS-
hordozés szempontjabdl, ezek kozil 30 az Umbelopsis, 4 a Mucor, 31 a
Rhizopus, 10 a Lichtheimia, 114 a Mortierella, 4 a Dissophora, 1 a Gamsiella és
1 a Lobosporangium nemzetség tagja volt. A vizsgalt torzsek kiizil 35 bizonyult
virushordozénak, ésszesen 7 Umbelopsis, 4 Mucor, 7 Rhizopus, 2 Lichtheimia, 1
Dissophora és 14 Mortierella izolatumban detektaltunk dsRNS-molekulakat.
Munkank sordn szinte mindegyik nemzetségben azonositottunk 0j dsRNS-
hordoz6 izoldtumokat (kivétel a Lobosporangium és a Gamsiella), emellett a
Lichtheimia nemzetségben elészor detektaltuk dsRNS-fragmentumok jelenlétét.
Az azonositott extrakromoszomalis elemek mindegyikénél igazoltuk a detektalt
fragmentumok dsRNS-természetét.




A kiilonboz6é Mucoromycota gombakban detektalt mikovirusok azonositasa,
illetve a virusok genomszervezédésének meghatirozasa és elemzése

Osszesen 39 virusgenomot azonositottunk a 35 virushordozd
izoldtumban. A detektalt gombavirusok szekvencidinak kiértékelésével és
genomszervezddésének meghatarozasaval megallapitottuk, hogy az azonositott
virusok dsRNS-, (+)ssRNS- vagy (-)ssRNS-genommal rendelkeznek. Kézilik
30 a Totiviridae, 2 a Narnaviridae, 1 az Endornaviridae csaladba tartozik, illetve
felfedeztink 6 olyan (—)ssSRNS-genommal rendelkez6 virust, melyek
hovatartozasa jelenleg még nem tisztazott.

Az Umbelopsis nemzetség esetében csak dsRNS-genommal rendelkezd
virusokat azonositottunk, dsszesen 15, a Totiviridae csaladba tartoz6 virust. Az
U. ramanniana harom kiiléonbozé izolatumaban is detektaltunk virusokat, ezeket
kézil az NRRL 1296 &t (Urvi, UrVv2, UrVv3, Urv4, UrV5), a CBS 478.63
harom (UrV6a, UrV7, UrV8a), mig a CBS 243.58 izolatum egy (UrV6b) Uj
virust tartalmazott. Tovabbi két-két mikovirust detektaltunk az U. gibberispora
CBS 109328 (UgV1, UgV2) és U. dimorpha CBS 110039 (UdV1a, UdV2)
torzsekben, illetve az U. angularis CBS 603.68 (UrV8b) és U. versiformis CBS
473.74 (UdV1b) egy-egy virust figyeltink meg, melyek a korébban leirt U.
ramanniana CBS 478.63 (UrV8a) és U. dimorpha CBS 110039 (UdV1a)
izolatumokban azonositott virusok genomvariansai.

Az (j, Totiviridae csaladba sorolt virusok kozoétt tobb esetben is
detektaltunk olyanokat, melyek transzlaciés mechanizmusa némiképp eltér az
adott nemzetségre jellemz6t6l. A Totivirus nemzetségre a programozott —1
riboszomalis leolvasasikeret-eltolddas (FS) a jellemz6, mig a legtobb ujonnan
azonositott virusnal a ritka +1 (vagy —2) riboszomalis FS koévetkeztében valdsul
meg az RdRp transzlacioja.

A Mucor nemzetségbdl csak azt a négy izolatumot vizsgaltuk tovabb
részletesen, melyeknél korabban mar detektaltuk a dsSRNS-genommal rendelkezd
virusok jelenlétét. Osszesen ot Gj virust irtunk le. Mindkét M. hiemalis f.
hiemalis izoldtum ugyanazon gombavirust tartalmazza, mely a Mucor hiemalis
virus 1 (MhV1) nevet kapta. igy a WRL CN(M) 122 izolatum az MhV1a, mig az
NRRL 3624 izolatum az MhV1b genomvarianst hordozza. A M. hiemalis f.
corticola NRRL 3617 izolatumban egy (MhV2), mig a M. hiemalis f. corticola
NRRL 3616 esetében két (j virust azonositottunk (MhV3 és MhV4). Az Gjonnan



detektalt virusok mindegyike a Totiviridae csaladba tartozik. Az MhV1a/b
virusoknal megfigyeltiink egy szokatlan jelenséget, ugyanis annak ellenére, hogy
a Victorivirus nemzetséghez tartoznak, mégsem a nemzetségre jellemz6 kapcsolt
terminacids-reiniciacios mechanizmus révén torténik a fehérjék transzlacidja,
hanem a korabban emlitett programozott —1 riboszémalis FS réveén.

A Mucor és Umbelopsis nemzetségbe tartoz6 virushordoz6
izolatumokban Northern-hibridizacios kisérletekkel is igazoltuk a detektalt
virusok jelenlétét a gazdagombaban, illetve a tobb dsRNS-fragmentumot
tartalmazé mintazatok esetében azt is vizsgaltuk, hogy az adott virusgenom
melyik dsRNS-fragmentumnak feleltethet6 meg. Emellett néhany virushordozo
izolatum esetében TEM segitségével igazoltuk a VLP-k jelenlétét is. A M.
hiemalis f. hiemalis WRL CN(M) 122 és NRRL 3624 izoldtumokban 35 nm
atmérdjii VLP-ket, a M. hiemalis f. corticola NRRL 3617 izoldtumban pedig 33
nm atmér6jii VLP-ket azonositottunk. A M. hiemalis f. corticola NRRL 3616 és
az U. ramanniana NRRL 1296 izolatumoknal, melyekben tobb virust
detektaltunk (MhV3 és MhV4, illetve UrV1-UrV5), kiilonb6z6 méretii VLP-ket
figyeltink meg (NRRL 3616: 33-36 nm, NRRL 1296: 50 és 35 nm), ami
aladtamasztja az adott gombatorzsek kevert virusfert6zését.

A Rhizopus nemzetséghe tartozd virushordoz6 izoldtumoknal magas
volt a kevert fert6zés aranya, szinte minden izolatumban t6bb, killonbozd
genomtipusy virust azonositottunk. Ez alél kivételt képeznek a R. oryzae FSU
8743 és a R. lyococcus FSU 9996 izolatumok, melyek csak 1-1 dsRNS
genommal rendelkez6, a Totiviridae csaladba tartozé virust tartalmaztak-
(RoV1a, RoV1b). Ugyanakkor a R. microsporus SZMC 13640 izolatum
esetében két (-)ssRNS-genomu virust detektaltunk (RmNSRV1a, MpAl),
melyekrdl egyeldre annyit tudtunk megallapitani, hogy a Bunyavirales rendbe
tartoz6 virusokhoz hasonlithatnak, mivel a rendre jellemzé RdRp-domeént
siker(lt azonositani. A R. oryzae NCAIM F.00617 izolatumban szintén két virust
irtunk le, egyik a (—)ssRNS-virusok csoportjat béviti (RmNSRV1b), mig a mésik
a Totiviridae csalddhoz tartozik (RoV1c). A R. oryzae MUFS R5 trzs esetében
egy kevésbé szokvanyos gombavirus jelenlétét tudtuk igazolni, mely az
Endornaviridae csalddba tartozik (RoEV1). Ugyanezen torzsben egy dsRNS-
genomu, a Totiviridae csaladba tartoz6 mikovirust is detektaltunk (RoVv2). A R.
oryzae NRRL 1526 izolatumban azonositottuk a legtobb virusgenomot, ebben az
izolatumban két (—)ssRNS-virust (RONSRV1, MpA?2) és két Totiviridae csaladba
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tartozo virust (ScDSRV3a, UrV6c) azonositottunk. Harom (j virust detektaltunk
a R. microsporus var. oligosporus NRRL 2710 izolatumban, ahol az egyik
(RmNSRV2) (-)ssRNS-genommal rendelkezik, mig kett6 (RmV1a, RmV2) a
Totiviridae csaladba tartozik.

A Lichtheimia nemzetség két térzsében (L. hyalospora FSU 10162 és L.
ramosa FSU 10166) Osszesen 4 virust azonositottunk, ezek kozll ketts a
Totiviridae (LhV1, RmV1b) és kettd a Narnaviridae (LhMV1, LrNV1) csaladba
tartozik.

Az azonositott gombavirusok filogenetikai viszonyainak vizsgalata

Az Ujonnan leirt virusok rokonsagi viszonyainak feltérképezése
érdekében filogenetikai torzsfakat készitettlink, ami az adott csaladba tartoz6
NCBI génbankban talalhaté virusok RdRp-szekvenciain alapult.

A Narnaviridae csaladba két altalunk azonositott virus tartozik,
melyeket a Lichtheimia nemzetség két izolatumaban detektaltunk. Az LhMV1 a
Mitovirus, mig az LrNV1 a Narnavirus nemzetségbe tartozik.

Az Endornaviridae csaladba keriilt a R. oryzae MUFS R5 izolatumban
detektalt ROEV1, melyrél a filogenetikai elemzést kovetéen megallapitottuk,
hogy az Alphaendornavirus nemzetségbe sorolhaté.

A legtobb altalunk meghatarozott virusgenom a Totiviridae csaladon
beliil négy kulénallo és jol definialt csoportot alkot. igy a Victorivirus
nemzetségbe kilenc (RoV1a, RoV1b, RoVlc, RmV2, UrV2, MhVla, MhV1b,
MhV2, MhV3), a Totivirus nemzetségbe tizenegy (UrV1, UrV4, UrV7, UrV8a,
UrV8b, UgV1l, UgV2, UdVla, UdV1b, UdV2, MhV4), a még nem kategorizalt
totivirusok csoportjaba nyolc (LhV1, RoV2, SsSDSRV3a, UrV3, UrV5, UrV6a,
UrVeb, UrVec) és egy teljesen 0j csoportba két virus (RmV1a, RmV1b)
tartozik.

Kutatasunk sorén hat olyan (-)ssRNS genomu virust is detektaltunk,
melyek jelenleg egyik ismert és definialt viruscsaladhoz sem tartoznak. Ezek az
MpA1, MpA2, RmNSRV1a, RmNSRV1b, RONSRV1 és az RmMNSRV2 virusok,
melyek az RmNSRV?2 kivételével nagy valdsziniiséggel a Bunyavirales rendbe
sorolhatok az ide tartozo virusokkal mutatott hasonlésaguk alapjan.



Summary

Mycoviruses mostly have double-stranded RNA (dsRNA) genome and
they can be transmitted only intracellularly. In some cases, mycoviruses can be
responsible for the effect of hypo or hypervirulence, however most of the fungal
viruses are asymptomatic in their hosts, so their presence often remains
unexplored. Based on recent studies mycovirus-harbouring are very common
among fungi, however our knowledge about them is still very limited, especially
in Mucoromycota fungi.

Our aim was the detection and molecular characterisation of the dsSRNA
fragments in different fungal strains belonging to the phylum Mucoromycota.

We have screened 195 isolates belonging to 8 genera and we have
detected 7 dsRNA-harbouring isolates in Umbelopsis, 4 in Mucor, 7 in Rhizopus,
2 in Lichtheimia, 1 in Dissophora and 14 in the Mortierella genus. All the
examined genera contain dsRNA-harbouring isolates, except Lobosporangium
and Gamsiella. In addition, we have identified dsSRNA-harbouring isolates for
the first time in the Lichtheimia genus. We have found 39 virus genomes in 35
mycovirus-harbouring isolates. Based on the identified mycoviral sequences and
their genome organization, the newly detected viral genomes are diverse,
representing dsRNA, (+)ssRNA or in some cases (-)ssSRNA genomes. The
identified viruses could be classified into the Totiviridae, Narnaviridae, and
Endornaviridae families, with 30, 2 and 1 viral genomes, respectively. We have
also discovered six viruses with (-)ssRNA genomes whose taxonomic
classification is not clarified yet.

The presence of the identified viruses was also revealed by Northern
blot analyses in the virus-harbouring Mucor and Umbelopsis isolates, and in
those strains which contained several dsRNA fragments we also examined which
dsRNA fragment can correspond to a given viral genome. The presence of VLPs
was confirmed by transmission electron microscopy (TEM) in the purified
extracts of each Mucor strain as well as in the U. ramanniana NRRL 1296
isolate.

Our results clearly show that the prevalence of mycoviruses is
substantially higher within the Mucoromycota than it was previously thought. A
high diversity of the newly described viruses was also observed, as viruses with
different genome organization belonging to different viral families have been
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detected. In several cases, isolates from different fungal genera contain genome
variants of the same viral species suggesting the possibility of horizontal virus
transmission between distinct fungal isolates. Thus, there is an obvious need for
the more comprehensive examination of the so-called early-diverging lineages of
fungi, including Mucoromycota.
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