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Rövidítések jegyzéke 

AbMV Abutilon mozaik vírus (Abutilon mosaic virus) 

bp bázispár 

CAP 7-metilguanozin sapka (m7GpppG) 

cDNS komplementer DNS (complementer DNA) 

CMV uborka mozaik vírus (Cucumber mosaic virus) 

CP köpenyfehérje (coat protein) 

DNS dezoxiribonukleinsav 

dpi fertőzést követő napok száma (days post inoculation) 

GFP zöld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein) 

IPTG izopropil β-D-1-tiogalaktozid 

kb kilobázis 

kDa kilodalton 

LB Luria-Bertani táptalaj/tápoldat 

MP mozgási fehérje (movement protein) 

nt nukleotid 

OD600 optikai denzitás (600 nm) 

ORF nyílt leolvasási keret (open reading frame) 

PAGE poliakrilamid gélelektroforézis 

PCR polimeráz láncreakció (polymerase chain reaction) 

RCF percenkénti fordulatszám (relative centrifugal force) 

RNS ribonukleinsav 

RT-PCR reverz transzkripciót követő polimeráz láncreakció 

satRNS szatellit ribonukleinsav 

SDS nátrium-dodecil-szulfát 

SEL a plazmodezma áteresztő képessége (size exclusion limit) 

TEMED N, N, N', N'– tetrametil-etilén-diamin 

TMV dohány mozaik vírus (Tobacco mosaic virus) 

ToMV paradicsom mozaik vírus (Tomato mosaic virus) 

TRIS tris- (hidroximetil)-amino-metán 

tRNS transzfer ribonukleinsav 
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I. Bevezetés 

 A növénypatogén vírusok világszerte komoly veszélyt jelentenek a mezőgazdasági 

termelésre, mivel képesek súlyos betegségeket okozni a termesztett növényeken. Ez végül a 

terméshozam csökkenéséhez és gazdasági veszteségekhez vezethet. A növények vírusos 

betegségeinek hatékony kezeléséhez alapvető fontosságú a növényi vírusok biológiájának 

mélyebb megértése, amely az elmúlt évtizedek egyre fejlődő molekuláris biológiai 

módszereinek köszönhetően mára rendkívüli ütemben fejlődik.  

 A növényi vírusok tanulmányozásával egyre több információ áll rendelkezésünkre a 

vírus és gazdanövény közötti kölcsönhatások molekuláris hátteréről. Ez magában foglalja 

annak megértését, hogy a vírusok hogyan képesek bejutni a növényi szövetekbe, ott hogyan 

replikálódnak, valamint hogyan reagál a gazdanövény a fertőzésre. Sikeres szisztemikus 

fertőzéskor a vírus a fertőzött növény minden részéből kimutathatóvá válik, köszönhetően a 

vírus sejtről-sejtre és hosszú távú terjedésének. Ezen folyamatok elősegítésére a vírusok 

többsége egy külön ezt a célt szolgáló fehérjét kódol, amelyet mozgási fehérjének (movement 

protein, MP) neveznek. A mozgási fehérjék fő feladata, hogy a vírus genetikai állományát 

átsegítsék az elsődlegesen fertőzött sejtből a szomszédos, még egészséges sejtekbe, majd idővel 

eljuttassák azt a szállítószöveteken keresztül a növény minden részébe. Ahogy maguk a vírusok 

is, úgy ezek a mozgási fehérjék is többfélék lehetnek, és változatos stratégiákkal végzik el fő 

feladatukat.  

 A mozgási fehérjék egyik csoportját ’30K’ szupercsaládnak nevezik, amely a nevét a 

dohány mozaik vírus mozgási fehérjéjéről kapta. Ebbe a sok tagot számláló csoportba tartozik 

az uborka mozaik vírus (Cucumber mosaic virus, CMV) mozgási fehérjéje is. A CMV egyike 

a legsikeresebb növényi vírusoknak. Világszerte elterjedt, rendkívül széles gazdanövénykörrel 

rendelkezik és komoly termésveszteséget okoz számos növényi kultúrában, emiatt mind a mai 

napig megkerülhetetlen tényezője a mezőgazdasági termelésnek. A CMV mozgási fehérjéjének 

működéséről bár már állnak rendelkezésünkre információk, a pontos mechanizmus továbbra 

sem ismert, amellyel a fehérje megköti a vírus genomját és átsegíti a szomszédos sejtekbe a 

plazmodezmákon keresztül.  

A mozgási fehérjék működésének mélyebb megismerésével közelebb kerülhetünk a 

növényi vírusbetegségek kialakulásának megértéséhez és a vírusok terjedését segítő 

kulcsfontosságú tényezők azonosításához, ami a továbbiakban hozzájárulhat a vírusbetegségek 

megelőzéséhez és a védekezési stratégiák kidolgozásához.   
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II. Célkitűzés 

Munkánk során célul tűztük ki: 

1. A potenciálisan foszforilálódó aminosavak azonosítása in silico módszerrel a CMV 

mozgási fehérje (movement protein, MP) aminosav szekvenciájában. 

2. Expresszált CMV MP foszforilációjának vizsgálata célzott pontmutációkat tartalmazó 

mutáns vírusok felhasználásával. 

3. Fertőzőképes CMV klónok felhasználásával olyan CMV mutánsok előállítása, melyek 

az MP előző kísérletekben meghatározott pozícióiban alanint vagy aszparaginsavat 

kódolnak, így modellezve az MP foszforilált és nem foszforilált állapotát. Ezekkel a 

pontmutációkat tartalmazó fertőzőképes klónokkal dohány (Nicotiana benthamiana 

Domin) tesztnövények fertőzése, a mutáns vírusok fertőzőképességének megállapítása, 

majd a kialakult tünetbeli különbségek megfigyelése és mutáns virionok tisztítása. 

4. A tünetbeli különbségek megfigyelése a vad típusú és a mutáns CMV-vel fertőzött 

dohány (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc), libatop (Chenopodium murale L.) és 

uborka (Cucumis sativus L.) növényeken, és a megfigyelt eltérések elemzése különböző 

molekuláris biológiai módszerekkel. 

5. Az MP foszforiláció hatásának vizsgálata a fehérje sejten belüli lokalizációjára 

Agrobacterium-közvetített tranziens génexpresszió és konfokális lézer-pásztázó 

mikroszkópia segítségével. 
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III. Irodalmi áttekintés 

3.1. A CMV általános jellemzése 

Az uborka mozaik vírus (Cucumber mosaic virus, CMV) egyike a világon 

legelterjedtebb növénypatogén vírusoknak, amely komoly gazdasági károkat okoz főleg a 

zöldség- és dísznövénytermesztésben. A CMV a Bromoviridae család Cucumovirus 

nemzetségébe tartozik három másik növénypatogén vírussal együtt, amelyek a földimogyoró 

satnyulás vírus (Peanut stunt virus, PSV), a paradicsom magtalanság vírus (Tomato aspermy 

vírus, TAV) és a Gayfeather mild mottle virus (GMMV).  

A CMV-t 1916-ban írták le először az Egyesült Államokban sárgadinnyéről és 

uborkáról (DOOLITTLE, 1916; JAGGER, 1916). Az azóta eltelt több, mint 100 év alatt a világ 

szinte minden országában azonosították. Területi elterjedése mellett széles gazdanövényköre is 

egyedülállóvá teszi: több, mint 1200 gazdanövényt fertőz, amelyek között egy- és kétszikűek, 

gazdasági jelentőséggel bíró kultúrnövények, zöldség- és gyümölcsfajták, dísz- és 

gyomnövények is szerepelnek (EDWARDSON és CHRISTIE, 1991; FLASINSKI és mtsai., 1995; 

TOMLINSON, 1987). Magyarországon először 1941-ben írták le (SZIRMAI, 1941), de jelentősége 

mind a mai napig megmaradt. 

Az okozott tünetek, szerológiai jellemzők és nukleinsav szekvenciájuk alapján a CMV 

törzseket két alcsoportra osztják. A ma használt felosztás alapján a CMV törzsek I-es és II-es 

alcsoportokba sorolhatók, emellett az I-es alcsoport tovább bontható IA és IB csoportokra a 

CMV RNS3 5’ végi nem-kódoló régiójának nukleotid sorrendje alapján (DEVERGNE és mtsai., 

1981; ROOSSINCK és mtsai., 1999). Mindkét alcsoportot kimutatták már Magyarországon 

(SZILASSY és mtsai., 1999). Az alcsoportok közötti különbségek a földrajzi elterjedésükben is 

megfigyelhetőek: az I-es alcsoportba tartozó izolátumok hőmérséklet-optimuma magasabb, 

mint a II-es alcsoportúaké (DANIELS és CAMPBELL, 1992), valamint az IB alcsoportú 

izolátumok jellemzően Ázsiában találhatóak meg, míg az IA és II alcsoportba tartozó törzsek a 

világ minden táján előfordulnak (ROOSSINCK és mtsai., 1999).  
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3.1.1. A CMV-fertőzött növényeken megjelenő tünetek 

1. ábra. Az Rs-CMV által okozott tünetek A) uborka (Cucumis sativus L.) sziklevelein és valódi levelén, B) 

paradicsom (Solanum lycopersicum L. ’Moneymaker’) fiatal levelein, C) paprika (Capsicum annuum L.) levelein 

és D) paprikabogyón. (Fotók: Almási Asztéria, Sáray Réka) 

A CMV különböző izolátumai gyakran eltérő tüneteket indukálnak a különböző 

gazdanövényeken. A CMV jellemzően mozaikos tüneteket okoz a fertőzött növények levelein, 

ahol a világosabb színű szövetekből mutatható ki a vírus nagyobb mennyiségben (LOEBENSTEIN 

és mtsai., 1977). Gazdanövénytől és izolátumtól függően a CMV változatos tüneteket okozhat: 

a fertőzött növényeken megfigyeltek már törpülést, levél-, és termésdeformációt, klorotikus 

foltokat, virág színtörést, érnekrózist, szisztemikus nekrózist és nekrotikus léziókat is (1. ábra). 

Az Rs-CMV vírustörzs uborkán (Cucumis sativus L.) az inokulált szikleveleken 

nekrotikus lokál léziókat okoz, a fiatal valódi leveleken CMV-re jellemző világoszöld, 

klorotikus mozaikot és deformációt figyelhetünk meg (1A ábra), míg a terméseken szintén 

deformáció alakulhat ki. Fogékony paradicsom növényen (Solanum lycopersicum L. 

’Moneymaker’) a fiatal levelek elvékonyodását, ún. páfránylevelűséget okoz (1B ábra). A CMV 

egy másik gazdaságilag fontos gazdanövényén, a paprikán (Capsicum annuum L.) 
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levéldeformációt és klorotikus mozaikot (1C ábra), míg a termésen nekrotikus foltokat okoz 

(1D ábra).  

A CMV-t gyakran azonosítják kevert fertőzésekben, amikor egy növényt több, akár 

különböző családba tartozó vírus is megfertőz. Ilyenkor a kevert fertőzésben megfigyelt tünetek 

erőssége nagyban eltérhet a vírusok által önmagukban okozott tünetektől, és gyakran teljesen 

eltérő tüneteket figyelhetünk meg. Ennek egyik gyakori példája a CMV és Potyvírusok együttes 

jelenléte esetén jelentkező egymást erősítő, szinergista hatás (PRUSS és mtsai., 1997; WANG és 

mtsai., 2002). 

A fertőzött növényen megjelenő tüneteket az ún. szatellit RNS-ek (satRNS) jelenléte is 

nagymértékben képes megváltoztatni (ESCRIU és mtsai., 2000). A satRNS-ek olyan 332−405 

nukleotid hosszú, lineáris, egyszálú RNS molekulák, amelyek nem képezik részét a CMV 

genomnak, nem íródnak át róluk funkcionális fehérjék, és csak a CMV segítségével képesek 

replikálódni és terjedni (MOSSOP és FRANCKI, 1978). A CMV és a satRNS-ek által közösen 

kialakított tünetek erősségét befolyásolja a vírus adott törzse, a satRNS szekvenciája és maga a 

gazdanövény (PALUKAITIS és GARCÍA-ARENAL, 2003). Eddig több, mint 180 féle CMV 

satRNS-t írtak le, amelyek közül azonosítottak a CMV tüneteit gyengítő, míg más esetekben a 

CMV által kiváltott tüneteket erősítő variánsokat, amelyek többek között nekrózist, törpülést 

és erős sárga klorózist okoztak paradicsomon (GARCÍA-ARENAL és ROOSSINCK, 2019; GARCÍA-

ARENAL és mtsai., 2000; SIMON és mtsai., 2004). 

 

3.2. A CMV molekuláris jellemzése 

3.2.1. A CMV részecske- és genomszerveződése 

A CMV víruspartikulumai 29 nm átmérőjűek és csonkolt csúcsú ikozaéder alakúak, 

hasonlóan a Bromoviridae család többi tagjához (2. ábra). A viriont 180 köpenyfehérje (coat 

protein, CP) alegység építi fel és körülbelül 18% RNS-t tartalmaz (FINCH és mtsai., 1967). 
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2. ábra. A CMV virionok A) elektronmikroszkópos képe (Forrás: 

http://www.sciencephoto.com/media/249715/view), és B) térszerkezeti modellje. (Forrás: (SALÁNKI és mtsai., 

2018) 

A CMV genomját három pozitív orientációjú, egyszálú genomi RNS alkotja, amelyek 

külön-külön csomagolódnak víruspartikulumokba (LOT és KAPER, 1976). Az egyes genomi 

RNS (RNS1) hosszúsága megközelítőleg 3,36 kb, a kettes genomi RNS-é (RNS2) pedig 

körülbelül 3,05 kb. A hármas genomi RNS (RNS3) valamivel rövidebb, megközelítőleg 2,22 

kb hosszú. Mind a három RNS 5’ végén 7-metilguanozin sapka (CAP) (SYMONS, 1975), 3’ 

végén pedig olyan konzervált szekvencia szakasz található, amely magnézium ionok 

jelenlétében transzfer RNS-szerű (tRNS) másodlagos szerkezetet vesz fel (JOSHI és mtsai., 

1983; RIETVELD és mtsai., 1983). Ez a szerkezet a vírus replikációja során az antiszensz RNS 

szál promóteréül is szolgál (SIVAKUMARAN és mtsai., 2000). A víruspartikulumokba még két 

szubgenomi RNS is becsomagolódik (sgRNS4, sgRNS4A), melyek a vírus replikációja során 

keletkeznek a genomi RNS2-ről, illetve RNS3-ról (3. ábra). 

 3. ábra A CMV genomszerveződése.  

http://www.sciencephoto.com/media/249715/view
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A CMV genomja összesen öt fehérjét kódol. Az RNS1-en található gén az 1a fehérjét 

kódolja, míg az RNS2 és RNS3 két-két gént kódol, melyek közül az 5’ végen találhatók (2a és 

3a) közvetlenül a genomi RNS-ről transzlálódnak, míg az RNS-ek 3’ végén lévő 2b és 3b gének 

az RNS2 és RNS3 genomi RNS-ekről keletkező szubgenomi RNS-ekről (sgRNS4, sgRNS4A) 

íródnak át a transzláció során (3. ábra). A kettes RNS-en a 2a és 2b fehérjét kódoló génszakasz 

részben átfed egymással, de a leolvasási keretük (open reading frame, ORF) egy nukleotiddal 

eltér egymástól. A 3a és 3b fehérjék a hármas RNS-en egy ORF-hez tartoznak, de a kettő között 

egy 258−302 nt hosszú nem-kódoló régió helyezkedik el. A transzláció során a gének 

promótereinek erősségétől függően eltérő mennyiségű fehérje keletkezik. A legnagyobb 

mennyiségben a köpenyfehérjeként funkcionáló 3b fehérje, míg a legkisebb mennyiségben a 3a 

fehérje íródik át (KWON és CHUNG, 2000).  

3.2.2. Az 1a fehérje 

A CMV RNS1-en található gén a vírus leghosszabb fehérjéjét, az 1a fehérjét kódolja, 

ami megközelítőleg 990-1007 aminosav hosszúságú és 111 kDa molekulatömegű. Az 1a 

fehérje elsődleges szerepe a vírus replikációjában van, amely során az RNS2-ről átíródó 2a 

fehérjével és más növényi fehérjékkel együtt alkotják a vírus replikáz komplexét (HAYES és 

BUCK, 1990). Ahogy maga a CMV replikációja, az 1a fehérje is a tonoplaszt membránján 

lokalizálódik a növényi sejtekben (CILLO és mtsai., 2002). Az 1a fehérjén eddig két funkcionális 

domént azonosítottak. A fehérje aminosav sorrendjének N-terminális régiójában 

metiltranszferázokra jellemző konzervált motívumokat írtak le, amelyeknek a vírus RNS-ek 

CAP struktúrájának kialakításában van szerepe (GORBALENYA és mtsai., 1988; ROZANOV és 

mtsai., 1992). A CMV 1a fehérjéről bizonyították, hogy képes az S-adenozil-metionin 

megkötésére, amely szükséges az 5’ CAP metilációjához (BAO és mtsai., 1999). A C-terminális 

régióban több, helikázokra jellemző motívumot azonosítottak. Ezek között található egy NTP-

kötő régió (I-es és II-es motívum) és egy ATPáz, valamint egy feltehetően RNS-kötő 

aktivitással rendelkező régió (VI motívum) (KADARÉ és HAENNI, 1997). Ezen régiók nélkül a 

CMV 1a fehérje nem képes ellátni a funkcióját és a vírus nem képes replikálódni (PALUKAITIS 

és GARCÍA-ARENAL, 2003).  

További kutatások igazolták, hogy a CMV 1a fehérjéje a replikációban betöltött 

szerepén kívül részt vesz a hiperszenzitív reakció (HR) kialakításában dohánynövényen, és 

befolyásolja a CMV szisztemikus terjedését cukkinin (GAL-ON és mtsai., 1994; LAKSHMAN és 
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GONSALVES, 1985). Kimutatták még az RNS1 – így feltételezhetően az 1a fehérje – szerepét a 

maggal történő vírusátvitelben bab növényeknél (HAMPTON és FRANCKI, 1992).  

3.2.3. A 2a fehérje 

Az RNS2-ről átíródó 2a fehérje izolátumtól függően 830-858 aminosav hosszúságú és 

94-97 kDa molekulatömegű. A fehérjén azonosítottak RNS-függő RNS-polimerázokra 

jellemző motívumokat (pl. Mg2+-kötő GDD-motívum), így a 2a fehérje tekinthető a CMV RNS 

polimerázának (ARGOS, 1988; BRUENN, 1991). A 2a fehérje a vírus replikáz komplexének egyik 

fő alkotóeleme (HAYES és BUCK, 1990). Kimutatták, hogy a 2a a tonoplaszt membrán mellett a 

citoplazmában is jelen van (CILLO és mtsai., 2002; GAL-ON és mtsai., 2000).  

 Az 1a és 2a fehérjék által alkotott replikáz komplex kialakulása és a két fehérje 

kölcsönhatása elengedhetetlen a vírus sikeres replikációjához (NITTA és mtsai., 1988; O’REILLY 

és mtsai., 1998). Ennek a kölcsönhatásnak a szükségességét in vivo és in vitro molekuláris 

módszerekkel is azonosították. Kimutatták, hogy az 1a és 2a fehérje közötti kölcsönhatáshoz a 

2a fehérje N-terminális végén lévő 126 aminosav hosszú szakasza szükséges (KIM és mtsai., 

2002). Ha ez a 126 aminosav hosszúságú szakasz foszforilált állapotban van, a két fehérje 

közötti kapcsolat gátlódik, a replikáció nem megy végbe, és a foszforilált 2a fehérje a 

citoplazmában lokalizálódik (KIM és mtsai., 2002). Ebből következik, hogy a 2a fehérje 

foszforiláltsága fontos szabályozó szerepet tölt be, amely valószínűsíthetően nem csak a fehérje 

sejten belüli lokalizációját, hanem funkcióját is szabályozza (KIM és PALUKAITIS, 1997).  

3.2.4. A 2b fehérje 

A 2b fehérje a CMV legkisebb fehérjéje, amely 110 aminosav hosszúságú és 12 kDa 

molekulatömegű. Az RNS2 kódolja, de az sgRNS4A-ról transzlálódik. A 2b fehérjét kódoló 

régió részben átfed a 2a fehérjét kódoló régió 3’ végével, azonban a 2b ORF +1 nukleotiddal 

eltolódva található. A 2b fehérje a sejtmagi lokalizációs szignáljainak köszönhetően a 

citoplazma mellett a sejtmagban is megtalálható (LUCY és mtsai., 2000; WANG és mtsai., 2004), 

és a lokalizációját két konzervált szerin (Ser, S) aminosav (Ser40 és Ser42) foszforilációja 

szabályozza (NEMES és mtsai., 2017). 

 A 2b fehérje elsődleges funkciója az RNS géncsendesítés szupresszor aktivitás, aminek 

segítségével a vírus képes meggátolni a megfertőzött növényben aktiválódó géncsendesítési 
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folyamatokat (post-transcriptional gene silencing, PTGS) (GUO és DING, 2002; LI és mtsai., 

1999). Egyedülálló módon a 2b fehérje képes RNS és fehérje szinten is befolyásolni a növényi 

védekező mechanizmust: kimutatták, hogy mind a kis szabályozó RNS-ekhez (siRNS), mind 

az Argonaute (AGO) fehérjékhez közvetlenül kapcsolódik (GONZÁLEZ és mtsai., 2010; GOTO 

és mtsai., 2007; ZHANG és mtsai., 2006). A 2b fehérje emellett fontos szerepet tölt be a vírus 

hosszú távú mozgásában, a gazdanövénykör meghatározásában és a tünetek kialakításában is 

(DIAZ-PENDON és mtsai., 2007; DING és mtsai., 1995, 1994).  

3.2.5. A 3a fehérje 

Az RNS3 5’ végén kódolt 3a fehérje a CMV mozgási fehérjéje (movement protein, MP), 

amely megközelítőleg 280 aminosav hosszúságú és 30 kDa molekulatömegű (BOCCARD és 

BAULCOMBE, 1993). Az aminosav sorrendje alapján a CMV MP a dohány mozaik vírus 

(Tobacco mosaic virus, TMV) mozgási fehérjéje után elnevezett ’30K’ szupercsaládba 

sorolható (MELCHER, 2000). Az ebbe a csoportba tartozó MP-k közös jellemzője, hogy a sejtfal 

mentén a plazmodezmáknál (plasmodesmata, PD) lokalizálódnak, ahol a PD átjárhatóságának 

(size exclusion limit, SEL) megnövelésével segítik elő a vírus genetikai állományának sejtről-

sejtre történő terjedését (MATTHEWS és HULL, 2002). Kutatások igazolták, hogy ezt a 

folyamatot az ún. F-aktin filamentumok polimerizációjának gátlásával és elmetszésükben való 

részvétellel érik el (SU és mtsai., 2010). 

A CMV nem virionként jut át a szomszédos sejtekbe, hanem ribonukleoprotein (RNP) 

komplex formájában a PD-n keresztül (BLACKMAN és mtsai., 1998; KAPLAN és mtsai., 2004). 

Ezeket a struktúrákat gyöngyfűzér struktúrának (beads-on-a-string) nevezzük, amely 

hasonlóságot mutat a TMV-nél leírt struktúrákkal (KISELYOVA és mtsai., 2001). Az RNP 

komplex pontos összetétele még nem ismert, de az MP aminosav sorrendjében már több 

nukleinsav-kötő motívumot azonosítottak. Bár az RNS-kötés pontos helye nem ismert még, 

RNS-kötő domént azonosítottak a fehérje 174−233 aminosav közötti régiójában, valamint két 

cink-ujj domént (126−146 és 157−194 aminosavak közötti szakasz), és két nukleinsav-kötő 

domént (134−138 és 164−168 aminosavak közötti szakasz) is leírtak (KAPLAN és mtsai., 1997; 

LI és mtsai., 2001; SASAKI és mtsai., 2006; VAQUERO és mtsai., 1997). Mivel a CMV MP 

alapvetően membránfehérje, a fehérje középső régiójában egy hidrofób domén helyezkedik el 

a 86−118 aminosav közötti szakaszban (LI és mtsai., 2001).  
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Az MP és a CMV többi fehérjéje között több fehérje-fehérje kölcsönhatást is 

azonosítottak. Bár direkt interakciót nem sikerült bizonyítani az MP és a CP között, a kutatások 

azt igazolják, hogy a CP mégis elengedhetetlen a vírus sejtről-sejtre és hosszú távú mozgásához. 

A CMV MP C-terminális 33 aminosavának eltávolításával az MP a CP jelenléte nélkül is képes 

a sejtről-sejtre terjedést biztosítani, és erősödött a fehérje nukleinsav-kötő tulajdonsága 

(NAGANO és mtsai., 1997, 2001). Kimutatták, hogy a vírus eredményes terjedéséhez 

elengedhetetlen az MP C-terminális vég 29 aminosavának, és a CP C-terminális vég 2/3-ának 

kompatibilitása (SALÁNKI és mtsai., 2004).  

A CMV MP és a 2a fehérje kölcsönhatását is bizonyították, azonban ennek a 

kölcsönhatásnak a pontos szerepe még nem tisztázott. A két fehérje közötti közvetlen 

kölcsönhatás kialakulásához a 2a fehérje N-terminális vég 21 aminosava és polimeráz GDD 

motívuma, míg az MP 14. pozíciójában található Ser aminosav szükséges (HWANG és mtsai., 

2005, 2007). 

A CMV MP a vírus hosszú távú mozgásában is fontos szerepet játszik. Ha a MP 60. 

aminosavát alaninra (Ala, A) cserélték, a vírus rövidtávú mozgása nem változott, de a hosszú 

távú mozgás hőmérsékletfüggővé vált (LI és mtsai., 2001). Kimutatták továbbá, hogy cukkini 

növényben mind a 2a fehérje, mind az MP külön-külön jelentős szerepet tölt be a szisztemikus 

terjedésben (CHOI és mtsai., 2005). 

A 3a fehérje a vírusterjedés elősegítésén kívül több más fontos élettani folyamatban is 

részt vesz. Az MP tünetkialakításra gyakorolt hatását több esetben bizonyították már. Ha az MP 

51. és 240. aminosavát megváltoztatták, dohány növényen megszűnt a tünetek ciklikussága és 

folyamatos mozaik tünetek alakultak ki, míg tök növényen ugyanezek a mutációk a 

szisztemikus mozgás hatékonyságát befolyásolták (GAL-ON és mtsai., 1996; KAPLAN és mtsai., 

1997; TAKESHITA és mtsai., 2001). A fehérje egy másik pozíciójában létrehozott mutációja 

(S176N) gyengébb szisztemikus tüneteket okozott Nicotiana benthamiana-n és csökkentette a 

lokális nekrotikus léziók méretét Chenopodium amaranthicolor-on (SASAKI és mtsai., 2006). 

Li és munkatársai (2001) a CMV MP több konzervált régójában hoztak létre olyan mutációkat, 

amelyek eltérő tüneteket okoztak a vizsgált tesztnövényeken. Több, fertőzésre teljesen képtelen 

mutáns mellett (M4, M5, M6, M7), az M3 (Y75A és D76A) és M9 (P60A) mutánsok a vad 

típusnál gyengébb szisztemikus tüneteket okoztak rézvirágon (Zinnia elegans), miközben az 

M9 mutáns erősebb szisztemikus tüneteket okozott paradicsomon (S. lycopersicum). Továbbá 

a CMV két törzsével (Pf-CMV és Fny-CMV) végzett kísérletek során megállapították, hogy 
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cukkini növényen (Cucurbita pepo) okozott szisztemikus tünetekért a 2a fehérje 267., és a 3a 

fehérje 168. pozíciójában lévő izoleucin tehető felelőssé (CHOI és mtsai., 2005).  

3.2.6. A 3b fehérje 

Az RNS3 3’ részén található gén a CP-t kódolja, amelyet egy intercisztronikus régió 

választ el az 5’ végén kódolódó 3a fehérjétől. A CP a szubgenomi RNS4-ről íródik át, 217−218 

aminosav hosszúságú és 24 kDa molekulatömegű (DAVIES és SYMONS, 1988; HABILI és 

FRANCKI, 1974). A CP elsődleges feladata a víruspartikulum kialakítása, de szerepet játszik a 

vírus sejtről-sejtre és hosszútávú terjedésében, a levéltetű átvitelben, a gazdanövénykör 

meghatározásában és a tünetkialakításban (CHEN és FRANCKI, 1990; KAPLAN és mtsai., 1997; 

QIU és mtsai., 2018; RYU és mtsai., 1998; SUZUKI és mtsai., 1995; WONG és mtsai., 1999).  

A CP sejtről-sejtre és a hosszú távú terjedésben betöltött fontos szerepét bizonyították, 

amikor olyan vírus mutánsokkal fertőztek tesztnövényeket (Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc, 

Vigna unguiculata) és protoplasztokat, melyek nem tartalmaztak CP-t. A protoplaszt fertőzése 

során a replikáció hatékonyan működött, de növények fertőzése során lokális fertőzés nem 

alakult ki (BOCCARD és BAULCOMBE, 1993; SUZUKI és mtsai., 1991). A CP N-terminális 

részének deléciója esetén lokális tünetek kialakultak, de a növényen belüli hosszú távú mozgás 

továbbra is gátolt maradt, és nem alakultak ki szisztemikus tünetek (SUZUKI és mtsai., 1991). A 

CMV növényen belüli hosszú távú terjedésekor víruspartikulumok formájában terjed a 

szállítószövetekben a növény nem fertőzött részeihez (TALIANSKY és GARCÍA-ARENAL, 1995).  

A CP nem csak a növényen belüli, hanem a növények közötti terjedésben is fontos 

szerepet játszik a levéltetű átvitel elősegítésével. Bizonyították, hogy a CP 129. aminosava a 

levéltetű átvitel hatékonyságát befolyásolja, de a folyamatban szerepet játszanak még a 25., 

168. és 214. aminosavak is  (PERRY és mtsai., 1994, 1998). A CP fehérjeszerkezetét 

tanulmányozva bizonyították a CP βH-βI hurkának szerepét is a levéltetű átvitelben (LIU és 

mtsai., 2002).  

A CP 129. aminosava nem csak a már előbb említett levéltetű átvitelben, hanem a 

tünetkialakításban is fontos szerepet tölt be. Kimutatták, hogy a 129. pozícióban lévő prolin a 

zöld mozaik tüneteket okozó izolátumokban (pl. Fny-CMV), míg Ser vagy leucin a klorotikus 

tüneteket indukáló izolátumokban (pl. Y-CMV) van jelen (SHINTAKU és mtsai., 1992). Ugyanez 

az aminosav a felelős nekrotikus lokál léziók kialakulásáért dohány és C24 Arabidopsis 
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növényeken is (SHINTAKU és mtsai., 1992; TAKAHASHI és mtsai., 2001). A CP 193. pozícióban 

levő aminosava pedig Nicotiana glutinosa növényen meghatározza a tünetek jellegét, azaz azt, 

hogy törpülés vagy mozaik tünetek alakulnak ki (SZILASSY és mtsai., 1999). 

3.3. Növények vírusfertőzése 

A növényi vírusok fertőzésének három fontos lépése van. Először a növények 

fertőzéséhez valamilyen módon be kell jutnia a vírusoknak a növény sejtjeibe. Ez történhet 

mechanikai úton (például paradicsom növények termesztése során az oldalhajtások 

eltávolításakor), maggal, de leggyakrabban rovar vektorok terjesztik őket (BROWN és CZOSNEK, 

2002; WHITFIELD és mtsai., 2015). A vektorokkal történő vírusátvitel lehet perzisztens 

(cirkulatív), szemiperzisztens és nem-perzisztens (stylet-borne) attól függően, hogy a vírus-

vektor közötti kapcsolat mennyire tartósan áll fenn (NG és PERRY, 2004). A megfertőzött 

sejtekben, ha minden feltétel adott, a vírus fehérjéi átíródnak, majd replikálódik a vírus. Ahhoz, 

hogy az egész növényt megbetegíthesse, következő lépésben át kell jusson a szomszédos, még 

nem fertőzött sejtekbe. Ez rendszerint a plazmodezmákon keresztül történik, és ezt nevezzük a 

vírus sejtről-sejtre terjedésének, ami lassú folyamat. Az egész növény megbetegítéséhez a 

növény szállítószövetén keresztül jut el a vírus a távolabbi, nem fertőzött részeihez: a 

gyökérhez, levelekhez, virágokhoz és a terméshez. Ezt a folyamatot nevezzük a vírus 

hosszútávú terjedésének. Munkám során a sejtről-sejtre terjedéssel foglalkoztam, így a 

következő fejezetben ezt tekintem át. 

3.3.1. Növényi vírusok sejtről-sejtre terjedése 

A különböző növényi vírusok sejtről-sejtre terjedésükhöz különböző módokon 

adaptálódtak, amelynek során képesek átjuttatni a genetikai állományukat a már megfertőzött 

sejtből a szomszédos sejtekbe. A legtöbb növénypatogén vírus kódol egy ún. mozgási fehérjét, 

amelynek egyik fő funkciója a vírus rövid és hosszú távú mozgásának elősegítése a fertőzött 

növényi szövetekben.  

Mivel a PD-n át történő passzív transzport a vírusok esetében nem jöhet szóba, hiszen 

méretük lényegesen nagyobb a PD méreténél, a MP valamilyen módon képes megnövelni a PD 

átjárhatóságát. A TMV MP után elnevezett ’30K’ szupercsaládba tartozó mozgási fehérjék 

egyik közös tulajdonsága, hogy képesek ideiglenesen megnövelni a PD átjárhatóságát, amíg a 

MP átsegíti a vírus örökítőanyagát RNP komplexek formájában a PD-n át a szomszédos 
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sejtekbe. A pontos mechanizmus, amin keresztül létrejön a MP és a PD közötti kölcsönhatás, 

egyelőre nem pontosan tisztázott (REAGAN és BURCH-SMITH, 2020). Legújabb kutatások 

igazolják, hogy az MP a PD konformációjára közvetlenül ható molekulákkal képes 

kölcsönhatásba lépni, és azon keresztül kifejteni a hatását, mint a kallóz és a PD-kapcsolt 

fehérjék (PD-associated proteins, PdAPs) (AMSBURY és mtsai., 2018; DOROKHOV és mtsai., 

2019).  

A mozgási fehérjék csoportján belül számos víruscsaládnál (Bromoviridae, 

Caulimoviridae, Comoviridae, Nepoviridae) megfigyelték az ún. „tubulus képző stratégiát”. 

Ennek lényege, hogy az ezekbe a családokba tartozó vírusok mozgási fehérjéje úgy segíti elő a 

a sejtről-sejtre mozgást, hogy eltávolítja a PD dezmotubulusait és csövecske alakú struktúrákat 

(tubulusokat) képeznek, és azon keresztül segítik át a vírus virionjait a szomszédos sejtbe 

(MATTHEWS és HULL, 2002). A CMV MP esetén is megfigyeltek tubulus képződést N. 

benthamiana protoplasztok felszínén, ám ezek szerepe nem tisztázott. Gátolt tubulus képzésű, 

mutáns CMV MP is képes volt elősegíteni a vírus szisztemikus terjedését több gazdanövényben 

(CANTO és PALUKAITIS, 1999). Ezek alapján megállapítható, hogy a CMV MP tubulus képző 

tulajdonsága nem elengedhetetlen a vírus sejtről-sejtre és hosszú távú mozgásához. 

 A poszttranszlációs modifikációk (PTM) olyan reverzibilis folyamatok, amelyek 

alapvetően képesek befolyásolni a fehérjék szerepét. A PTM-ek gyakran felelősek a fehérjék 

funkcióinak és stabilitásának megváltoztatásáért, valamint a fehérje-fehérje kölcsönhatások 

létrejöttéért. A leggyakoribb PTM-ek közé tartozik a foszforiláció, amely során egy 

foszfátcsoport kapcsolódik a fehérje megfelelő szerin (Ser, S), treonin (Thr, T) vagy tirozin 

(Tyr, Y) aminosavához, amely folyamat reverzibilis (BOND és mtsai., 2011; KHOURY és mtsai., 

2011). 

 A reverzibilis foszforiláció szabályozó szerepe a növénypatogén vírusok életciklusában 

kevéssé feltárt területe a növényvirológiai kutatásoknak, miközben a humán virológia területén 

sokkal több adat áll rendelkezésre. A növényi vírusok mozgási fehérjéinek foszforilációjáról 

napjainkig összesen 11 adat ismert. Az eddig ismert adatok szerint a TMV MP esetében 

bizonyított a 258., 260. és 265. pozíciókban lévő Ser aminosavak foszforilációja. A C-

terminális 55 aminosav hosszúságú szakasz deléciója (amely tartalmazza mindhárom 

foszforilálható Ser aminosavat), bár nem gátolta teljesen a vírus terjedését dohány 

tesztnövényeken, de mindhárom szerin aminosav aszparaginsav (Asp, D) mutánsa (ami a 

folyamatosan foszforilált állapotot modellezi) negatívan befolyásolta a vírus terjedését N. 
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tabacum növényen (BERNA és mtsai., 1991; BOYKO és mtsai., 2000; KARGER és mtsai., 2003; 

WAIGMANN és mtsai., 2000). A paradicsom mozaik vírus (Tomato mosaic virus, ToMV) 

esetében az MP foszforilációja nagyban befolyásolta a vírus fertőzőképességét és a fehérje 

sejten belüli lokalizációját (KAWAKAMI és mtsai., 1999). A Hordeivírusok genomja a legtöbb 

vírussal ellentétben nem egy, hanem három mozgási fehérjét kódol (TGBp1, TGBp2, TGBp3), 

amelyek együttes kölcsönhatására van szükség a vírus sejtről-sejtre terjedéséhez. A 

Hordeivírusok közül a burgonya szártörpülés vírus (Potato mop top virus, PMTV) TGBp3 

fehérje foszforilációját in vivo azonosították több Tyr-t tartalmazó pozícióban is (Tyr87-89, 

Tyr120). A foszforiláció gátlásával a TGBp3 mutáns fehérje TGBp2 fehérjével való 

kölcsönhatása erősebb lett és a mutáns vírus elvesztette a fertőzőképességét (SAMUILOVA és 

mtsai., 2013). Abutilon mozaik vírus (Abutilon mosaic virus, AbMV) esetében három 

foszforilálható aminosavat azonosítottak in vitro és in vivo (Thr221, Ser223, Ser250). Ala és 

Asp mutánsokkal igazolták az összefüggést a MP foszforilációja, a tünetkialakítás és a vírus 

DNS koncentrációja között (KLEINOW és mtsai., 2009). A felsorolt példákon kívül bizonyították 

a rozsnok mozaik vírus (Brome mosaic virus, BMV), az alma klorotikus levélfoltosság vírus 

(Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV), lucerna mozaik vírus (Alfalfa mosaic virus, AMV) 

MP foszforilációját is (AKAMATSU és mtsai., 2007; KIM és mtsai., 2014; SATO és mtsai., 1995).  

A CMV MP esetében csak egy adat áll rendelkezésre, amelyben transzgénikus 

dohánynövényekben igazolták a foszforiláció jelenlétét (MATSUSHITA és mtsai., 2002). Ez volt 

eddig az egyetlen adat arra vonatkozóan, hogy a CMV MP funkciójának szabályozásában is 

szerepet játszhat a foszforiláció. 

  

  



22 

 

IV. Anyag és módszer 

4.1 Kísérleti anyagok 

4.1.1. Vírustörzs 

A kísérleteink során használt, I-es alcsoportú Rs-CMV izolátumot dr. Salamon Pál 

izolálta retekről (Raphanus sativus L.) és Divéki és munkatársai készítették el a fertőzőképes 

RNS klónokat (pRs1, pRs2, pRs3) (DIVÉKI és mtsai., 2004). 

4.1.2. Tesztnövények 

A kísérletekhez az alább felsorolt, üvegházi körülmények között nevelt tesztnövényeket 

használtuk: N. benthamiana Domin, N. tabacum L. cv. Xanthi-nc, Chenopodium murale, C. 

sativus L. cv. Szenzáció. A Nicotiana és C. murale növényeket fitotronban neveltük 

hosszúnappalos hőmérséklet-, és fényviszonyok között (16 óra megvilágítás 23 ºC-on, 8 óra 

sötét 20 ºC-on). Az uborka növényeket szikleveles koruktól fogva szintén hosszúnappalos 

körülmények között, de 26 ºC és 23 ºC hőmérsékleten neveltük. 

4.1.3. Baktérium törzsek 

Kísérleteink során E. coli DH5α, TG90 és BL21(DE3) törzseit használtuk a különböző 

klónok elkészítésére, felszaporítására és fenntartására. Az agroinfiltrálási kísérletekhez A. 

tumefaciens C58C3 törzset használtunk. 

4.1.4. Plazmidok 

Az elkészült konstrukciók klónozásához pGEM® T-Easy (Promega) vektort 

használtunk. A fehérje expressziós kísérletekhez pET28a (Sigma-Aldrich) plazmidot, az 

agroinfiltráláshoz pedig pBin61 bináris vektort (SILHAVY és mtsai., 2002) használtunk.  

4.2. Módszerek 

4.2.1. In silico foszforilációs hely predikció 
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A foszforilációs hely predikcióhoz a NetPhos 3.1 ingyenes online elérhető foszforilációs 

hely predikciós szoftvert használtuk (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-

3.1). A program több különböző fehérje adatbázis és 17 kináz felismerő hely alapján vizsgálja 

meg az adott fehérjét, és ezek alapján határozza meg a potenciálisan foszforilálódó 

aminosavakat (Ser, Tyr, Thr). A program ezekhez az aminosavakhoz a vizsgálat végén egy 0-

1 közötti pontszámot sorol (prediction score), amely a foszforiláció valószínűsíthetőségének 

értékét jelöli. A program alapbeállításait használtuk, amely alapján 0,5 küszöbérték felett az 

adott aminosav foszforilációja valószínűnek tekinthető. 

4.2.2. Alanint és aszparaginsavat tartalmazó mozgási fehérje 

vírusmutánsok készítése 

4.2.2.1. Fertőzőképes mutáns klónok készítése 

Az Ala-t és Asp-t tartalmazó mutáns fertőzőképes klónokat (MP/S28A, MP/S28D, 

MP/S120A, MP/S120D) PCR alapú helyspecifikus mutációval hoztuk létre a pRs3 

fertőzőképes klón felhasználásával. A PCR-hez használt primereket az 1. táblázatban és a 4. 

ábrán foglaltuk össze. A PCR módszer során két lépésben készítettük el a pontmutációkat 

tartalmazó fertőzőképes klónokat. Az MP/S28A és MP/S28D klónokhoz a pRs3 5’ végi 

szakaszát az 57 és 420 számú primerpárokkal emeltük ki (PCR kondíciók: 95 ºC 5 perc, 30 

ciklus 95 ºC 30 másodperc, 55 ºC 30 másodperc, 72 ºC 1 perc, majd 72 ºC 10 perc), míg a 

fertőzőképes klón hosszabb, pontmutációkat tartalmazó 3’ végi szakaszát az MP/S28A esetében 

418 és 43, és az MP/S28D esetében 419 és 43 primerpárokkal amplifikáltuk (PCR kondíciók: 

95 ºC 5 perc, 30 ciklus 95 ºC 30 másodperc, 55 ºC 30 másodperc, 72 ºC 6 perc, majd 72 ºC 10 

perc). A két szakaszt egy átfedő (overlap) PCR segítségével kapcsoltuk össze az 57 és 43 

primerek segítségével (PCR kondíciók: 95 ºC 5 perc, 30 ciklus 95 ºC 30 másodperc, 60 ºC 30 

másodperc, 72 ºC 1 perc, majd 72 ºC 10 perc) (4A ábra).  

Az MP/S120A és MP/S120D klónokhoz a pRs3 5’ végi szakaszát az 57 és 423 számú 

primerpárokkal emeltük ki (PCR kondíciók: 95 ºC 5 perc, 30 ciklus 95 ºC 30 másodperc, 55 ºC 

30 másodperc, 72 ºC 2 perc, majd 72 ºC 10 perc), míg a fertőzőképes klón hosszabb, 

pontmutációkat tartalmazó 3’ végi szakaszát az MP/S120A esetében a 421 és 43, az MP/S120D 

esetében a 422 és 43 primerpárokkal amplifikáltuk (PCR kondíciók: 95 ºC 5 perc, 30 ciklus 95 

ºC 30 másodperc, 55 ºC 30 másodperc, 72 ºC 6 perc, majd 72 ºC 10 perc). A két szakaszt overlap 

PCR segítségével kapcsoltuk össze az 57 és 43 primerek segítségével (PCR kondíciók: 95 ºC 5 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1
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perc, 30 ciklus 95 ºC 30 másodperc, 60 ºC 30 másodperc, 72 ºC 1 perc, majd 72 ºC 10 perc) 

(4B ábra). A PCR termékeket 1%-os agaróz gélen ellenőriztük, majd High-Pure Roche 

Purification Kit-tel (Roche) tisztítottuk. A PCR termékeket ezután pGEM® T-Easy vektorba 

ligáltuk és E. coli DH5α baktériumtörzsbe transzformáltuk. A baktérium kolóniákból 

miniprepet készítettünk, és az inzert meglétét EcoRI, a mutáció meglétét BglII és SacI 

restrikciós enzimekkel ellenőriztük. A mutáns klónok teljes szekvenciájának ellenőrzését 

nukleotid sorrend meghatározással (Biomi Kft., Gödöllő) végeztük el. 

1. táblázat. Az alkalmazott oligonukleotidok nukleotid szekvenciája. A bevitt restrikciós enzim hasító helyeket 

dőlt betűvel, a pontmutációt kódoló kodonokat félkövér kiemeléssel jelöltük. 

Ref. 

szám 

Név Nukleotid szekvencia (5’-3’) 

57 CMV RNA3 for GGCTGCAGTAATACGACTCACTATAGTAATCTTACCAC 

418 MP/S28A for GGAGATCTTATTTGCCCCTGAAGCCATTAAGAAAATGGC 

419 MP/S28D for GGAGATCTTATTTGACCCTGAAGCCATTAAGAAAATGGC 

420 MP/S28AD rev GGAGATCTTTTGAAGATCGTCAGACGTATCCGCTGAGG 

421 MP/S120A for GGGAGCTCGCTCCCATAGATGGGCAATGCGTTTCG 

422 MP/S120D for GGGAGCTCGATCCCATAGATGGGCAATGCGTTTCG 

423 MP/S120AD 

rev 

GGGAGCTCCTTGTCGCCTAGATCAGCTAAGTAAATTCTCAA 

43 CMV uni 3’ rev GCCGGATCCCTAAAGACCGTTAACCACCTGC 

463 MP SacI for GGGAGCTCATGGCTTTCCAAGGTACCAGT 

464 MP-eGFP rev CGCCCTTGCTCACCATAAGACCGTTAACCACCTGC 

465 MP-eGFP for GTGGTTAACGGTCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGG 

466 eGFP BamHI 

rev 

CCGGATCCTCACTTGTACAGCTCGTCCATG 

493 CMVMP pET 

for 

GGCATATGGCTTTCCAAGGTACCAGTAG 

273 CMVMP pET 

rev 

GCCGGATCCCTAAAGACCGTTAACCACCTGC 

AktinF Cap. aktin for AGGGATGGGTCAAAAGGATGC 

AktinR Cap. aktin rev GAGACAACACCGCCTGAATAGC 
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4. ábra. Az A) MP/S28A, MP/S28D, és B) MP/S120A, MP/S120D fertőzőképes klónok előállításának sematikus 

ábrája. A nyilak a primereket, míg a fekete téglalapok a bevitt restrikciós hasítóhelyeket jelölik. 

4.2.2.2. Vad típusú és mutáns klónok készítése fehérje expresszióhoz 

A vad típusú és mutáns mozgási fehérjéket PCR módszerrel emeltük ki az 493 és 273 

primerekkel (1. táblázat) templátként az előző alfejezetben bemutatott fertőzőképes klónokat 

használva (pRs3, MP/S28A). A PCR-t a következő kondíciókkal végeztük: előzetes denaturálás 

95 ºC-on 5 perc, majd a 30-szor ismétlődő szakaszban 95 ºC 30 másodperc, 50 ºC 30 másodperc, 
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72 ºC 3 perc, majd egy végső lánchosszabbítás 72 ºC 10 perc. A PCR termékeket 1%-os agaróz 

gélen ellenőriztük, majd High-Pure Roche Purification Kit-tel tisztítottuk. A PCR termékeket 

ezután pGEM® T-Easy vektorba ligáltuk, majd az NdeI és BamHI restrikciós enzimeket 

használva szubklónoztuk pET28a expressziós vektorba, és transzformáltuk E. coli DH5 

baktériumtörzsbe. Miniprepek készítése és ellenőrzése után az MP-t tartalmazó plazmidokat E. 

coli BL21DE3 baktériumtörzsbe transzformáltuk (Rs-CMV MP pET, MP/S28A pET). A 

baktérium kolóniákból miniprepet készítettünk, és az inzert meglétét NdeI és BamHI restrikciós 

enzimekkel ellenőriztük. A mutáns klónok teljes szekvenciájának ellenőrzését nukleotid 

sorrend meghatározással (Biomi Kft., Gödöllő) végeztük el. 

4.2.2.3. Vad típusú és mutáns klónok készítése sejten belüli lokalizáció vizsgálatához 

A sejten belüli lokalizáció vizsgálatához eGFP-t kapcsoltunk közvetlenül a vad típusú 

és mutáns MP C-terminális végéhez overlap PCR módszerrel. A PCR során az előzőleg 

elkészített mutáns klónokat használtuk templátként (pRs3, MP/S28A, MP/S28D). A PCR 

módszer során két lépésben készítettük el a konstrukciókat (CMV MP-eGFP, MP/S28A-eGFP, 

MP/S28D-eGFP). Első lépésként a CMV RNS3 klónok 5’ végi szakaszát (ami az 5’ nem kódoló 

régiót és az MP-t tartalmazta) a 463 és 464 számú primerekkel emeltük ki (PCR kondíciók: 95 

ºC 5 perc, 30 ciklus 95 ºC 30 másodperc, 60 ºC 30 másodperc, 72 ºC 1 perc, majd 72 ºC 10 

perc), míg a GFP szakaszt az eGFP klónból a 465 és 466 primerekkel amplifikáltuk (PCR 

kondíciók: 95 ºC 5 perc, 30 ciklus 95 ºC 30 másodperc, 60 ºC 30 másodperc, 72 ºC 1 perc, majd 

72 ºC 10 perc). A két szakaszt overlap PCR segítségével kapcsoltuk össze az 463 és 466 

primerek segítségével (PCR kondíciók: 95 ºC 5 perc, 30 ciklus 95 ºC 30 másodperc, 65 ºC 30 

másodperc, 72 ºC 2 perc, majd 72 ºC 10 perc) (5. ábra). Az így kapott 1569 nt hosszúságú PCR 

termékeket 1%-os agaróz gélen futtattuk, majd High-Pure Roche Purification Kit-tel 

tisztítottuk. A PCR termékeket ezután pGEM® T-Easy vektorba ligáltuk és E. coli DH5α 

baktériumtörzsbe transzformáltuk. A baktérium kolóniákból miniprepet készítettünk, és az 

inzert meglétét EcoRI restrikciós enzimmel ellenőriztük. A fúziós klónok teljes nukleotid 

sorrendjét ellenőriztük (Biomi Kft., Gödöllő). A klónokat ezután SacI és BamHI emésztéssel 

pBin61 bináris vektorba klónoztuk és újra E. coli baktériumba transzformáltuk. Újabb miniprep 

készítés és ellenőrző emésztés után a klónokat A. tumefaciens C53C1 törzsbe transzformáltuk. 

A klónokat miniprep készítés után restrikciós enzimekkel való emésztéssel ellenőriztük. 
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5. ábra. A sejten belüli lokalizációhoz használt klónok (CMV MP-eGFP, MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP) 

előállításának sematikus ábrája. A nyilak a primereket, míg a fekete téglalapok a bevitt restrikciós hasítóhelyeket 

jelölik. 

4.2.3. Fehérje expresszió E. coli BL21DE3 baktériumtörzsben, Western blot 

Az elkészült konstrukciókat (Rs-CMV MP pET, MP/S28A pET) 50 ml folyékony LB 

táptalajban inkubáltuk 37 ºC-on, ameddig a baktériumoldat optikai denzitása 600 nm 

hullámhosszon (OD600) el nem érte a 0,75-ös értéket. Ezután 100 mM isopropyl β-d-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) hozzáadása után a baktériumszuszpenziót 37 ºC-on 2 órán át 

inkubáltuk. A baktériumszuszpenziókból 1–1 ml szétmérés és centrifugálás után a baktérium 

pelletet 50 µL Laemmli-pufferben oldottuk vissza (62,5 mM Tris-HCl pH: 6,8, 2,5% SDS, 

0,002% brómfenolkék, 5% β-merkaptoetanol, 10% glicerol), majd forralással tártuk fel a 

fehérjéket. 

Az expresszált fehérjék foszforilációját Western blot módszer segítségével ellenőriztük. 

Denaturálás után (forralás 5 percig) SDS-tartalmú, 12%-os poliakrilamid gélben elválasztottuk 

a fehérjéket (80 V, kb. 150 perc), majd nitrocellulóz membránra blottoltuk (GE Healthcare Bio-

Sciences) (200 mA, kb. 90 perc). Az immunreakció során a blokkoláshoz Western Blocker 

Solution oldatot (Sigma), elsődleges ellenanyagként anti-foszfoszerin IgG ellenanyagot 

(Qiagen), másodlagos ellenanyagként pedig HRP-konjugált anti-egér IgG-t (Agrisera) 

alkalmaztunk. Az előhíváshoz PierceTM ECL Western Blotting Substrate-ot (Thermo Scientific) 

használtunk.  
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4.2.4. In vitro RNS transzkripció, növényfertőzés és viriontisztítás 

A vad típusú és pontmutációt tartalmazó fertőzőképes klónokat, valamint az RNS1 és 

RNS2 klónokat (pRs1, pRs2, pRs3, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D) BamHI 

restrikciós enzimmel linearizáltuk. A transzkriptumok szintéziséhez T7 RNS-polimerázt 

használtunk (SZILASSY és mtsai., 1999). Az in vitro transzkripcióhoz 1 µg linearizált templátot, 

50 mM ATP-t, UTP-t és CTP-t, 6,25 mM GTP-t, 50 mM CAP-ot (7-metil-guanozin sapka), 50 

u T7 RNS-polimerázt, 50 u RiboLock RNáz-inhibitort adtunk. Tizenöt perc 37 ºC-os inkubálást 

követően 25 mM GTP-t adtunk a mintákhoz, majd további egy órán keresztül 37 ºC-on 

inkubáltuk. A transzkripció eredményét 1%-os agaróz gélen elválasztva ellenőriztük. 

Az elkészült transzkriptumokkal N. benthamiana növényeket fertőztünk úgy, hogy az 

inokulum egyenlő arányban tartalmazott RNS1, RNS2, valamint vad típusú vagy mutáns RNS3 

in vitro transzkriptumokat. Az elegyhez karborundumot tartalmazó inokuláló puffert adtunk (25 

mM glicin, 15 mM K2HPO4, 0,5% bentonit, 0,5% cellit), és üvegspatulával mechanikai úton 

inokuláltuk a 4–6 leveles növények leveleit. 

Három héttel az inokulálás után a fertőzött növények tüneteket mutató fiatal levelekből 

virionokat tisztítottunk Lot és mtsai. (1972) módszere szerint. Száz g növényi részt 

homogenizáltunk Na3-citrát puffer (0,5 M Na3-citrát (pH: 6,5), 0,1% tioglikolsav, 0,5 M EDTA 

(pH: 8) és kloroform 1:1 arányú keverékében. Centrifugálás után (4 ºC, 10 perc, 1890 RCF) a 

vizes fázishoz 10%-os PEG 6000 adtunk, majd 15 perc keverés és 30 perc pihentetés után újabb 

centrifugálást követően (4 ºC, 30 perc, 5750 RCF) a pelletet visszaoldottuk 0,5 mM borát puffer 

(pH: 9) és 2% Triton X oldatában. Újabb centrifugálás után (4 ºC, 10 perc, 5750 RCF) borát 

puffer és Triton X keverékében 2,5 órát ultracentrifugáltuk 85 000 RCF-en, 4 ºC-on. A pelletet 

borát pufferben oldottuk vissza.  

4.2.5. Tesztnövények fertőzése  

A tesztnövényes kísérletekhez tisztított viriont használtunk 10 µg/ml koncentrációban. 

A mechanikai fertőzést inokuláló puffer (25 mM glicin, 15 mM K2HPO4, 0,5% bentonit, 0,5% 

cellit) és karborundum felhasználásával végeztük el. A N. tabacum cv. Xanthi-nc és C. murale 

növényeket négyleveles korban, míg az uborka szikleveleit a fiatal szisztemikus levelek 

megjelenése előtt fertőztük. A növényeket hosszúnappalos hőmérséklet-, és fényviszonyok 

között tartottuk és öt héten keresztül monitoroztuk a megjelenő tüneteket. A fertőzéses 
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kísérletekben negatív kontrollként használt növényeket inokuláló pufferrel és karborundummal 

inokuláltuk. 

4.2.6. RNS kivonás, cDNS készítés, RT-PCR 

A mutációk stabilitásának ellenőrzéséhez RNS kivonást végeztünk a fertőzött növények 

(N. benthamiana, N. tabacum cv. Xanthi-nc, C. sativus) nem inokulált leveleiből. A kivonáshoz 

SV Total RNA Isolation Kit-et (Promega) használtunk a gyártó utasításainak megfelelően. 

cDNS készítése után PCR segítségével kiemeltük a teljes vad típusú és a pontmutációkat 

tartalmazó CMV MP-t az erre a szakaszra specifikus primerpár használatával (1. táblázat). Az 

amplifikált DNS szakaszokat High Pure PCR Product Purification Kit-tel tisztítottuk, és 

szekvencia analízis során ellenőriztük a létrehozott mutációk stabilitását.  

4.2.7. Western blot, press blot  

A Western blothoz a N. tabacum cv. Xanthi-nc növények felső, nem inokulált leveleiből 

20 mg növényi anyagot Laemmli-pufferben homogenizálva fehérjekivonatokat készítettünk, 

amelyeket akrilamid gélelektroforézis előtt 95 ºC-on 5 percen keresztül denaturáltunk. Ezután 

a mintákat 1 perc jégen hűtés után lecentrifugáltuk. A mintákat (1-10 l) 12%-os akrilamid 

gélen választottuk szét. A fehérjék mennyiségének ellenőrzéséhez Coomassie Brilliant Blue 

G250 fehérjefestéket használtunk. Az elektroforézist követően (80 V, kb 150 perc) a 

szétválasztott fehérjéket nitrocellulóz membránra kötöttük (200 mA, kb. 90 perc) és anti-CMV 

CP elsődleges ellenanyaggal, majd ALP-konjugált anti-nyúl IgG-vel (Agrisera) hibridizáltuk. 

A detektáláshoz AP Conjugate Substrate Kit-et (Bio-Rad) használtunk. 

A press blot vizsgálathoz az uborka szikleveleket 10 nappal az inokulálástkövetően 

begyűjtöttük, majd steril pengével a színi oldalukat a levél egész felületén finoman 

megsértettük, és a vágott felszínükkel nitrocellulóz membránra helyeztük. Nyomás kifejtésével 

a növényi nedvet a nitrocellulóz membránra préseltük, majd azt megszárítottuk, és anti-CMV 

CP elsődleges, valamint ALP-konjugált anti-nyúl másodlagos ellenanyaggal hibridizáltuk. A 

detektáláshoz AP Conjugate Substrate Kit-et használtunk. 

4.2.8. Lokális léziók méretének elemzése 
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A C. murale növények inokulált leveleit három nappal fertőzést követően 

összegyűjtöttük, és szkennelve nagy felbontású képeket készítettünk róluk. Ezt követően 

ImageJ (1.52) program segítségével számszerűsítettük a nekrotikus léziók területi adatait. A 

kapott adatokat IBM SPSS Statistics 25 program használatával elemeztük. A normalitás 

vizsgálatot Kolmogorov-Smirnov teszttel és a ferdeség-csúcsosság vizsgálatával, míg a 

variancia homogenitás vizsgálatot Levene-teszttel végeztük el. A szignifikáns különbségek 

megállapításához egyirányú ANOVA módszert használtunk Games-Howell post hoc teszttel 

kiegészítve. 

4.2.9. Agrobacterium-közvetített tranziens génexpresszió 

A baktérium kultúrákat rifampicin és kanamycin tartalmú LB táptalajba oltottuk, majd 

16 órán át inkubáltuk és rázattuk 28 ºC-on. A felszaporodott baktérium kultúrákat 

centrifugáltuk, majd 0,01 M MgCl2-ot és acetosyringone-t tartalmazó MES pufferben 

visszaoldottuk. Spektrofotométerrel 600 nm-en megmértük a minták optikai denzitását (OD600), 

majd a következő koncentrációt beállítva mértük össze a kívánt baktériumszuszpenziókat: a 

mindegyik mintához hozzáadott P19 szupresszor fehérjét (JAY és mtsai., 2023) 0,2-es, a GFP-

hez kötött vad típusú és mutáns MP mintákat 0,4-es OD600 értékkel használtuk. Az összemért 

baktériumszuszpenziókat fecskendő segítségével infiltráltuk N. benthamiana és N. tabacum cv. 

Xanthi-nc növények leveleinek fonákjába. 

4.2.10. Konfokális lézer-pásztázó mikroszkópia 

Az MP lokalizációt az agroinfiltrálást követően 24–48 órával dokumentáltuk. A képeket 

HC PL APO CS2 40x/1.10 víz-immerziós objektívvel készítettük. Az anilinkék festék 

gerjesztéséhez 405 nm, az eGFP gerjesztéséhez pedig 488 nm hullámhosszú lézerfényt 

alkalmaztunk; az anilinkék detektálása 410–480 nm, az eGFP detektálása 490–530 nm 

hullámhosszú tartományban történt. A vizsgálatokhoz Leica TCS SP8 konfokális lézer-

pásztázó mikroszkópot használtunk. 

A PD-ben található kallóz jelöléséhez anilinkék festéket használtunk. Ehhez a leveleket 

0,1%-os anilinkék oldat és 1 M glicin (pH: 9,5) 2:3 arányú keverékével, fecskendő segítségével 

festettük meg közvetlenül a további kísérletek előtt 10 perccel. A plazmolízis kísérletekhez a 

dokumentálni kívánt levélszöveteket 10%-os NaCl oldatba áztattuk közvetlenül a 

mikroszkópos képek elkészítése előtt. 



31 

 

V. Eredmények 

5.1. A CMV MP in silico analízise 

A vírus fehérjék funkcióit a poszttranszlációs módosítások (a leggyakoribb 

foszforilációt is beleértve) jelentősen befolyásolhatják, azonban a CMV MP esetén ide 

vonatkozó adat jelenleg nem elérhető. Ezért először online foszforilációs hely predikciós 

programokkal elvégeztük a CMV MP lehetséges foszforilációs helyeinek meghatározását. A 

NetPhos 3.1 szoftver számos lehetséges foszforilációs helyet jelölt ki az Rs-CMV MP aminosav 

sorrendjében, amelyek közül 21 Ser, 12 Thr és 6 Tyr aminosav volt (2. táblázat). 

2. táblázat. A NetPhos 3.1 online foszforilációs hely predikciós program által küszöbérték feletti (>0,5) értékkel 

rendelkező Rs-CMV MP aminosavak felsorolása. A táblázat tartalmazza az aminosav pozícióját (#); az aminosav 

típusát (S: szerin, T: treonin, Y: tirozin); a 9 aminosav hosszúságú szakaszt, amelyben az elhelyezkedik; a program 

által számolt foszforiláció valószínűségének mértékét; és a foszforilációban részt vevő lehetséges kináz típusát 

(ATM: ATM kináz, cdc2: ciklinfüggő-protein-kináz-2, CKII: kazein kináz 2, DNAPK: DNS-függő protein kináz, 

EGFR: EGFR tirozin kináz, INSR: inzulin-receptor tirozin kináz, PKA: protein kináz A, PKC: protein kináz C, 

PKG: protein kináz G, RSK: riboszómális S-6 kináz, unsp: nem specifikus predikció). 

# Aminosav Szekvencia Érték Kináz # Aminosav Szekvencia Érték Kináz

6 T AFQGTSRTL 0,728 unsp 174 T YTGTTASVC 0,511 cdc2

7 S FQGTSRTLT 0,515 cdc2 176 S GTTASVCSN 0,746 PKC

11 T SRTLTQQSS 0,614 unsp 186 S QARFSSKNN 0,980 unsp

11 T SRTLTQQSS 0,587 DNAPK 186 S QARFSSKNN 0,880 PKC

15 S TQQSSAATS 0,523 cdc2 187 S ARFSSKNNN 0,790 PKA

18 T SSAATSDDL 0,842 unsp 187 S ARFSSKNNN 0,568 PKG

19 S SAATSDDLQ 0,889 unsp 192 Y KNNNYTHIA 0,827 unsp

19 S SAATSDDLQ 0,575 CKII 192 Y KNNNYTHIA 0,567 INSR

28 S KILFSPEAI 0,972 unsp 193 T NNNYTHIAA 0,503 PKC

37 T KKMATECDL 0,582 unsp 212 T LAEQTKPSA 0,783 unsp

54 S DNAISVRPL 0,759 unsp 223 S RLLKSQLNN   0,546 ATM

69 S GRIASFFKS 0,796 PKC 223 S RLLKSQLNN   0,517 cdc2

69 S GRIASFFKS 0,563 RSK 231 S NIESSQYLL   0,648 DNAPK

73 S SFFKSGYDV 0,928 unsp 231 S NIESSQYLL   0,548 PKA

75 Y FKSGYDVGE 0,713 unsp 233 Y ESSQYLLTN   0,656 unsp

75 Y FKSGYDVGE 0,522 INSR 236 T QYLLTNAKI   0,825 PKC

85 Y CSKGYMSVP 0,920 unsp 246 S QNARSESED   0,986 unsp

87 S KGYMSVPQV 0,512 PKA 246 S QNARSESED   0,623 CKII

100 S TRTVSTDAE 0,833 unsp 248 S ARSESEDLN   0,789 unsp

101 T RTVSTDAEG 0,579 CKII 248 S ARSESEDLN   0,552 CKII

120 S DKELSPIDG 0,997 unsp 255 S LNVESPPAA   0,509 cdc2

120 S DKELSPIDG 0,520 cdc2 263 S AIGSSSASR   0,584 PKC

144 Y FQPTYDCPM 0,750 unsp 264 S IGSSSASRS   0,978 unsp

150 T CPMETVGNR 0,611 PKC 264 S IGSSSASRS   0,530 cdc2

167 Y ERHGYIGYT 0,540 EGFR 266 S SSSASRSEA   0,997 unsp

171 T YIGYTGTTA 0,544 cdc2 266 S SSSASRSEA   0,528 CKII

173 T GYTGTTASV 0,713 PKC
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A NetPhos 3.1 program nem csak növényi, de humán és állati kinázokat is vizsgál, 

ezeket a további vizsgálatainknál nem vettük számításba. Két növényi kinázok által 

foszforilálódó Ser aminosavat választottunk ki a legnagyobb valószínűséggel foszforilálódó 

helyek közül a CMV MP 28. és a 120. pozíciójában (Ser28, Ser120) (6. ábra). 

 

6. ábra. Az Rs-CMV MP aminosav sorrendjében található Ser, Tyr és Thr aminosavak potenciális 

foszforilálhatóságának vizsgálata NetPhos 3.1 programban. A 28. és 120. aminosavakat csillaggal jelöltük. A 

vízszintes lila csík a 0,5-ös küszöbértéket jelöli. 

5.2. A CMV MP foszforilálódik E. coli baktériumban 

Az in silico azonosított foszforilációs helyek valószínűsítik az adott pozícióban 

elhelyezkedő Ser foszforilációját, amit egy esetben, E. coli baktériumban expresszált vad típusú 

(Rs-CMV MP) és a nem foszforilált állapotot modellező S28A pontmutációt tartalmazó MP 

(MP/S28A) vizsgálatával erősítettünk meg. A fehérje expresszió az MP-t expresszáló 

konstrukciók LB táptalajban való 37 ºC-os inkubálása során történt. A konstrukciókat 

tartalmazó baktériumszuszpenziókat a 0,75 OD600 érték eléréséig folyékony táptalajban 

szaporítottuk, ekkor 100 mM IPTG hozzáadásával indukáltuk a fehérjeexpressziót, majd két 

órán keresztül inkubáltuk a kultúrát 37 ºC-on.  

A két expresszált, egyetlen aminosavban eltérő mozgási fehérje foszforiláltsága közti 

különbségeket Western blot segítségével vizsgáltuk. Foszfoszerin ellenanyaggal való 

hibridizálás után megállapítottuk, hogy az MP/S28A fehérje (ahol a 28-as aminosav stabilan 

nem foszforilált állapotban van, szemben a vad típusú Ser aminosavval, ami foszforilálódhat) 
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szignifikánsan kisebb mértékben hibridizált a foszfoszerin ellenanyaggal, mint a vad típusú MP 

(7. ábra). Az MP/S28A fehérje esetén azért figyelhető meg gyenge jelölődés, mert a fehérje 

más aminosavai is foszforilálódhatnak. A Coomassie festés bizonyította, hogy a két fehérje 

expressziójának szintjében nincsen lényeges különbség. Ezek alapján megállapítottuk, hogy a 

Ser28 aminosav valóban foszforilálódik E. coli baktériumban expresszált CMV MP esetén, 

tehát a NetPhos 3.1 program által valószínűsített foszforilációt in vivo igazoltuk. 

 

7. ábra. Az E. coli baktériumban expresszált vad típusú és mutáns CMV MP foszforiláltságának vizsgálata Western 

blot módszerrel. A) Foszfoszerin ellenanyaggal hibridizált Rs-CMV MP és MP/S28A vizsgálata. A felhasznált 

fehérjék mennyiségének ellenőrzéséhez Coomassie festést alkalmaztunk. B) A kapott fehérjék jelerőssége közti 

különbségeket a Coomassie értékkel korrigálva ábrázoltuk. Az oszlopdiagramok a mért értékek átlagát és szórását 

jelölik. 

5.3. Rs-CMV, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D mutáns 

vírusok fertőzése transzkriptummal, viriontisztítás 

 Az MP Ser28 és Ser120 foszforiláció vírusfertőzés során betöltött szerepének 

vizsgálatához, pontmutációval mindkét pozícióban a szerin aminosavat alaninra és 

aszparaginsavra cseréltük. Az Ala egy kis méretű, apoláros (töltéssel nem rendelkező) 

aminosav, amely nem képes foszforilálódni, így jól modellezhető vele a nem foszforilált állapot 

(MP/S28A, MP/S120A), míg az Asp aminosav a negatív töltés miatt ideális a foszforilált állapot 

modellezésére (MP/S28D, MP/S120D). Ezeket a pontmutációkat az Rs-CMV törzs 3-as RNS-

ének fertőzőképes klónjába illesztettük, és a későbbiekben ezekkel a klónokkal dolgoztunk. 

Kontroll fertőzésekhez a vad típusú RNS3 klónt használtuk. 

 Az elkészült konstrukciók fertőzőképességét N. benthamiana növényeken teszteltük. A 

fertőzőképes klónokból (Rs-CMV, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, MP/S120D) 
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transzkriptumokat készítettünk, amelyeket karborundumot tartalmazó inokuláló pufferben, 

RNS1 és RNS2 transzkriptumok hozzáadásával használtunk a növények inokulálására. 

Tizennégy nappal a fertőzés után megfigyeltük a tüneteket a fertőzött N. benthamiana növények 

fiatal, nem fertőzött levelein. Mindegyik klón esetén levéldeformációt és mozaikos 

levéltüneteket figyeltünk meg, amivel sikeresen igazoltuk a konstrukciók fertőzőképességét a 

pontmutációk ellenére. A növényekből mintákat gyűjtöttünk, amelyekből RT-PCR módszerrel 

kimutattuk a vírus jelenlétét, majd a PCR termék nukleinsav sorrendjét meghatározva igazoltuk, 

hogy a mutációk a fertőzés során stabilak voltak két héttel a fertőzés után is. A nukleotid sorrend 

ellenőrzése után nagyobb mennyiségű (100 g) növénymintát szedtünk és viriont tisztítottunk, 

hogy a további gazdanövény kísérleteinket már azonos koncentrációban jelen lévő virionokkal 

végezhessük. 

5.4. Lokális és szisztemikus tünetek jellemzése vad típusú és MP-

mutáns CMV–vel fertőzött növényeken 

5.4.1. Az MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A és MP/S120D és Rs-CMV 

mutánsok szisztemikus tünetei dohánynövényen (N. tabacum cv. Xanthi-nc) 

A vad típusú és mutáns CMV virionokkal (Rs-CMV, MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, 

MP/S120D) N. tabacum cv. Xanthi-nc tesztnövényeket fertőztünk a szisztemikus tünetek közti 

különbségek vizsgálatához. Négy nappal a fertőzés után az Rs-CMV-vel fertőzött 

dohánynövények fiatal levelein szisztemikus mozaikot és enyhe levél deformációt figyeltünk 

meg, ami a napok előrehaladtával egyre erősebb tünetekhez vezetett. Az MP/S120A és 

MP/S120D mutánsok szintén hasonló tüneteket okoztak, de a vad típusú CMV-hez képest a 

tünetek egy nappal később jelentkeztek a fertőzött növényeken. Az MP/S28A és MP/S28D 

mutánsokkal fertőzött tesztnövényeken ezzel szemben jóval gyengébb tüneteket figyeltünk 

meg. A fertőzést követő ötödik napon, amikor a vad típusú CMV-vel és a 120. aminosavnál 

módosított mutánsokkal fertőzött növények már jellegzetes szisztemikus tüneteket mutattak, az 

MP/S28A és MP/S28D mutánsokkal fertőzött növények fiatal levelein csak érkivilágosodást 

figyelhettünk meg (8. ábra). 
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8. ábra. Szisztemikus tünetek N. tabacum cv. Xanthi-nc növényeken 5 nappal az inokulálást követően. 

A vírusterjedés molekuláris vizsgálatához az inokulálást követő 3–6 napon keresztül 

levélkorongnyi mintákat vettünk az inokulált tesztnövények fiatal, nem fertőzött leveleiből. 

Ezeket a mintákat felhasználva Western blot analízissel hasonlítottuk össze a vad típusú és 
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mutáns CMV vírusok növényen belüli terjedését, CMV CP elsődleges ellenanyag 

használatával. Az Rs-CMV esetében a vírus jelenléte már három nappal a fertőzést követően 

nagy mennyiségben kimutatható volt a fiatal, nem inokulált levelekből. A 120. aminosav 

mutánsokkal (MP/S120A, MP/S120D) fertőzött növényekből bár kimutatható volt a vírus 

jelenléte az inokulálást követő harmadik napon, de a vad típusú CMV-re jellemző vírus 

akkumuláció mértékét csak egy nappal később, a fertőzést követő 4. napon érte el. A 28. 

aminosav mutánsokkal (MP/S28A, MP/S28D) a vírus akkumuláció még később, az ötödik 

napon volt megfigyelhető (9. ábra). Eredményeink alapján megállapíthatjuk, hogy a 

tünetmegjelenés erősségében és idejében szabad szemmel megfigyelt különbségeket 

molekuláris módszerekkel is sikerült alátámasztanunk. A gyengébb tüneteket okozó MP/S28A 

és MP/S28D mutánsok esetében jelentősen lassabb vírus akkumulációt mutattunk ki. A 

mutációk stabilitását 10 nappal a fertőzés után végzett RT-PCR és az azt követő nukleotid 

sorrend analízis igazolta. 

9. ábra. A vírus akkumuláció molekuláris vizsgálata vad típusú és mutáns CMV-vel fertőzött N. tabacum cv. 

Xanthi-nc növényekről vett levélmintákból. A) Western blot analízist végeztünk a fiatal, nem inokulált levelekről 

gyűjtött levélminták felhasználásával a fertőzést követő 3-6 napos időintervallumban (3–6 dpi). A vírus 

detektálásához CMV CP elsődleges ellenanyagot használtunk. A felhasznált fehérjék mennyiségének 
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ellenőrzéséhez Coomassie festést alkalmaztunk. B) A Western blot analízis során megfigyelt és CMV CP 

ellenanyaggal kimutatott vírus akkumuláció időbeli eloszlása közti különbségek ábrázolása. A kapott eredmények 

átlaga közti különbségeket és a szórásokat oszlopdiagramion ábrázoltuk a 6 dpi (érték: 1,0) akkumulációhoz 

viszonyítva. 

 

5.4.2. Az MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A és MP/S120D mutánsok által 

okozott szisztemikus tünetek vizsgálata uborka növényen (C. sativus) 

A szisztemikus tünetek kialakulását a CMV egy gazdaságilag fontos gazdanövényén, 

uborkán (C. sativus) is megvizsgáltuk. Tíz nappal a fertőzést követően a vad típusú Rs-CMV-

vel fertőzött növény inokulált sziklevelein nagy nekrotikus léziókat, fiatal levelein pedig 

szisztemikus mozaikot és levéldeformációt figyeltünk meg. Az MP/S120A és MP/S120D 

mutánsokkal fertőzött uborkákon az Rs-CMV-hez hasonló tünetek jelentek meg, kisebb 

nekrotikus léziókkal a szikleveleken. A 28. aminosav mutánsok (MP/S28A és MP/S28D) 

esetében nem alakultak ki sem lokális, sem szisztemikus tünetek (10. ábra). 
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10. ábra. Szisztemikus tünetek uborkán (C. sativus) 10 nappal az inokulálás után. A szikleveleken kialakult 

szisztemikus léziókat fehér nyilakkal jelöltük.  

A tünetek között megfigyelt különbségeket molekuláris módszerekkel is megvizsgáltuk. 

Az inokulált sziklevelekből press blot hibridizációval, míg a nem inokulált fiatal levelekből 

Western blot és RT-PCR segítségével vizsgáltuk a vírus terjedését. A hibridizációkat CMV CP 

ellenanyaggal végeztük el mind a press blot, mind a Western blot esetében. Az RT-PCR-rel a 

CP-t kódoló génszakasz egy darabját amplifikáltuk, belső kontrollként pedig aktin génszakaszt 

célzó primereket használtunk (1. táblázat). Megállapítottuk, hogy amíg az Rs-CMV és az 
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MP/S120A és MP/S120D mutánsok mind az inokulált sziklevelekből, mind a szisztemikus 

levelekből kimutathatóak, addig az MP/S28A és MP/S28D mutánsok egyáltalán nem 

detektálhatóak a növényben (11. ábra). 

 

11. ábra. A vírus akkumulációjának molekuláris vizsgálata vad típusú és mutáns CMV-vel fertőzött uborkán (C. 

sativus). A) Az inokulált sziklevelek press blot analízise CMV CP elsődleges ellenanyaggal 10 nappal a fertőzés 

után. B) A fiatal, nem inokulált levelek vizsgálata Western blot és RT-PCR segítségével. A minták integritását és 

mennyiségét Western blotnál Coomassie fehérje festéssel, RT-PCR-nél egy aktin génszakasz amplifikálásával 

végeztük el. 

5.4.3. Az MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A és MP/S120D mutánsok által 

kiváltott lokális tünetek vizsgálata kőfali libatopon (C. murale) 

A vad típusú és MP mutáns CMV-k között tünetbeli különbségeket a CMV egyik lokális 

léziós gazdanövényén is megvizsgáltuk. A fertőzést követő negyedik napon a vad típusú CMV-

vel fertőzött C. murale növények inokulált levelein nagyméretű lokális léziókat figyeltünk meg, 

hasonlóan a 120. aminosav mutánsokkal (MP/S120A, MP/S120D) inokulált növényekhez. Az 
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MP/S28A és MP/S28D mutánsokkal inokulált leveleken ugyanekkor csak apró, tűhegy méretű 

léziókat figyeltünk meg, amelyek a későbbiekben sem lettek nagyobbak (12. ábra). 

 

12. ábra. Lokális léziós tünetek kőfali libatop (C. murale L.) inokulált levelein 4 nappal a vírusfertőzés után. 

A kialakult léziók közti méretbeli különbség igazolásához számszerűsítettük és 

statisztikai módszerekkel elemeztük az inokulált leveleken található léziók területét. A vizsgált 

levelek szkennelése és a léziók területének számszerűsítése után szignifikáns különbségeket 
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állapítottunk meg a vírusok által kiváltott tünetek között (p<0,0001). Az MP/S120D mutáns 

által okozott léziók mérete nem tért el szignifikánsan a vad típus által okozott lézióktól. Az 

MP/S120A, MP/S28A és MP/S28D mutánsok egymástól, és a vad típustól is szignifikánsan 

eltérő méretű léziókat okoztak az inokulált leveleken (13. ábra), így a vizuális 

megfigyeléseinket statisztikai vizsgálattal is igazoltuk. 

 

13. ábra. A vad típusú és mutáns CMV-vel fertőzött C. murale növények inokulált levelein megfigyelt nekrotikus 

léziók területének vizsgálata. A szignifikáns különbségek megállapításához egyirányú ANOVA módszert 

használtunk (p<0,0001) Games-Howell post hoc teszttel kiegészítve. Az oszlopdiagramot a mért értékek átlagát 

és a kapott szórást mutatja, valamint az egymástól szignifikánsan eltérő csoportokat különböző betűvel jelöltük.  

 

 

5.5. A vad típusú és mutáns CMV MP-k sejten belüli 

lokalizációjának vizsgálata 

5.5.1. A CMV MP 28. szerin aminosav mutációinak hatása az MP 

plazmodezma lokalizációjára 

A fertőzési kísérleteink során a legnagyobb különbséget a CMV MP 28. Ser 

aminosavának megváltoztatásánál tapasztaltuk, ezért megvizsgáltuk, hogy a S28A és S28D 
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pontmutáció befolyásolja-e az MP sejten belüli lokalizációját. Az MP elsődleges feladata a 

vírus sejtről-sejtre terjedésének elősegítése, így a vad típusú MP elsősorban a plazmodezmáknál 

lokalizálódik (NAVARRO és mtsai., 2019). Vizsgálatainkhoz a vad típusú és a pontmutációt 

tartalmazó (S28A és S28D) MP C-terminális végéhez GFP-t kapcsoltunk, majd agroinfiltrálás 

után konfokális lézer-pásztázó mikroszkóp segítségével közvetlenül vizsgáltuk a fehérjék sejten 

belüli lokalizációját. A N. benthamiana és N. tabacum cv. Xanthi-nc levelek epidermisz 

sejtjeiről készült mikroszkópos képeket az agroinfiltrálás után 24–48 órával készítettük. A 

GFP-hez kapcsolt vad típusú MP (MP-eGFP) mindkét növényben a sejtfal mentén, apró 

pontszerű alakzatban volt megfigyelhető (14. és 15. ábra). Az infiltrált szövetek anilinkékkel 

való festése után a MP lokalizációját jelző zölden fluoreszkáló pontok és a PD markerként 

használt kéken fluoreszkáló (az ábráinkon pirossal jelölt) pontok helyzete nagymértékű átfedést 

mutatott, amely egybevág a szakirodalmi adatokkal (BLACKMAN és mtsai., 1998; DING és 

mtsai., 1995; ITAYA és mtsai., 1997), alátámasztva ezzel a CMV MP PD lokalizációját. A GFP-

fúziós mutáns MP konstrukciók (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP) esetében szintén 

megfigyeltünk MP-PD kolokalizációt, de szignifikánsan kisebb mértékben, mint az MP-eGFP-

nél.  
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14. ábra. Agrobacterium-közvetített tranziens fehérje-expresszióval, N. benthamiana növény epidermisz sejtjeiben 

expresszált A) CMV MP-eGFP, B) MP/S28A-eGFP és C) MP/S28D-eGFP sejten belüli lokalizációja. A képeket 

konfokális lézer-pásztázó mikroszkóppal, 24-48 órával az agroinfiltrálás után készítettük. A GFP-fúziós fehérjéket 

zöld színnel, az anilinkék festéssel jelölt plazmodezmákat (PD) piros színnel jelöltük. Fehér nyilakkal jelöltük a 

GFP-fúziós vad típusú és mutáns MP-k lokalizációját. (Méretskála: 10 µm) 
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15. ábra. Agrobacterium-közvetített tranziens fehérje-expresszióval, N. tabacum cv. Xanthi-nc növény epidermisz 

sejtjeiben expresszált A) CMV MP-eGFP, B) MP/S28A-eGFP és C) MP/S28D-eGFP sejten belüli lokalizációja. 

A képeket konfokális lézer-pásztázó mikroszkóppal, 24-48 órával az agroinfiltrálás után készítettük. A GFP-fúziós 
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fehérjéket zöld színnel, az anilinkék festéssel jelölt plazmodezmákat (PD) piros színnel jelöltük. Fehér nyilakkal 

jelöltük a GFP-fúziós vad típusú és mutáns MP-k lokalizációját. (Méretskála: 10 µm) 

5.5.2. A CMV MP 28. szerin aminosav mutációinak hatása a MP 

plazmodezma lokalizációjára plazmolizált sejtekben 

Megfigyeléseink alátámasztására N. tabacum cv. Xanthi-nc plazmolizált sejtjein is 

elvégeztük a kísérletet, ahol a sejtfal és a plazmamembrán szétválik egymástól, így a 

plazmodezma lokalizáció még egyértelműbben megfigyelhető. Az agroinfiltrálást és az 

anilinkékkel való festést követően a sejteket 10%-os NaCl oldatban áztattuk, és konfokális 

lézer-pásztázó mikroszkóppal képeket késztettünk. A kísérlet során azt figyeltük meg, hogy a 

28. aminosav mutánsok (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP) esetében a zölden fluoreszkáló MP 

az összezsugorodott plazma membránnal együtt eltávolodott a sejtfaltól, és a zölden 

fluoreszkáló és kékkel festett (az ábráinkon pirossal jelölt) pontok már egyáltalán nem fedik 

egymást, szemben a vad típusú MP-eGFP-vel, ahol a MP-t és a PD-t jelző zöld és piros jelzés 

a plazmolizált sejtekben is kolokalizál (16. ábra). 
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16. ábra. Agrobacterium-közvetített tranziens fehérje-expresszióval, plazmolizált N. tabacum cv. Xanthi-nc 

epidermisz sejtekben expresszált A) CMV MP-eGFP, B) MP/S28A-eGFP és C) MP/S28D-eGFP sejten belüli 

lokalizációja. A képeket konfokális lézer-pásztázó mikroszkóppal, 24-48 órával az agroinfiltrálás után készítettük. 

A GFP-fúziós fehérjéket zöld színnel, az anilinkék festéssel jelölt plazmodezmákat (PD) piros színnel jelöltük. 

Fehér nyilakkal jelöltük a GFP-fúziós vad típusú és mutáns MP-k lokalizációját. Rövidítések: CW: sejtfal (cell 

wall), PM: plazma membrán (plasma membrane). (Méretskála: 10 µm)  

  



48 

 

VI. Következtetések 

Az MP foszforilációját már több vírus esetében is kimutatták (KARGER és mtsai., 2003; 

KAWAKAMI és mtsai., 1999; KIM és mtsai., 2014; KLEINOW és mtsai., 2009; SAMUILOVA és 

mtsai., 2013). Feltételezhető, hogy a foszforiláció folyamata kulcsszerepet játszik a növények 

vírusfertőzésében, ezért fontosnak tartottuk megvizsgálni a CMV MP foszforilációjának 

lehetséges hatását. A CMV MP foszforilációjáról korábban egy adat állt rendelkezésre. 

Matsushita és mtsai. (2002) kimutatták a 32P-ortofoszfát-CMV MP kapcsolódását 

transzgénikus, CMV MP-t expresszáló dohánynövényekben. A kutatás azt bizonyította, hogy a 

foszforiláció egy Ser aminosavnál történik, de a foszforiláció pontos helyét és szerepét nem 

határozták meg.  

 Munkánk során a CMV MP foszforilációs helyeinek in silico vizsgálata azt mutatta, 

hogy a 28. és 120. pozícióban lévő Ser aminosavak foszforilálhatóak lehetnek, ezért ezekben a 

pozíciókban pontmutációval Ala-ra és Asp-ra módosítottuk az MP szekvenciáját, hogy ezzel 

modellezhessük a nem foszforilált és a foszforilált állapotot. 

A MP foszforilációt és annak tünetkialakításra gyakorolt hatását korábban egy 

kutatócsoportnak sikerült bizonyítania. Az AbMV három foszforilálható aminosavának Ala és 

Asp mutánsaival (T221, S223, S250) fertőzve a vad típusnál gyengébb vagy látens tüneteket 

figyeltek meg dohánynövényen (N. benthamiana), mályván (Malva parviflora), csattanó 

maszlagon (Datura stramonium) és kopasz szilkesark (Nicandra physaloides) növényeken 

(KLEINOW és mtsai., 2009, 2020). Kísérleteinkben CMV MP vad típusú és mutáns fertőzőképes 

klónokkal tesztnövény fertőzési kísérleteket végeztünk, amelyek során szignifikáns eltérést 

tapasztaltunk a vad típus és a mutáns a MP/S28A és MP/S28D vírusok által kiváltott tünetek 

között. A N. tabacum cv. Xanthi-nc növényen a mutáns vírusok mindegyike a vad típusú CMV-

hez hasonló típusú szisztemikus tüneteket mutatott, de szignifikáns eltérést tapasztaltunk a 

tünetek megjelenésének ütemében. A 28. pozícióban mutációt tartalmazó mutánsok csak a 

fertőzést követő 5. napon érték el azt a fertőzöttségi szintet, amelyet a vad típusú Rs-CMV-vel 

fertőzött növények esetében a harmadik napon tapasztaltunk. A CMV egy olyan 

gazdanövényén, amelyen a vírus az inokulált leveleken hiperszenzitív reakciót okoz (C. 

murale), az inokulált leveleken kialakult léziók méretében tapasztaltunk különbségeket. Az 

MP/S28A és MP/S28D szignifikánsan kisebb, tűhegynyi léziókat okoz a vad típusra jellemző 

nagyobb léziókkal ellentétben. Az uborkafertőzési kísérletek is alátámasztották az eddigiekben 
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megfigyelt különbségeket: az MP/S28A és MP/S28D nem okozott léziókat az inokulált 

szikleveleken, és a szisztemikus fiatal levelekből se lehetett kimutatni a vírus jelenlétét.  

A CMV MP filogenetikai elemzése kimutatta, hogy a Ser28 aminosav erősen konzervált 

a Cucumovirus nemzetségben: jelen van a CMV mindkét alcsoportjának (I. és II.) MP aminosav 

sorrendjében, valamint a nemzetség többi tagjának (TAV, PSV) MP szekvenciájában is. Ez 

alátámasztja a Ser28 funkcionális jelentőségét. Korábban azt feltételezték, hogy az MP 

foszforilációs helyén lévő mutációk virulenciára gyakorolt hatása gazdaspecifikus (MOCHIZUKI 

és OHKI, 2012), de a mostani vizsgálataink szerint a Ser28 mutációja egyaránt hatást gyakorolt 

a három különböző vizsgált gazdanövény tüneteinek kialakulására. 

 Az in silico elemzés alapján kiválasztott, a Ser120 aminosavat célzó mutáns vírusok 

(MP/S120A, MP/S120D) valamivel kevésbé látványos eltérést mutattak az Rs-CMV-hez 

képest az általuk okozott tünetekben N. tabacum cv. Xanthi-nc-n: a fertőzést követő 4. napon 

mutattunk ki az Rs-CMV-re már harmadik napon jellemző víruskoncentrációt. A C. murale 

fertőzésekor az inokulált leveleken jelentkező léziók mérete csak az MP/S120A esetében tért 

el szignifikánsan az Rs-CMV által indukált léziók méretétől, uborkán pedig nem tapasztaltunk 

a MP/S120A és MP/S120D tünetkialakításában eltérést az Rs-CMV-től. 

A vírus MP-k fő funkciója a vírus sejtről-sejtre terjedésének elősegítése, és a ’30K’ 

szupercsalád tagjai ezt a feladatot a PD átjárhatóságának növelésével érik el (BERNA és mtsai., 

1991; SU és mtsai., 2010). Ezek a típusú fehérjék így képesek átsegíteni a vírus genomját a 

szomszédos, nem fertőzött sejtekbe. A foszforiláció és a növényi vírusok MP-jének sejten belüli 

lokalizációja közötti összefüggést néhány esetben sikerült csak kimutatni. A Tobamovírusok 

közül a TMV és a ToMV esetében kimutatták, hogy az MP C-terminális régiójában végbemenő 

foszforilációja befolyással van a fehérje sejten belüli lokalizációjára. A TMV MP esetében 

három lehetséges foszforilációs hely (Ser288, Thr261, Ser265) Asp-ra cserélt mutánsaival 

fertőzött N. tabacum növényben csökkent az MP PD lokalizációs képessége, és ezzel együtt a 

vírus terjedése (TRUTNYEVA és mtsai., 2005). A ToMV S238A mutánsa a vad típusú ToMV-

hez képest szintén kevésbé tudott a PD mentén lokalizálódni (KAWAKAMI és mtsai., 1999). 

Továbbá, a ToMV esetében egy másik, N-terminális foszforilálható aminosav, a Ser37 esetében 

is kimutatták, hogy az S37A mutáns nem a PD mentén, hanem elszórtan a citoplazmában volt 

jelen (KAWAKAMI és mtsai., 1999). A burgonya levélsodródás vírus (Potato leaf roll virus, 

PLRV) esetén a foszforilált Ser aminosavak (Ser71, Ser79) Ala-ra cserélésével a fehérje PD 

lokalizációja gátlódott és megszűnt a sejtről-sejtre terjedés (LINK és mtsai., 2011). Link és 
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mtsai. a PLRV MP esetén felvetik az egymást követő foszforiláció (sequential phosphorylation) 

szerepét, amely szerint a vírus sejtről-sejtre terjedéséhez először a PD lokalizációjáért felelős 

Ser71 és Ser79 foszforilációjára van szükség, majd ezután következik csak be a Ser137 és a 

Ser140 foszforilációja, ami a vírus RNP komplexének felbomlását segíti elő. 

Kísérleteink során, a korábbi eredményekkel összhangban, a vad típusú CMV MP-eGFP 

a sejtfal mentén, a plazmodezmáknál lokalizálódott. Az MP/S28A-eGFP és MP/S28D-eGFP 

mutánsok sejten belüli lokalizációja ehhez képest eltérést mutatott, és nem az anilinkékkel 

festett kallózzal együtt, hanem a sejtfal mentén elszórva, pontszerű alakzatban lokalizálódott. 

A plazmolízis kísérletek megerősítették, hogy a 28-as mutánsok elsősorban a plazma 

membránnál, nem pedig a PD-hez kötődve helyezkedtek el. Ezek az eredmények felvetik annak 

lehetőségét, hogy a Ser28 aminosav foszforilációja befolyásolja az MP PD lokalizációját. 

Eredményeink alapján mind az Ala-t, mind az Asp-t tartalmazó mutáns sejten belüli 

lokalizációja megváltozott, és ez arra utal, hogy a Ser28 foszforilációjának nincsen ún. „on-

and-off”, azaz ki-bekapcsoló hatása a fehérje működésére, hanem ehelyett inkább a foszforilált 

és a nem foszforilált állapot közötti dinamikus váltakozás játszhat döntő szerepet a megfelelő 

sejten belüli lokalizációban.  

A vírus MP-k foszforilációjáért felelős kináz enzim meghatározása néhány vírus 

esetében már megtörtént. Megállapították, hogy a kazein kináz 2 (casein kinase 2, CK2) felelős 

többek között a TMV, ToMV, burgonya X vírus (Potato virus X, PVX) és az árpa csíkos mozaik 

vírus (Barley stripe mosaic virus, BSMV) mozgási fehérjéjének foszforilációjáért (HU és mtsai., 

2015; KARPOVA és mtsai., 2002; MATSUSHITA és mtsai., 2000, 2003; MÓDENA és mtsai., 2008). 

A TMV és a bab törpülés mozaik vírus (Bean dwarf mosaic virus, BDMV) MP esetén egy 

másik kináz enzim, az ún. plasmodesmal-associated protein kinase 1 (PAPK) szerepét igazolták 

(LEE, 2008; LEE és mtsai., 2005). A CMV MP Ser28 foszforilációjában részt vevő kináz 

azonosításához további molekuláris virológiai kutatásra van szükség, amelynek ismerete a 

jövőben elősegítheti a CMV MP lokalizációs mechanizmusának teljes megértését.  

Eredményeink egy eddig nem ismert fontos mechanizmusra világítanak rá a CMV MP 

PD lokalizációjának folyamatában. A Ser28 konzerváltan jelen van a Cucumovirus nemzetség 

tagjainál, és Ala és Asp mutánsai kimutatható eltérést okoztak a CMV tünetkialakítási 

dinamikájában mind a szisztemikus, mind a lokál léziós gazdanövényeken. Ez a CMV MP egy 

új, korábban ismeretlen foszforilációs helyének fontos szerepét igazolja, amely befolyásolja a 

fehérje PD sejten belüli lokalizációját.  
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VII. Új tudományos eredmények 

1. In silico elemzéssel azonosítottuk a CMV MP 28. és 120. pozíciójában lévő Ser-t, mint 

potenciálisan foszforilálódó aminosavakat, amelyek szerepét bizonyítottuk a mozgási fehérje 

sejten belüli lokalizációjában és a tünetek kialakításában. 

2. E. coli-ban expresszált CMV MP Ser28 aminosav foszforilációjának igazolása. 

3. Megállapítottuk, hogy a Ser28 alaninra és aszparaginsavra cserélésével (a nem foszforilált és 

foszforilált állapotot modellezve) a mutáns vírusok (MP/S28A, MP/S28D) lassabban 

alakítottak ki mozaikos tüneteket Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc felső, nem-inokulált 

levelein, szignifikánsan kisebb léziókat okoztak a Chenopodium murale inokulált levelein, 

továbbá nem voltak kimutathatóak az uborka inokulált szikleveleiből és a fiatal szisztemikus 

leveleiből. 

4. Megállapítottuk, hogy a Ser120 aminosav alanin és aszparaginsav mutánsaival inokulált N. 

tabacum cv. Xanthi-nc felső, szisztemikus levelein a vad típusú Rs-CMV-re jellemző mozaikos 

tüneteket az Rs-CMV-nél később, de az S28A és S28D mutánsoknál korábban lehetett 

megfigyelni. A C. murale inokulált levelein az MP/S120A indukált az Rs-CMV-től 

szignifikánsan eltérő, kisebb léziókat. 

5. Bebizonyítottuk, hogy a Ser28 megváltoztatása komoly hatással van a CMV MP sejten belüli 

PD lokalizációjára. A mutánsok szignifikánsan kisebb mértékben tudtak a PD-hez kapcsolódni, 

helyette a sejtfal mentén, a plazma membránban helyezkedtek el.  
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VIII. Összefoglalás magyar és angol nyelven 

 

Az uborka mozaik vírus (Cucumber mosaic virus, CMV) a Bromoviridae család 

Cucumovirus nemzetségének névadó tagja. Több, mint 1200 gazdanövényt fertőz, amelyek 

között fontos szántóföldi és kertészeti növények egyaránt megtalálhatók. Genomját három 

pozitív egyszálú RNS kódolja, amelyekről öt fehérje íródik át a transzláció során. Ezek közül 

az RNS3-ról átíródó 3a fehérje felelős a vírus sejtről sejtre és hosszú távú terjedéséért, ezért ezt 

a fehérjét nevezik a CMV mozgási fehérjéjének (movement protein, MP). A CMV MP pontos 

működéséről még hiányosak az ismereteink.  

A CMV MP poszttranszlációs modifikációi közül a potenciálisan foszforilálódó 

aminosavakat vizsgáltuk in silico módszerekkel, ami alapján a 28. és 120. pozícióban lévő 

szerin (Ser, S) aminosavakat választottuk ki további vizsgálatra. A nem foszforilált állapot 

modellezésére a szerin aminosavakat alaninra (Ala, A), a foszforilált állapot modellezésére 

pedig aszparaginsavra (Asn, D) cseréltük. A 28. pozícióban alanin pontmutációt tartalmazó 

klónokat Escherichia coli baktériumban expresszáltuk, és igazoltuk, hogy a vizsgált pozícióban 

valóban foszforilálódik a CMV MP fehérje.  

Pontmutációkat tartalmazó fertőzőképes klónokkal (MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, 

MP/S120D) több tesztnövényt is fertőztünk a tünetbeli különbségek megfigyelésére. A CMV 

szisztemikus gazdanövényein lassabb tünetkialakítást tapasztaltunk a felső fiatal leveleken 

(Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc), míg a lokál léziós gazdanövényen (Chenopodium murale) 

a kialakult léziók méretében tapasztaltunk szignifikáns különbséget. Mindegyik esetben a 28. 

pozícióban mutációt tartalmazó vírusmutánsok (MP/S28A, MP/S28D) mutatták a vad típushoz 

képest a nagyobb eltérést (lassabb tünetkialakulás, kisebb léziók). Uborkán (Cucumis sativus) 

az MP/S28A és MP/S28D egyáltalán nem volt kimutatható az inokulált sziklevelekből és a 

fiatal szisztemikus levelekből. 

További kísérleteinkben GFP-hez kapcsoltuk a vad típusú (MP-eGFP), és a 28. 

pozícióban pontmutációkat tartalmazó klónokat (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP), és 

Agrobacterium-közvetített tranziens génexpresszióval Nicotiana benthamiana és N. tabacum 

cv. Xanthi-nc levelek epidermisz szövetében vizsgáltuk a vad típusú és mutáns fehérjék sejten 

belüli lokalizációját. A vad típusú CMV MP-hez képest mindkét mutáns mozgási fehérje 
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lokalizációja megváltozott, és a plazmodezmák helyett a sejtfal mentén, apró pontokként 

lokalizálódtak.  

Eredményeinkkel elsőként bizonyítottuk a CMV MP 28-as aminosavának 

foszforilációját és a foszforilációjának jelentőségét a vírus okozta tünetek kialakításában, 

sejtről-sejtre és szisztemikus terjedésben, valamint a sejten belüli plazmodezma lokalizációban.   

Summary 

Cucumber mosaic virus (CMV) is the eponymous member of the genus Cucumovirus 

of the family Bromoviridae. It has more than 1200 host plants, including important agricultural 

and horticultural crops. Its genome is encoded by three positive single-stranded RNAs from 

which five proteins are transcribed during translation. One of these, the 3a protein, which is 

transcribed from RNA 3, is responsible for the cell-to-cell and long-distance movement of the 

virus and is therefore referred to as the CMV movement protein (MP). The exact function of 

the CMV MP is still poorly understood.  

In our experiments, the potentially phosphorylatable amino acids of CMV MP were 

determined in silico, and selected the serine amino acids at positions 28 and 120 for further 

analysis. To model the non-phosphorylated state of the MP, the serine (Ser, S) amino acids were 

replaced by alanine (Ala, A) and to model the phosphorylated state aspartic acid was used (Asp, 

D). Virus clones bearing the Ala point mutation at position 28 were expressed in Escherichia 

coli and demonstrated that CMV MP protein is indeed phosphorylated at the predicted site.  

Infectious clones containing the point mutations (MP/S28A, MP/S28D, MP/S120A, 

MP/S120D) were used to infect several test plants to observe differences in symptom formation. 

On the systemic host plants of CMV, we observed slower symptom development on the upper 

young leaves (Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc), while on the local lesion host plant 

(Chenopodium murale) a significant difference in the size of the lesions were demonstrated. In 

all cases, the virus mutants containing a mutation at position 28 (MP/S28A, MP/S28D) showed 

the greater difference compared to the wild type (slower symptom development, smaller 

lesions). Furthermore, MP/S28A and MP/S28D were not detectable from the inoculated and 

non-inoculated leaves of cucumber (Cucumis sativus). 
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In further experiments, we fused the wild-type (MP-eGFP) and mutant clones of 

position 28 to GFP (MP/S28A-eGFP, MP/S28D-eGFP) and examined the intracellular 

localization of wild-type and mutant proteins in Nicotiana benthamiana and N. tabacum cv. 

Xanthi-nc leaf tissue using Agrobacterium-mediated transient gene expression system. 

Compared to wild-type CMV MP, the localization of the mutant constructs was altered and 

localized as small dots along the cell wall instead of plasmodesmata. Our results demonstrate 

the importance of phosphorylatable amino acid at position 28 of the CMV MP in symptom 

development and intracellular plasmodesmata localization for the first time. 
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