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Roviditések jegyzéke

AMV lucerna mozaik virus (Alfalfa mosaic virus)
bp bazispar
BMV rozsnok mozaik virus (Brome mosaic virus)
BYMV bab sarga mozaik virus (Bean yellow mosaic virus)
CAP 7-metilguanozin sapka (m7GpppG)
cDNS komplementer DNS (complementer DNA)
CMV uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus)
CP kopenyfehérje (coat protein)
CymRSV cymbidium gytrisfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus)
DNS dezoxiribonukleinsav
dpi fert6zést kovetd napok szama (days post inoculation)
dsRNS kettds szali RNS (double-stranded RNA)
GFP z0ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)
GRV foldimogyoro rozettdasodas virus (Groundnut rosette virus)
IPTG izopropil p-D-1-tiogalaktozid
kb kilobazis
kDa kilodalton
LB Luria-Bertani taptalaj/tapoldat
miRNS mikro-RNS
MP mozgasi fehérje (movement protein)
nt nukleotid
ODsoo optikai denzitas (600 nm)
ORF nyilt leolvasasi keret (open reading frame)
PCR polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)
PdAP plazmodezma- kapcsolt fehérjék (PD-associated proteins)
PepMV pepino mozaik virus (Pepino mosaic virus)
PSV foldimogyoro satnyulas virus (Peanut stunt virus)
PVY burgonya Y virus (Potato virus Y)
PTGS poszt-transzkripcionalis géncsendesités (post-transcriptional gene

silencing




RNS ribonukleinsav
RT-PCR reverz transzkripcidt kdvetd polimeraz lancreakcid
satRNS szatellit ribonukleinsav
SIRNS kis interferald6 RNS (small interfering RNA)
SEL a plazmodezma ateresztd képessége (size exclusion limit)
SMV sz6ja mozaik virus (Soybean mosaic virus)
STV déli paradicsom virus (Southern tomato virus)
TAV paradicsom magtalansag virus (Tomato aspermy virus)
TMV dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus)
TNS total nukleinsav. 0ssznukleinsav
TRSV dohany gytirtisfoltossag virus (Tobacco ringspot virus)
tRNS transzfer ribonukleinsav




|. Bevezetés

A virusok szubmikroszképikus kérokozok, a természetben mindeniitt jelen vannak, igy a
novények vonatkozasaban, mind a vadonéld fajok, mind a kultirnévények esetén gondot
okozhatnak, komoly veszélyt jelenthetnek a mezOgazdasagi termesztésre. A virusok esetén
gyakori konnyen végbemend mutacids és rekombinacios események, 0j fajok, izolatumok, akar
rezisztenciatord  izoldtumok  megjelenéséhez  vezetnek. A  kultirnévények  virusos
megbetegedéseinek veszélyét jelentdsen fokozza a szaporitdbanyagok kontinensek és orszagok
kozotti konnyli mozgasa, a kornyezeti feltételek fokeént a globalis felmelegedés miatti valtozasok,
valamint a mezdgazdasagi termékek nemzetkézi importjanak és exportjanak ndévekedése. A
novényi virusok altal okozott karok megjelennek a terméshozam csokkenésben, valamint a

novényi termékek mindségének romlasaban is, mely az egész bolygd €élelmezésére kihatassal van.

A ndvényi virusok elleni védekezes napjainkig nagy kihivast jelent a mezdgazdasag szamara.
A molekularis szintli ndvény-virus kolcsonhatasokkal kapcsolatos ismereteink rohamosan
boviilnek, amelyek altal betekintést nyerhetlink abba, hogy a ndévényi virusok a gazdandvény
sejtjeibe jutva hogyan programozzak at annak miikodését, sajat replikaciojuk és novényben valo
terjedésiik érdekében. Ezen mechanizmusok ismerete, megértése a biotechnoldgia fejlodésével 1j
lehetoségeket kinal a novényi virusok elleni védekezésre, rezisztens, ellenalldo novények

létrehozasara.

A dolgozatban szereplé uborkamozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) és a
foldimogyord satnyulds virus (Peanut stunt virus, PSV) a legszélesebb és legvaltozatosabb
gazdanovénykorrel rendelkez6 nemzetség, a Cucumovirus nemzetség tagjai. A CMV a termesztett
z0ldségnovényeinket veszélyezteti leginkabb, azon beliil is a kabakosokat (Cucurbitaceae), a
paprikat (Capsicum Annuum L.), és a paradicsomot (Solanum lycopersicum L.), mig a PSV
leginkabb pillangosviragi novényeket fert6zi (Fabaceae). A két virus nagyon hasonlo

genomszervezOdése és aminosav sorrendje ellenére gazdanovénykoriik jelentdsen eltér.

Napjainkig mar a cucumovirusok mindegyik fehérjét kodold génjét azonositottdk
patogenitasért felelds génként. A mozgasi fehérje (MP) miikodésérdl, valamint az MP novényi
fehérjékkel valé kapcsolatdnak pontos mechanizmusardl a rendelkezésre 4116 informacidk azonban

hidnyosak, ebben a dolgozatban ezt a tudasbazist szeretném bdviteni.



I1. Célkitazés

Munkank soran célul tiiztiik ki:

1. CMV ¢és PSV gazdandvénykorének és tiineteinek vizsgalata kertészeti termesztésben
el6forduld gazdandvényeken és viroldgiai kutatasokban hasznalt tesztnévényeken.

2. Fert6zoképes CMV ¢és PSV klonok felhasznalasaval CMV és PSV RNS 3 reasszortans és
MP rekombinans virusok létrehozasa fertézoképes in vitro virus transzkriptumok
felhasznalasaval, virusok fert6zéképességének vizsgalata.

3. Nicotiana benthamiana Domin. és Capsicum annuum L. cv. Brody tesztndvények
inokulaldsa a reasszortans €s rekombindns virusokkal, a kialakult tiinetek jellemzése,
tiinetbeli kiilonbségek megfigyelése.

4. CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fuzids fehérjék sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalata
N. benthamiana Domin és C. annuum L. cv. Brody epidermisz sejtekben.

5. CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fuziés fehérjék novényi plazmodezmakkal vald
kolokalizaciojanak vizsgalata N. benthamiana sejtekben, plazmodezmakhoz val6 kotédés
vizsgalata plazmolizalt sejtekben.

6. CMV MP-eGFP ¢és PSV MP-eGFP fuziés fehérjék novényi plazmodezmakkal vald

kolokalizaciojanak vizsgalata C. annuum cv. Brody névények epidermisz sejtjeiben.



II1. Irodalmi attekintés

3.1. A CMV és PSV altalanos jellemzése

3.1.1. A CMV és PSV részecske- és genomszervezodése

A CMV és a PSV egyarant a Cucumovirus nemzetség tagja, mely az Alfamo-, llar-, Bromo-
¢s Oleavirus nemzetségekkel egyiitt a Bromoviridae csaladhoz tartozik, mely tobb masik csaladdal
egyiitt a Nidovirales rend tagja. A Bromoviridae csaladba tobb mint 10000 virusfaj tartozik.
Mez6gazdasagi szempontbol a Bromoviridae csaladon beliil a Cucumovirus a legjelentésebb

nemzetség (PRINGLE és MAYO, 1998)

A CMV és a PSV a Cucumovirus nemzetségre jellemz6 genomszervezddéssel rendelkezik,

cre

crc

mindegyike tobb funkciot 1at el. A virus replikacidjaért az la fehérje és a 2a fehérje felelds,
melyeket az RNS1 és az RNS2 kodol (1. abra) (HAYES és BUCK, 1990; NITTA és mtsai., 1988). Az
RNSI koriilbeliil 3,3 kb hosszusagu, RNS2 pedig 3 kb. A 2,2 kb hosszisagua RNS3 koédolja a virus
sejtrol-sejtre terjedéséhez sziikséges MP-t és a kpenyfehérjét (CP), mely a szubgenomi RNS4-r6l
transzlalodik és a virus RNS becsomagoladsan kiviil a tiinetek kialakitasaban €s a vektor atvitelben
betoltott szerepét is igazoltak (1. abra) (CANTO és mtsai., 1997; KAPLAN és mtsai., 1997; SUZUKI
¢és mtsai., 1991; WEBER és BUJARSKI, 2015). A Bromoviridae csaladon beliil kizardlag az llarvirus
¢s Cucumovirus nemzetség rendelkezik egy 2b-nek nevezett 6todik fehérjével is, amit az RNS2
leolvasasi keretbdl irodnak at (JI és DING, 2001; SHI és mtsai., 2002). A 2b fehérje 6 funkcidja a
novényi géncsendesités szupresszio (BRIGNETI, 1998), de a gazdandvény specifitasban, illetve a
virus hossza tavli mozgasaban is igazoltak a szerepét (DING és mtsai., 1995). A cucumovirusok
genomi ¢és szubgenomi RNS-einek az 5° végén 7-metil-guanozin sapka (CAP) talalhato, 3° végén
erdsen konzervalt régio talalhatd, ami tRNS szerli méasodlagos szerkezetet vesz fel, és igy a virus
replikacidjanal az antiszenz szal promotereként szolgal (1. abra) (JOSHI és mtsai., 1983; RIETVELD
¢és mtsai., 1983). A virion a ndvényi sejtekbe kertilése utan kicsomagolodik, majd a pozitiv szalt
RNS-ekrél az RNS-ek 5° végén talalhatd fehérjék szintetizdlodnak. A virus replikacid negativ

szala RNS szintézissel veszi kezdetét, melyekrdl késébb a tobbi pozitiv szalu RNS szintetizalddik.



crer

A genomi RNS-ek mMRNS-ként funkcionalnak virusfehérjék transzlacigjahoz, illetve a
virusreplikécio templatjaként is szolgalnak és a virionok kialakitasaban is részt vesznek. Az 6t gén
fehérje expresszidjanak mennyisége eltérd, legtobb a CP-bdl keletkezik, amit az 1a és 2a fehérjék
kovetnek, a legkevesebb pedig a 3a fehérjébdl transzlalodik. A fertézés elején az MP expresszidja

magasabb, mig a CP-b6l késébb irddik at nagyobb mennyiség (KWON és CHUNG, 2000).

1a ORF
5 CAP 3
I RNS 1
S ~3 4 kb
, 2a ORF .
s | 2bORF RNS 2
I ~3 kb
2b ORF ,
5’ CAP 3
. RNsaA
)
5 CAP MP ORF CP ORF ,
o RNS 3
6 ~ 2,2 kb
o cap  CPORF N
RNS 4
fl,_
i et

1. abra. Cucumovirus nemzetség genomszervez6désének sematikus abrazolasa

A CMV ¢és PSV virionjanak tulajdonsagai Bromoviridae csaladra jellemzoek csonkolt csucsu
ikozaéder alakuak, amely 29 nm atmér6jii, 180 egyforma CP alegységbdl épiilnek fel. (2. abra). A
harom pozitiv szalit RNS harom kiilonbzd partikulumba csomagolodik, a két szubgenomi RNS-
el egyiitt (SALANKI és mtsai., 2018). A virionok alkotorészeikre bonthatéak detergensekkel, vagy

crer

kozotti laza illeszkedés miatt (SMITH és mtsai., 2000).



2. abra. Cucumovirusokra jellemz6 viruspartikulum szerkezete, negativ kontraszta elektronmikroszkdopos

felvétel (bal oldal) és térszerkezeti modellje (jobb oldal) Forras: (BUJARSKI és mtsai., 2019).
3.1.2. A CMV és PSV alcsoportjai

A CMV izolatumokat nukleinsav sorrend homologia alapjan I-es és I1-es alcsoportokra osztjuk
(WAHYUNI és mtsai., 1992), amelyek megfelelnek a DTL és ToRS csoportnak (DEVERGNE és
CARDIN, 1973), illetve a C és B patotipusnak (DANIELS, 1992). Mind az I-es, mind a Il-es
alcsoportot leirtak mar Magyarorszagrol (SzILASSY és mtsai., 1999). Az 1. alcsoport izolatumai
nukleotid szinten 88%-os hasonlésagot mutatnak mig a II-es alcsoport kevésbé heterogén, az
izolatumok 96%-0s azonossagot mutatnak (PALUKAITIS és GARCIA-ARENAL, 2003). Az I-es
oszthat6 1A és IB csoportokra, melyek koziil az IA izolatumok széleskorben elterjedtek az egész
vilagon, mig az IB izolatumok jellemzden Azsiaban fordulnak elé (DEVERGNE és mtsai., 1981;

ROOSSINCK és mtsai., 1999).

A cucumovirusok nemzetségébe tartozd virusok kozott szerologiai és molekularis
szempontbol a PSV a legheterogénebb korokozd (PALUKAITIS és GARCIA-ARENAL, 2003). Négy
alcsoportba sorolhatok az izoldtumok a virusgenom nukleotid sorrend azonossag alapjan, egy
csoportba azok az izolatumok tartoznak, melyek nukleotid sorrendje 90%-nal nagyobb
azonossagot mutat (HAJIMORAD és mitsai., 1999). Az I-es, illetve Il-es alcsoport tagjait Eszak-

Amerikaban irtak le, az I-es csoport PSV-E izolatumrodl kapta elnevezését (E-eastern), a Il.-es

7



pedig a PSV-W izolatumrdl (W-western) (HU és GHABRIAL, 1998; MINK és mtsai., 1969; NAIDU
¢és mtsai., 1995). A III. alcsoport izolatumai Kinabdl keriiltek leirasra (XU és mtsai., 1998; YAN és
mtsai., 2005). Magyarorszagon hataroztak meg egy IV. alcsoportot melyhez akacrol izolaltak a
PSV-t (Kiss és mtsai., 2008).

3.1.3. A CMV és PSV terjedése

A novényi virusok fertdzésének elso 1épése, hogy a novényi sejtekbe keriiljenek. A CMV és
PSV mechanikai tton atvihetéek, afidofil virusok, melyek legjelentosebb atviteli forméja a
levéltetvek altali atvitel, nem perzisztens mddon (stylet-borne), vagyis a levéltetvek a felvett virust
rovid ideig képesek csak hatékonyan atvinni egy masik novényre. Kozel 60 levéltetiifajt irtak le,

amelyek képesek a CMV és PSV atvitelére (EDWARDSON ¢és CHRISTIE, 2018; HEBERT, 1967).

A PSV leggyakoribb vektora a fekete biikkony levéltetii (Aphis craccivora Koch.), a spirea
levéltetti (Aphis spiraecola Patch.) és a zold Oszibarack-levéltetli (Myzus persicae Suzler.)
(HEBERT, 1967), mig a CMV jelentGsebb vektorai a feketerépa-levélteti (Aphis fabae Scopoli.),
az uborka-levéltetii (Aphis gossypii Glover.) illetve a PSV-hez hasonldan a zold 6szibarack-

levéltetti (Myzus persicae Suzler.) (GILDOW ¢és mitsai., 2008).

A CMV maggal valo atvitelét tobb gazdanovénynél leirtak (PALUKAITIS és mtsai., 1992), a
mag feliiletén a CMV nem marad életképes, a virion instabilitasa miatt. A mag belsejében képes
fennmaradni, bab és spenot esetén jelenlétét az embridban irtak le (YANG és mtsai., 1997), majd
kés6bb lencsérél (MAKKOUK és ATTAR, 2003) és csillagfiirtrél (O’ KEEFE és mtsai., 2007) is leirtak

a magatvitelt.

A PSV esetén maggal torténd atvitel gazdasagilag nem jelentds, a fertézott magbdl keld
csirandvények a csirazas utdn rovidesen elpusztulnak a fert6zés hatdsara, igy nem tudjak

biztositani a virus tovabbi terjedését (TROUTMAN, 1966).

A CMV esetén ¢€l6sk6dd gyomndvények, arankafélék (Cuscuta spp.) segitségével vald
terjedést is megfigyeltek, mely igy rezervoarként és vektorként is fontos mezdgazdasagi

szempontbdl (TEOFANOVA és mtsai., 2022).

A vektorok segitségével, vagy egy sériilésen keresztiil passziv modon a ndvényi sejtbe jutott
virus RNS kicsomagolodik, majd a virus RNS-ekrdl fehérjék transzlalodnak, majd replikalodik a

virus. A gazdandvény megbetegitésének kovetkezd 1épésben az elsddlegesen fertdzott sejtekbdl a



szomszédos sejtekbe kell atjutnia a virusnak, ezt nevezziik sejtrdl-sejtre valo terjedésnek, ami a

novényi plazmodezmakon keresztiil torténik.

A cucumovirusok esetében elsédleges szerepe a sejtrél-sejtre vald terjedésben az MP-nek van,
mely képes nukleinsavak, igy virus RNS kotésére, illetve a plazmodezmaknal lokalizalodva
ideiglenesen megvaltoztatja azok szerkezetét, novelve azok atjarhatéosagat. A nukleoprotein-
komplex ezeknek a folyamatoknak a kovetkeztében képes atjutni a plazmodezman keresztiil a
szomszédos sejtbe (BOCCARD és BAULCOMBE, 1993; HuLL, 2002). Az MP koélcsonhatasba 1ép a
plazmodezma- kapcsolt fehérjék (PD-associated proteins, PAAPS) pl.: pektin metil-transzferaz,
synaptotagmin, remorin (AMSBURY ¢és mtsai., 2018; DOROKHOV és mtsai., 2019). A virus sejtrol-

sejtre terjedésében a CP is szerepet jatszik.

A virus ugynevezett hosszii tdvii mozgasa soran, a ndvény tavolabbi részeihez a
szallitoszoveteken keresztiil jut el a virus, ennek kovetkeztében alakul ki szisztemikus fertzés.
CMV virion formaban mozog hosszu tavon, de bizonyos esetekben becsomagoldodni képtelen
CMYV mutansok esetében is megfigyeltek hosszu tavi mozgast (NG és mtsai., 2005; PIERRUGUES
¢és mtsai., 2007). A cucumovirusok mozgasaban meghatarozo szerepe van az MP-nek és a CP-nek
is (KAPLAN és mtsai., 1998). A virus RNS nukleoprotein-komplex formaban (RNS, CP, MP) jut
a kisérdsejtbol a plazmodezmakon keresztiil a rostacsé elemekbe. A rostacsé elemekben az MP
levalik a komplexrdl, és Osszeéplil a virion a virus RNS és a CP részvételével, ilyen formaban

kertil a virus a floémbe (BLACKMAN és mtsai., 1998).

3.1.4. A CMV és PSV MP jellemzése

A dolgozatban kisérleteink soran foként a cucumovirus MP-t vizsgaltuk, igy ezt a fehérjét
jellemzem részletesebben. A 3a fehérje a cucumovirusok legrovidebb genomi RNS szalardl, az
RNS3-r6l transzlalédik. A 3a fehérje a virus MP-je, {6 funkcidja a virus plazmodezmakon
keresztiil torténd sejtek kozotti mozgasanak (sejtrol-sejtre valo terjedés) tamogatasa (BLACKMAN

¢s mtsai., 1998). A cucumovirusokndl a virus genom 4&ltal kdédolt, mind az 6t fehérjének a

......

crer

szakasz, ami konzervativ rész a novényi virusok MP szekvenciajaban (MUSHEGIAN és KOONIN,

1993). A 30-kDa nagysagu TMV MP volt az elsé olyan fehérje, amelyrdl bizonyitottak, hogy a



novényi virusok kiilon fehérjét kodolnak a virus ndvényi sejtek kozotti mozgasanak tamogatasara
(DEOM ¢és mtsai., 1987). A CMV 3a fehérje aminosav sorrendje a dohany mozaik virus (Tobacco
2000). A 30K szupercsaladba tartozo MP-k tartalmaznak egy 33 aminosav hosszi konzervalt
régiot, amely a PSV izoldtumok esetében 0—8 aminosavban tér el a fajon beliil, mig CMV esetén
egy aminosavban (Hu és GHABRIAL, 1998). A 30K szupercsaladba tartoz6 MP-re jellemzd, hogy
a novényi plazmodezmaknal lokalizdlodnak, képesek RNS kotésére, és a plazmodezmak
szerkezetének megvaltoztatasara, az F-aktin filamentumokkal kolcsonhatasba 1épve, azok
polimerizacidjanak gatlasaval és elbontasukkal (HULL, 2002). A plazmodezmak atjarhatésaganak
(size exclusion limit, SEL) ideiglenes megnovelésével, elésegitik a nukleoprotein-komplex
atjutasat a szomszédos sejtbe (SU és mtsai., 2010). A plazmodezmahoz valo eljutasért és azon vald
atjutasért az MP kozponti részén talalhato cisztein és hisztidin aminosavakban gazdag ,,zinc-

binding” domén a felelés (SASAKI és mtsai., 2006).

A cucumovirusok ribonukleoprotein komplex formdban mozognak a ndvényi sejtek
kozott, melyhez a 30K szupercsaladra jellemzéen a MP nem csak a plazmodezmak méretét
szabalyozza, hanem RNS kot6 tulajdonsaggal is rendelkezik. A CMV MP in vitro nukleinsav k6to
tulajdonsagat Li és Palukaitis 1996-ban bizonyitotta (LI és PALUKAITIS, 1996). Késébb a 174-233
aminosav kozotti régiot azonositottak az RNS kotésért felelds szakaszként (VAQUERO és mtsai.,
1997). Azonban a 174-233 aminosav régioban feltehetéen tobb RNS k6té domén is jelen van,
ugyanis a 160-200 vagy a 200—246 aminosav delécidja nem befolyasolta in vitro a fehérje RNS
fehérjékre jellemzo hidrofob domén helyezkedik el a 86-108 aminosavak kozott, mely konzervalt
régiod 17 virusnemzetség MP-jében (MELCHER, 2000; MUSHEGIAN ¢és KOONIN, 1993). Ebben a
doménben a 97. és 98. aminosavban torténd mutacioé esetén a virus elveszitette fertézoképességét
(L1 és mtsai., 2001). Az MP C-terminalis végének 33 aminosav delécidja esetén a virus nem képes
szisztemikus mozgasra dohany ndvényben (KIM és mtsai., 2004), ugyanakkor a sejtrol-sejtre

terjedéshez ezeknél a mutansoknal nem sziikséges a CP.

A CMV MP az tgynevezett tubulus-stratégiat alkalmazza a rovid tavli mozgas soran, ami
jellemzé a Bromoviridae csaladra. Az MP kis csovecskéket (tubulusokat) alakit ki, a
plazmodezmak dezmotubulusai eltavolitdsa utan, igy ezeken keresztiil a citoplazmaban Osszeallt
virion atjuthat a szomszédos sejtekbe (CANTO és PALUKAITIS, 1999; HuLL, 2002). Az MP N-
terminalis 20-as aminosav sziikséges a 2a fehérjével vald kdlcsonhatashoz. A kapcsolatban a 2a

N-termindlis 21-es aminosava és a GDD motivum jatszik szerepet, a 2a fehérje pontos szerepe a
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sejtrol-sejtre terjedésben ugyanakkor nem tisztazott még (HWANG és mtsai., 2005, 2007). A CMV
MP foszforilacidjat leirtdk transzgénikus dohdnyndvényekben, azonban a pontos foszforilalodod
aminosav poziciokat még nem hataroztak meg (MATSUSHITA és mtsai., 2002), de a MP 28 Ser
foszforilacidja fontos szerepet jatszik a MP plazmodezma lokalizaciojaban (2002; SARAY és

mtsai., 2021).

3.1.5. A CMV és PSV gazdanovénykore

A CMV-t el6szor az USA-ban kabakosokrol irtak le (DOOLITTLE, 1916), napjainkra mar az
egeész vilagon leirtdk jelenlétét. A CMV genomja nagy valtozékonysagot mutat és jol tlri a
mutaciokat is mely tulajdonsagok kozre jatszhatnak a széles gazdanovénykor kialakulasaban
(SCHNEIDER és ROOSSINCK, 2000). Magyarorszagon 1941-ben azonositottak elészor (SZIRMAI,
1941). A cucumovirusok kozott a legszélesebb és legvaltozatosabb gazdandvénykore van, 101
novénycsaladbol, tobb mint 1200 gazdandvényét azonositottak egyszikiiek és kétszikiiek korébol
egyarant, melyek kozt gazdasagilag jelentds diszndvények, termesztett gyiimolcsok, szantofoldi
novények és foként nagy mezdgazdasagi jelentdséggel bird zoldségnovények szerepelnek, pl.
paprika, paradicsom, uborka, cukkini, dinnye (EDWARDSON és CHRISTIE, 2018; FLASINSKI, 1995;
TOMLINSON, 1987). Ujabb kutatasok leirtdk a CMV fertézést bazidiumos gombak torzsébodl
(Rhizoctonia solani), mely laboratoriumi koriilmények kozott at is tudta adni a virust, nem
fert6zott burgonya novénynek (ANDIKA és mtsai., 2017). Késobb tomlésgombak toérzsébol
Colletotrichum acutatum-rol is leirtak, hogy képes benne replikalédni a CMV. Ezen eredmények
fényében felmeriilt a névénypatogén gombak szerepe is a virus terjesztésében (MASCIA és mtsai.,

2019).

A CMV igen valtozatos tiineteket okozhat gazdandvénytol és izolatumtol fiiggden. Legtobb
novényen a jellemzo tiinetek a levéllemezen megjelend sargés foltok, késdbb jellegzetes mozaikos
foltossag vagy aprd nekrozisok, levelek deformaciodja, fejlddésben valod visszamaradottsag az
egészséges levelekhez képest, fertdzott novények torpiilése. Kabakosok esetén a levélnyél és az
inda is visszamarad a fejlddésben. Termésdeformécio jelentkezhet, dudorok és jellegzetes
marvanyozottsag is kialakulhat a terméseken (3. abra). Paprika termésen szinelvaltozasokat, a

termés barnulasat okozhatja (4. abra).
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3. abra. A: CMV-vel fert6zo6tt uborka termésen megjelend tlinetek
(Forras: https://extension.usu.edu/vegetableguide/cucumber-melon-pumpkin-squash/cucumber-
mosaic-virus), B: CMV-vel fertézott uborka névényen megjelend/kialakulé tiinetek levélen (Forras:

https://aggie-horticulture.tamu.edu/wp-content/uploads/sites/10/2011/11/mosaic2.jpg)
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4. abra. CMYV fert6z¢€s tiinetei paprika termésen (Foto: Almasi Asztéria)

Mig a CMV a fent emlitett széles gazdanovénykorrel rendelkezik, a PSV gazdandvénykore
lényegesen sziikebb, a két virus rokonsaga és hasonlé genomszervezddésiik ellenére, a PSV

gazdanovénykore foként a pillangosviraguakra (Fabaceae) korlatozodik.

A PSV-t elészor foldimogyordrdl (Arachis hypogea L.) szintén az USA-ban, Virginia
allamban irtak le. A virussal fert0zott teriileteken akar 95%-kal is csokkent a termésmennyiség. A

foldimogyord novény levelein és az egész novényre kiterjedd satnyulast, torpiilést, mozaikos

crer

A PSV foldimogyoron kiviil 16 ndvénycsaladba sorolhatd 73 fajt fertdz szisztemikusan vagy
lokalisan, melyek koziil a legfontosabbak: szdjabab (Glycine max L.), lucerna (Medicago sativa
L.), bab (Phaseolus vulgaris L.), borsé (Pisum sativum L.), kinai bab (Vigna unguiculata L.),
herefélék (Trifolium spp.), csillagfiirt (Lupinus luteus L.), csattané maszlag (Datura stramonium
L.) uj-zélandi spenot (Tetragonia tetragonioides L.), torokszegfii (Dianthus barbatus L.) (XU és
mtsai., 1986).

UGA5265074

5. abra. PSV foldimogyoron okozott tiinetei (Forras: Florida Division of Plant Industry , Florida

Department of Agriculture and Consumer Services, Bugwood.org)
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Magyarorszagon a PSV jelenlétérél 1978-ban szamoltak be eldszor, vordsherérdl (Trifolium
pratense L.) izolaltak (PSV-Tp) (BECZNER és mtsai., 1978). Kés6bb Magyarorszagrol fehér
akacrol (Robinia pseudoacacia L.) izolaltak Rp-PSV-t, mely taxondémiailag tavolinak bizonyult a
vorosherérdl izolalt PSV-t6l. Akacon a fiatal hajtdsokon mozaikos tiineteket és levéldeformaciot
figyeltek meg (Kiss és mtsai., 2008). Mint virus rezervoar kiemelkedd jelent6ségii a fehér akac

szerepe (XU és mtsai., 1994).

3.2. A CMY és PSV gazdanovénykorét befolyasolo tényezok

3.2.1. Cucumovirusok rekombinacioja, reasszortacioja

A Bromoviridae csaladon beliil, a nemzetségek (Bromovirus, Cucumovirus, llarvirus)
kialakulasaban jelentds szerepet jatszott a rekombinacid, €s az osztott genommal rendelkezd
virusok esetében, az egyes genomi RNS-c¢k atrendezédésével jard reasszortacid (CODONER és
ELENA, 2008). A Cucumovirusokra jellemz6 a virusgenom nagyfoku valtozékonysaga, konnyen
kialakulnak természetes korilmények kozott is, rekombindns és reasszortans virusok.
Cucumovirusokra jellemzé tovabba, a mutaciokkal szembeni tolerancia, a fent emlitett
folyamatokkal magyarazhat6 széles elterjedésiik és valtozatos gazdanovénykoriik (SCHNEIDER és
RoOSSINCK, 2000). Az RNS-ck kozotti rekombinacios esemény bekovetkezése nem
véletlenszerien, hanem az Ugynevezett stem-loop motivumoknal varhat6, melyek masodlagos

szerkezetli motivumok (SUZUKI és mtsai., 2003).

White és mtsai. 1995-ben leirtak természetes koriilmények kozott, babrol (Phaseolus vulgaris)
izolalt reasszortans cucumovirust, melynek genomja a PSV RNS1 ¢és RNS2-bol és CMV RNS3-
bol allt (WHITE és mtsai., 1995). CMV RNS2 ¢és RNS3, a paradicsom magtalansag virusbol
(Tomato aspermy virus, TAV) szarmazé RNS1 és RNS2-vel sikeresen fert6z dohanynovényeket
(Nicotiana benthamiana). Az inokulalt dohany névénybdl a TAV RNS2, valamint CMV RNS2 és
RNS3 mellett kimutattak egy rekombinans RNS2 molekulat, melynek a 3’ vég 320 nukleotidja
TAV eredetii mig a tobbi része CMV-bdl szarmazoé. igy a rekombinans RNS2 a TAV RNS2
helikaz alegységét tartalmazta és a CMV RNS2 polimeraz alegységét (MASUTA és mtsai., 1998).
A replikédcidhoz sziikséges la és 2a fehérje kompatibilitisa még virusnemzetségeken beliil is
fajspecifikus. A CMV ¢és PSV 1a és 2a fehérjéje egyiitt képes a virus replikacio biztositasara,

azonban ebben a kombinacioban nem képzddik szubgenomi RNS4 (SUzUKI és mtsai., 2003).

14



Leggyakrabban a genomi RNS-ek koziil az RNS3 esetében torténik rekombinacio. CMV és
TAV kevert fert6zés esetén a vizsgalt RNS3 molekuldknak 9,6%-a volt rekombindns, az
azonositott 28 rekombinéns régio koziil a tobbség az RNS szal 5°, 3° végén vagy az MP-t kodold
régioban volt detektalhatdo (DE WISPELAERE és mtsai., 2005). CMV MP egy masik cucumovirus,
a TAV CP-vel kompatibilis, azonban a TAV nem képes a sejtrdl-sejtre vald terjedésre, ha a TAV
MP mellett a rekombinans virus CMV CP-t tartalmaz. Amikor a C-terminalis 33 aminosav
delécios TAV MP mutanssal végezték el ugyanezt a kisérletet, igy a virus képes volt a sejtrdl-
sejtre valo terjedésre. MP C-terminalis 33 aminosava volt a felelds a TAV MP és CMV CP fehérje
kozotti kompatibilitasért (SALANKI és mtsai., 2004). Egy masik Bromoviridae csaladba tartozo
virus, a BMV esetén is igazoltak a CMV MP C-terminalis 33 aminosav sziikségességét a CP-vel
valo kompatibilitaishoz (NAGANO és mtsai., 2001). PSV esetén ismertek reasszortans virus
izolatumok. PSV-BV-15 izolatum RNS1 molekuldja a II. alcsoportba mig a RNS2 és RNS3 az 1.
alcsoportbol szarmazik (HU és GHABRIAL, 1998). Egy irani izolatum PSV-I, RNS1 és RNS2 része
a genomnak egyik 1étez6 alcsoportba sem tudtak besorolni Northern blot hibridizacio segitségével,
mig a RNS3 a Il-es alcsoportbdl szdrmazott, igy ebben az esetben is reasszortacio feltételezhetd

(HAJIMORAD és mtsai., 1999).

3.2.2. A virus-novény kapcsolat szerepe a gazdanovénykor meghatarozasaban

A novénypatogén virusok gazdanovénykorét és a gazdandvényeken kialakitott tiineteket
meghataroz6 mechanizmusok, novény-virus komplex kolcsonhatdsainak, fehérje-fehérje

interakcidinak eredménye.

A novényi virusfertézés kiilonféle gazdandvény valaszokat eredményezhet. Amennyiben
novény-virus kapcsolat kompatibilis, a virus az egész novényt megfertdzi, szisztemikus fertdzést,
tiineteket okozva. Inkompatibilis novény-virus kolcsonhatds esetén, a gazdandvény kiillonbozo
szinteken képes elkeriilni a virusfert6zést. Bizonyos esetekben a virus nem tud kolcsonhatdsba
1épni a gazdandvény fehérjéivel, igy nem képes replikalodni (HAMAMOTO és mtsai., 1997), vagy
sejtrél-sejtre terjedni, vagy a hosszi tavi mozgasra (MISE és mtsai., 1993; RYU és mtsai., 1998).
Novényi oldalrol példaul a hiperszenzitiv reakcidé (HR) sordn nekrotikus lokalis 1ézidk

megjelenésével a virusfertdzés lokalizalodik az elsddlegesen fertdzott sejtek kdrnyezetében.

A novény kozvetleniil a virusfert6zés utan felismerhet ugynevezett effektorokat, amelyek
aktivaljak a novény védekezd mechanizmusat. Kiilonbozd virus-gazda kombinacidkban, vagy az

RNS-fiiggd RNS polimerazt (ABBINK és mtsai., 2001; LES ERICKSON és mtsai., 1999), a CP-t
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(BENDAHMANE ¢és mtsai., 1995; GILARDI és mtsai., 2004) vagy az MP-t (MESHI és mtsai., 1989;
SCHOLTHOF ¢és mtsai., 1995; WEBER és mtsai., 1993) avirulencia-determinansként azonositottak,

de a virus RNS-ét is kimutattak mar, mint avirulencia faktor (SzITTYA és BURGYAN, 2001).

Cucumovirusok koziil a CMV 0sszes fehérjéjérol igazoltak a patogenitasban betoltott szerepét
kiilonb6z6 gazdandvényeken, azonban TAV ¢és PSV esetén kevesebb informacio all

rendelkezésiinkre.

3.2.3. A Replikaz komplex patogenitasban betoltott szerepe

Az la fehérje replikacioban betdltott szerepén kiviil bizonyitottadk, hogy felelds azért is, hogy
a kiilonbozé CMV torzsek eltérd tiineteket alakitanak ki dohany névényen. A CMV-Ns torzse
dohany névényen lokalis nekrotikus 1ézidkat okoz, mig Rs-torzs szisztemikus klorotikus mozaikos
tiineteket alakit ki. A CMV-Ns 1a fehérje 461-es pozicidban levé aminosava arginin, amennyiben
ezt ciszteinre cserélték a virus képes volt szisztemizalodni dohany novényben, forditott esetben,
CMV-Rs elveszitette fert6z6 képességét (DIVEKI és mtsai., 2004; SALANKI és mtsai., 2007). A
CMV-Fny és CMV-Sny cukkini ndvényen eltérd intenzitasu tiineteket okoznak. Ezen eltérés
feleldsének szintén az la fehérjét azonositottak (GAL-ON és mitsai., 1994; ROOSSINCK és
PALUKAITIS, 1990). A paprika Cmrl gén rezisztenciat biztosit a legtobb CMV torzzsel szemben,
azonban léteznek rezisztencia tord torzsek. CMV-P1 esetén a rezisztencia tord tulajdonsag az la
fehérje helikdz doménjéhez kothetd. Az la helikaz doménnel kolcsonhatd ndvényi fehérjéket
monitoroztak paprikaban, aminek soran formiat-dehidrogenaz (FDH) és a kalretikulin-3 prekurzor
(CRT3) volt elengedhetetlen a CMV-P1 fert6zés kialakulasahoz (CHOI és mtsai., 2016). Dohany
novény Tcoil metiltranszferaz egy olyan ndvényi fehérje mely az la fehérjét metilalja annak
metiltranszferdz doménjéhez kozvetleniil kotddve. Ez a kapcsolat a két fehérje kozott CMV
szisztemikus terjedéséhez kothetd, Tcoil talexpresszaldsa fokozta a virus szisztemikus
fertdzoképességét, mig Tcoil csdkkent expresszidja csokkentette a virus fertézOképességét a virus

replikacio és sejtrol-sejtre valo terjedés befolyasolasa nélkiil (Kim és mtsai., 2008).

A CMV legtobb torzse szisztemikusan nem fertdzi a hiivelyeseket, ezeken a novényeken HR
reakciot valt ki, lokalis lézidkat okoz, azonban az 1. alcsoportban vannak hiivelyeseket
szisztemikusan fertdzni képes torzsek is. A 2a fehérje 631. pozicidban levd fenilalanin és a 641-
es pozicioban talalhato alanin mutacioja felelos a HR kialakulasért, ugyanis a tehénborsot (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) fertézni képes B-CMV torzsnél ezekben a pozicidkban tirozin és szerin

talalhato (KiM és PALUKAITIS, 1997). A 2a fehérje szerepét a gazdaspecifikus, illetve virus torzs
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specifikus virulenciaban alatamasztotta, hogy tokon (Cucurbita pepo L.) a 2a fehérje hatarozta
meg a szisztemikus tiineteket. CMV-Fny 2a fehérje, amely a 276-0s pozicidban izoleucint
tartalmazott szisztemikus mozaik tlineteket okozott tokdn, mig CMV-pf torzse, mely ezen
aminosav pozicidban treonint tartalmaz, klorotikus tiineteket okozott. A tiinetek eltérését a sejtrol-
sejtre vald terjedés sebessége magyarazta, ezt befolyasolta a 2a fehérje 276-0s aminosava (CHOI
¢s mtsai., 2005). Két I-es alcsoportba tartoz6 CMV, a CMV-Fny és CMV-CB7 2a fehérje C-
L. tesztnévényen a tiinetek enyhiilését okozta (DU és mtsai., 2008). A CMV 2a fehérje C-terminalis
régioja csak az I-es alcsoportnil vesz részt a virulencia meghatarozasaban, és a virus RNS
akkumulécioban, ezt II-es alcsoportt CMV-nél nem figyelték meg (DING és mitsai., 1995).
(SIDDIQUI és mtsai., 2011)

3.2.4. A viralis géncsendesités szupresszor szerepe a patogenitashan

A cucumovirus 2b fehérjének szerepét igazoltak a gazdandvény specifitds meghatarozasaban

(DING és mtsai., 1995).

N. benthamiana névényeken 2b fehérjét nem expresszaldé PSV nem befolyasolta a virus
replikaciot, a 2b fehérje delécidja azonban hatissal volt felsébb levelekben torténd virus-
akkumulaciora (NETSU és mtsai., 2008). A 2b fehérje nyilt leolvasasi keretében torténd valtozas
befolyasolja a virus sejtrél-sejtre valo terjedését, melyet CMV (SOARDS és mtsai., 2002), PSV
(NETSU és mtsai., 2008) és kiilonb6z6é cucumovirus rekombinansok (SHI és mtsai., 2003) esetén is
vizsgaltak. A 2b fehérje delécidja gatolja a virus szisztemikus terjedését tok, paprika, paradicsom
¢s uborka gazdanovényeken, dohany és ludfii esetében a szisztemikus tiinetek mérséklodését
okozza (DING és mtsai., 1995; LEWSEY és mtsai., 2009; MASCIA és mtsai., 2010; MASIRI és mtsai.,
2011; SOARDS és mtsai., 2002; WANG ¢s mtsai., 2004). CMV l-es és II-es alcsoport altal okozott
tiinetbeli eltérést a 2b fehérjében vald kiilonbségek okozzak (SHI és mtsai.,, 2002). Ezek a
felfedezések azt mutatjak, hogy a 2b kozvetett szerepet jatszik a virulencidban azaltal, hogy
elésegiti a hatékony szisztemikus virusfertézést. Egy enyhe tiineteket okozo CMV tdrzsbol
szarmaz6 2b fehérje expresszidja dnamagaban nem okozott tlineteket, azonban TMV fertdzés

tiineteit stlyosbitotta (SIDDIQUI és mtsai., 2011).

A cucumovirus 2b fehérje képes a tiinetek befolydsolasira a poszt-transzkripcionalis
géncsendesitésen (post-transcriptional gene sciencing, PTGS) keresztiil, amely egy ndvényi

védekezémechanizmus, egy kettdsszali RNS (double-stranded RNA, dsRNA) altal indukalt
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szekvencia specifikus RNS degradacios folyamat. A ndvényi dicer enzim kettds szala RNS
molekulakra specifikus, hosszii dsRNS-eket emészt rovidebb (21-25 nukleotid) siRNS-ekre
(interfering RNA), és miRNS-ekre (micro RNA) (21 nukleotid). Az miRNS-ek és siRNS-ek
beépiilnek a géncsendesités végrehajtdo komplexbe (RNA-induced silencing complex, RISC), igy
hatarozzak meg annak szekvencia specifitasat (MEISTER és TUSCHL, 2004; VANCE és VAUCHERET,
2001). A 2b fehérje kolcsonhatasba 1ép az RNS-csendesité komplex fehérje- és RNS-

komponenseivel is (INABA ¢s mtsai., 2011; LEWSEY és mtsai., 2009; ZHANG és mtsai., 2006).

Szamos tanulmany vizsgalta a 2b ¢és a gazdandvény fehérjék kozotti kolcsonhatasokat. A
novényi CAT3 citoplazmatikus kataldz és az I-es alcsoportba tartoz6 CMV HL torzsének 2b
fehérjéje kozott kolcsonhatast mutattak ki, amelynek kdszonhetden szisztemikus nekrozis alakul
ki Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Col 0 novényeken. A CAT egy antioxidans enzim, amely
kozvetleniil bontja a hidrogén-peroxidot, a 2b fehérje és a CAT3 kozotti kotddés csokkenti a CAT
aktivitast, ami a hidrogén-peroxid felhalmozoddasat és sejthalalt eredményez (INABA és mtsai.,
2011). A 2b fehérjével vald kapcsolatot N. benthamiana S11-es 30S riboszomalis alegységgel is
kimutattak, illetve tovabbi 11 névényi fehérjét azonositottak Arabidopsis thaliana-bol (WANG és
a tlinetek sulyossagat, ami az RNS csendesités szuppresszalo aktivitassal volt 6sszefliggésben. 46-
os pozicioban [év0 argininnel rendelkezd 2b rendelkezett erds lokélis és szisztemikus
géncsendesitd aktivitassal, a ciszteint kodoldo mutans nem (GOTO és mtsai., 2007). A 2b fehérje
konzervalt részein taldlhatd foszforilacios hely és sejtmagi lokalizacids szignalok is, melyek
befolyassal vannak a tiinetek alakuldsara és az RNS csendesités szupresszidra is (LEWSEY és

mtsai., 2010; NEMES és mtsai., 2014).

3.2.5. A mozgasi fehérje patogenitasban betoltott szerepe

A 3a fehérje Osszefiiggésbe hozhato a tiinetek ciklikus megjelenésével. A CMV Fny torzzsel
inokulélt dohanyndvények nem fertézott felsd levelein valtakozva jelentek meg mozaik, majd
tiinetmentes, majd ismét mozaikos fenotipust levelek. A 3a fehérjét hoztdk Osszefiiggésbe a
tiinetek ciklikus megjelenésével. Az 51-es pozicidban taldlhatd aszparagin aminosav cseréje,
lizinre, illetve a 240-es pozicioban talalhato izoleucin cseréje, fenilalaninra megsziintette a tiinetek
megjelenését a 3a-kozvetitett virusmozgas befolyasolta. (GAL-ON és mtsai., 1996). Tok novények
fertdzésekor ugyanennek az aminosav pozicidknak és aminosavaknak a cseréje a 3a fehérjén a

szisztemikus mozgas gatlasat eredményezte (KAPLAN €s mtsai., 1997). A 3a fehérje aminosav
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mutacidinak hatdsa a tlinetekre gazdaspecifikus lehet. A 168-as pozicidban taldlhatd izoleucin
aminosavat is tiineteket meghatarozo faktoraként azonositottak cukkini novényen (CHOI és mtsai.,
2005). A CMV MP-n négy fontos aminosav szekvencia poziciot azonositottak melyek a cmvl gén
altal biztositott rezisztencia attoréséért feleldések sargadinnyén (Cucumis melo L.). A Il-es
alcsoportit CMV izolatumok képesek fertdzni a rezisztencidval bir6 sargadinnyét, rezisztenciatord
¢€s nem tord virus kimérak segitségével sikeriilt azonostani a SNNLL64-68HGRIA, R81C, G171T
¢s A1951 aminosav szekvenciaban torténd valtozasokat, melyek feleldsek a rezisztencia attorésért

(GUIU-ARAGONES €s mtsai., 2014).

3.2.6. A CP patogenitasban betoltott szerepe

A Cucumovirus CP is kozrejatszik a gazdandvény specifitasban is. CMV Y torzs CP lokalis
nekrotikus 1éziokat alakit ki Arabidopsis thaliana novények levelén (TAKAHASHI €s mtsai., 2001).
A CP 129-es aminosava sokat vizsgalt pozicidé a tiinetek vonatkozasaban. El0sz6r dohany
novényen detektaltdk, hogy ebben a pozicioban taldlhatd prolin halvany z6ld mozaikos tiinet
fenotipust alakitott ki, mig szerinnel klorotikus fenotipust figyeltek meg (SHINTAKU és mtsai.,
1992). Késébb a 129-es pozicioban 16 kiilonboz6 aminosav valtozat hatasat vizsgaltak a dohany
névényeken kialakulé tiinetekre. Osszefiiggést mutattak ki az aminosavak tulajdonsigai és
kialakult tiinetek tipusa kozott, a polaros, savas aminosavakra vald csere (aszparaginsav,
glutaminsav) halvany z6ld mozaikos fenotipust okozott, mig polaros bazikus aminosavakra (lizin,
hisztidin) val6 csere nekrotikus fenotipus megjelenését okozta. A polaros, toltés nélkiili (cisztein,
szerin, glutamin) aminosavakat hordoz6 mutansok klorotikus tiineteket okoztak. Nem csak
dohanyon, hanem Uj-zélandi-spenéton (Tetragonia expansa Pall.), balzsamkértén (Momordica
charantia L.) és foldicseresznyén (Physalis floridana Rydb.) is megfigyelhetéek voltak ugyanezek

a tlinet fenotipusok (KOBORI és mtsai., 2002; MOCHIZUKI és OHKI, 2011).

A CP 192-es aminosavanak aszparaginsavrdl lizinre torténd mutacidja a tipikus tlinetektdl
eltéré szisztemikus nekrozist okozott. A 194-es pozicioban taldlhatd leucin alaninra vald
cserélodése atipikus klorotikus tiineteket eredményezett nekrotikus foltokkal (LIU és mtsai., 2002).
A 193-as aminosav lizin, szerinre vagy aszparaginra torténé mutacidja Nicotiana glutinosa
novényen torpiiléses tiineteket okozott (SZILASSY és mtsai., 1999). N. tabacum névényen, CMV Y
torzsének CP-jében torténd mutacid a 111-es és a 124-es pozicidkban talalhatd izoleucin treonin
¢s valinra torténd mutacidja sarga, klorotikus tiinetek helyett enyhe zo6ld klor6zist indukalt

(SUGIYAMA és mtsai., 2000).
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3.2.7. Kevert fertozések

A ndvényvirologiai kutatasok tobbsége egyedi fertdzési modellekre fokuszal, a fertdézés soran
a virusokat ¢és a kialakitott tlineteket, a virus-ndvény kapcsolatot egyedileg vizsgalja, azonban, a
virusok kevert fertézésben vald eléfordulasa rendkiviil gyakori, olyannyira, hogy eléfordulasuk
természetes koriilmények kozott inkabb szabalyszerlinek mondhatd, mint kivételnek. Kevert
fertdzések tobb, virus kdlcsonhatasaként jonnek 1étre. Ezen kevert fert6zések soran, a két (vagy
tobb) fertdz6 virus kiilonboz6 kolcsonhatas tipusok el6forduldsat eredményezheti, melyek
szinergizmus és az antagonizmus k6zo6tt mozognak. A szinergizmus olyan kdlcsonhatas, amelyben
tobb virus egyiittes fertdzése sulyosabb tiineteket okoz a gazdandvényen, vagy fokozodik a virusok
patogenitasa €s terjedésének sebessége, mint amit barmelyik virus dnmagéaban képes lenne
kivaltani. Az antagonizmus ezzel ellentétes kdlcsonhatas, amelyben két vagy tobb virus egytittes
jelenléte gyengiti egymas fertdzoképességét vagy patogenitasat. Noveényi virusok esetében ez azt
eredményezheti, hogy az egyik virus fertézése gatolja a masik virus replikéciojat vagy terjedését
a novényben, csokkentve ezzel a betegség sulyossagat (SINGHAL és mtsai., 2021). Szinergizmus
megfigyelheté az azonos nemzetségbdl szarmazd virusok kozott (RENTERIA-CANETT és mtsai.,
2011), valamint a kiilénb6z6 viruscsaladokhoz tartozé virusok kozott (WANG és mtsai., 2009) is.
A szinergikus kapcsolatok soran a tlinetek fokozodasa mellett az egyik vagy mindkét virus
mennyiségének emelkedése is megfigyelhetd, a novényi szovetekben. Az antagonizmus foként a
gazdanovény, elsddleges virusfert6zés altal okozott védekez6 mechanizmusok aktivalédasanak
koszonhetd. Tovabb csokkentheti a virus fertézések hatékonysagat a gazdaerdforrasokért
folytatott versengés, ami a virusok csokkent mozgasképességhez és replikacidjdhoz vezethet,

ellentétben az egy virus altali fertézésekkel (ALVES-JUNIOR és mtsai., 2009).

Természetes koriilmények kozott a CMV gyakran elofordul kevert fertézésekben mas
ndvénypatogén virusokkal egylitt. CMV potyvirusokkal egyiitt eléfordulva gyakran a virusok
szinergizmusarol beszélhetiink, ilyenkor a gazdandvényen okozott tiinetek sulyosabbak, mint amit
a két virus kiilon-kiilon fellépd fertézése okozna. A potyvirusok esetében HC-Pro, P1/HC-Pro
fert6zott novényben (PRUSS és mtsai., 1997; WANG és mtsai., 2002). A déli paradicsom virus
(Southern tomato virus, STV) paradicsomot fert6z6 virus, CMV-vel kozosen el6fordulva novelte
a CMV mennyiségét, illetve a tiinetek intenzitasat a fert6zés korai szakaszaban, azonban egy masik
paradicsomot fert6z6 virus, a pepino mozaik virus (Pepino mosaic virus, PepMV) és a CMV
egyiittes fertéz¢és antagonista kdlcsonhatast eredményezett. A CMV mennyisége erds csokkenését
¢és a ndvényen megjelend tiinetek enyhiilését tapasztaltdk, a CMV egyediili fert6zéséhez képest
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(ELVIRA GONZALEZ és mtsai., 2021). A CMV-Fny burgonya Y virussal (Potato virus Y, PVY) vald
kevert fert6zése paradicsomban megndvelte a CMV RNS koncentraciot, szinergizmust figyeltek
meg, azonban forditott esetben, PVY szempontjabol antagonisztikus a kapcsolat. A PVY
replikaciojat csokkentette a CMV, amit a 2b fehérjéhez kothetiink (MASCIA és mtsai., 2010). CMV
esetén tobb alkalommal figyelhetek meg szinergizmust kevert fert6zések esetén (HERRERA-

VASQUEZ és mtsai., 2009; MURPHY és BOWEN, 2006; TAKESHITA és mtsai., 2012).

A PSV esetén kevés irodalmi adat all rendelkezésre ebben a vonatkozasban, egy 2001-es
vegetacios iddszakban az USA-ban Indiana, Wisconsin és Kentucky allamban végzett kisérletben
191 db szdjababot vizsgaltak. Az iiltetvényben azonositottak a lucerna mozaik virust (Alfalfa
mosaic virus, AMV), a bab sarga mozaik virust (Bean yellow mosaic virus, BYMV), PSV-t, a
dohany gytrisfoltossag virus (Tobacco ringspot virus, TRSV) és a szdja mozaik virus (Soybean
mosaic virus, SMV) azonban kevert fertézést egyaltalan nem figyeltek meg (CLARK és PERRY,
2002).

3.2.8. Szatellit RNS-ek

A CMV ¢és a PSV altal okozott fert6zés tiineteit a szatellit RNS-ek (satRNS) jelenléte is
modosithatja. Ezek koriilbeliil 330-405 nt hosszasagu, a CMV virionba becsomagolodoé de a virus
RNS-el nem homoldg linearis RNS-ek, amelyek képesek befolyasolni a virus replikaciojat,
patogenitasat és a tlinetek kialakulasat. A mukodésiikhoz sziikséges fehérjéket, mint példaul a

replikaz vagy a CP, nem kodoljak, a CMV helper virusét hasznaljak (ESCRIU és mtsai., 2000).

Kis méretiik ellenére, a satRNS-ek nagy hatéssal lehetnek a helper virus altal okozott
tiinetekre, enyhithetik azokat, de stulyosbithatjak is. A CMV satRNS-ére eldszor 1970-es években
lettek figyelmesek, egy Franciaorszagban pusztité paradicsom iiltetvényekben feltiind jarvany
soran. CMV és a satRNS egyiittesen a novények teljes pusztulasat okoztak (KAPER és
WATERWORTH, 1981). Szintén paradicsomr6l, Horvatorszagban is detektaltak egy CMV-vel
egyiitt letalis nekrozist okozo satRNS-t (SKORIC és mtsai., 1996). CMV(YW) izolatuma egyedi, a
jellemzd CMV tiinetektdl eltérd vonalmintazati mozaik tlineteket indukal szisztemikusan fertdzott

dohanyleveleken, melynek oka a CMV mellett izolalt sat-YW RNS volt (SATO és mtsai., 2000).

A CMV-hez hasonléan PSV esetén is dokumentéltak satRNS-ek el6forduldsat. Dohéany
ndvényen harom féle satRNS-t vizsgalva az egyik, (V-satRNS) nem befolyésolta a helper virus,
azaz a PSV altal okozott tiineteket, azonban masik kett6 (G-satRNS, WC-satRNS) vizsgalt satRNS
a tiinetek gyengiilését okozta (NAIDU, 1991).
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A fentickben bemutatott szamtalan tényez6 befolyasolhatja a novénypatogén virusok
gazdanovénykorét, illetve a gazdandvényeken okozott valtozatos tiineteiket, tiinetegyiitteseket. A
cucumovirusokon beliil a CMV és a PSV gazdandvénykore jelentdsen eltérd, annak ellenére, hogy
genetikai allomanyuk és a kodolt fehérjék funkcidi nagyon hasonléak. A szakirodalomban
talalhat6 szamos eset, amikor sikertilt molekularis szinten vizsgalni, egy-egy genom régiéhoz vagy
aminosav valtozashoz kotni a virusok altal kialakitott tiineteket, illetve gazdandvény specifitast.
Jelen munkénkkal, a CMV ¢és a PSV gazdandvénykorében torténd eltérések molekularis hatterének

vizsgalatat végezziik, rekombinans, reasszortans virusok segitségével.
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IV. Anyag és modszer

4.1. Dolgozatban felhasznalt anyagok

4.1.1. Novény anyag

A fert6zéshez és a novényi sejten beliili lokalizacid vizsgalatahoz Nicotiana benthamiana
Domin, Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc, Nicotiana glutinosa L., Chenopodium murale L.,
Cucumis sativus L. cv. Szenzaci6, Solanum lycopersicum L. cv. Moneymaker és Capsicum
annuum L. cv. Brody tesztnovényeket hasznaltunk. Tesztndvényeket szabalyozott koriilmények
mellett, fitotronban neveltiik. Nicotiana fajokat és C. murale-t hosszinappalos megvilagitas
mellett 16 o6ras megvilagitds és 8 oras sotét periodus 24 °C-on tartottunk a megvilagitasi
periddusban és 16 °C-on a sotét periddus alatt. Az uborka, paprika és paradicsom novényeket is
hosszunappalos koriilmények kozott, de 26 °C hémérsékleten neveltik a megvilagitasi

periddusban és 23 °C hdmérsékleten sotét periddusban.

4.1.2.Virus izolatumok, fert6zéképes klonok

A dolgozatban felhasznalt virus izolatumok: Rp-PSV izolatumot Dr. Salamon Pal izolalta,
Godollon, fehér akacrol (Robinia pseudoacacia L.), ferté6zéképes klonjait pRP1-PSV, pRP2-PSV,
PRP3-PSV Kiss és mtsai. kozolték (KISS és mtsai., 2008) (1. tablazat). Az Rs-CMV izolatumot
Dr. Salamon Pal izolalta, G6d6116n, retekrél (Raphanus sativus L.), fertézoképes klonjait pRS1-
CMV, pRS2-CMV, pRS3-CMV Divéki és mtsai. kozolték (DIVEKI és mtsai., 2004) (1. tablazat).
Az MP rekombinans fert6zoképes klonokat overlap PCR segitségével allitottuk el6 pCP3 pPC3
pPAC3 (1. tablazat).
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1. tablazat. a dolgozatban hasznalt fert6z6képes klonok forrasa és a linearizalashoz hasznalt

restrikcids enzimek

KI16n megnevezése RNS Forras Linearizals
pRS1-CMV Rs-CMV RNS1 | Divéki és mtsai., 2004 | BamHI
pRS2-CMV Rs-CMV RNS2 | Divéki és mtsai., 2004 | BamHI
pRS3-CMV Rs-CMV RNS3 | Divéki és mtsai., 2004 | BamHI
pRP1-PSV Rp-PSV RNS1 |Kiss és mtsai., 2008 BamHI
pRP2-PSV Rp-PSV RNS2 | Kiss és mtsai., 2008 BamHI
pRP3-PSV Rp-PSV RNS3 | Kiss és mtsai., 2008 BamHlI, Pstl
pCP3 CMV3PSVCP |overlap PCR Pstl
pPC3 PSV3CMVCP [overlap PCR BamHI
pPAC3 PSV3ACMV CP |overlap PCR BamHI

4.1.3. Baktérium torzsek és plazmidok

A fert6zOképes klonok elkészitéséhez pGEM T-Easy (Promega) klonozd vektort és
Escherichia coli baktérium DH5a, illetve TG90 torzsét hasznaltuk. Az agroinfiltralas
kisérletekhez Agrobacterium tumefaciens C58C3 torzset és pBin61 expresszios vektort
hasznaltunk (SILHAVY, 2002).

4.2. Dolgozatban alkalmazott modszerek

4.2.1. MP rekombinans fertézoképes klonok elkészitése

A tesztnovények fertézéséhez elsd 1épésben fertézoképes klonokat allitottunk eld. Rp-PSV
RNS1, RNS2 és RNS3 fertézéképes klonjat Kiss és munkatarsai készitették el (KISS és mitsai.,
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2008), Rs-CMV RNSI1, RNS2, RNS3 fertdzéképes klonjait Divéki és munkatarsai (DIVEKI és
mtsai., 2004). A munkank soran hasznalt tovabbi MP rekombinans 3-as RNS-eket overlap PCR
segitségével készitettik a pRS3-CMV ¢és az pRp3-PSV c¢DNS klonok felhasznalasaval (1.
tablazat). Az 5’ oligonukleotid primer szekvenciak, a T7 bakteriofag RNS polimeraz promoterét
tartalmaztak, hogy késébb a cDNS klonok alkalmasak legyenek in vitro transzkriptum készitésére.
A klonok 5’ és 3’ végén is restrikcios enzim szekvenciat épitettiink be a primerparok segitségével,

amelyek a transzkripcidhoz val6 linearizalashoz (1. tablazat) sziikségesek.

A rekombinans fertdzoképes klonokhoz, elsé 1épésben overlap PCR ¢€s specifikus primerek

(2. tablazat) segitségével rekombinans PCR termékeket allitottunk elo.

pCP3 fertézoképes klon pRS-CMV ¢és pRp-PSV felhasznalasaval készitettiik el (6.abra). A
CMV MP ¢és az 5° nem kodold régiot a PSV 3-as RNS-e ezen szakaszanak megfeleld régidval
kicseréltiik. Az els6 PCR-ben pRS3-CMV klonbol kiemeltiik az 5° nem kodolo régiot és az MP-t
57-es és 623-as primerrel. Az 57-es primerrel Pstl hasitohelyet és T7 promotert is beépitettiik a
szekvenciaba (6. abra, 2. tablazat). a 623-as primer egy PSV szekvencia specifikus atfedo régiot
is tartalmazott. A 622-¢s és 188-as primerekkel pedig a PSV MP és CP kozti nem kddolo régiot,
CP-t és 3° nem kodolo régiot emeltiik ki. A 622-es primer a CMV MP 3’ vég szekvenciaval atfedd
régiot tartalmazott, a 188-as pedig egy Pstl hasitohelyet (2. tablazat). Az 1. PCR az alabbi szerint
zajlott, 95 °C-5 perc kezdeti denaturacio, Ciklus 30-szor ismételve: (95 °C-on 1 perc denaturacio,

58 °C-on 30 mp. primer kotés, 72 °C-on 1 perc 5 mp lanchosszabbitas), 72 °C-on 5perc terminalas.

A masodik PCR-ben az els6 PCR soran keletkezett két termék atfedd régidjanak
koszonhetden, a két kiils6 primerrel (57, 188) ki tudtuk emelni a teljes hosszasagu pCP3
rekombinans RNS3-t. A masodik PCR eredményeként kapott PCR termék a CMV 5’ nem kodolo
régiot és az MP-t tartalmazta, illetve a PSV MP ¢és CP kozti nem kodolo régiot, a CP-t és 3 nem
kodolo régiot. A rekombinans PCR termék 5° végén T7 promotert és Pstl hasitohelyet tartalmazott,
illetve 3° végén is egy Pstl hasitohelyet (6. dbra). Masodik PCR paraméterei az alabbiak: 95 °C-5
perc kezdeti denaturacio, Ciklus 30-szor ismételve: (95 °C-on 1 perc denaturécio, 62 °C-on 30 mp

primer kotés, 72 °C-on 2 perc 5 mp lanchosszabitas), 72 °C-on 5 perc terminalés.
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pRS3-CMV pRp3-PSV Templit plazmidok

} MP | | cp | [ w | [ cp g . PCR

Pst] w= wm Pstl
57 623 622 188

S m S UMP P + 5 IGR+CP+3° | N I. PCR termékek

5 IGR+CP+3’ | N
s'| 5" +MP S - Pstl IL PCR (overlap PCR)
Pst] wm 188
57
pCP3
> | MP | | CP | ¥ Fertozdképes klon

6. abra. A fert6zéses vizsgalatokhoz hasznalt pCP3 fert6zoképes klon elkészitése soran alkalmazott
overlap PCR sematikus abrazolasa. A nyilak és az alattuk lathat6 szamok a primereket jelolik, piros
szinnel a restrikcios endonukledzokat jeldltiik, lilaval CMV-bdl szarmazo DNS szakaszokat, kékkel pedig

PSV-b6l szarmazd DNS szakaszokat.

pPC3 fertézéképes klon pRS-CMV és pRp-PSV felhasznalasaval készitettiik el (7. abra). A
PSV MP és az 5’ nem kodolo régiot a CMV 3-as RNS-e ezen szakaszanak megfeleld régioval
kicseréltiik. Az els6 PCR-ben pRp3-PSV klonbol kiemeltiik az 5° nem kodolo régiot és az MP-t
220-as és 625-06s primerrel. A 220-as primerrel BamHI hasitohelyet és T7 promotert is bevittiink
a szekvenciaba (7. abra, 2. tablazat). A 625-0s primer egy CMV szekvencia specifikus atfedo
régiot is tartalmazott. A 624-es és 43-as primerekkel pedig a CMV MP ¢és CP kozti nem kodold
régiot, CP-t és 3’ nem kodold régiot emeltiik ki. A 624-es primer PSV MP 3’ vég szekvenciaval
atfedo régiot tartalmazott, a 43-as pedig egy BamHI hasitohelyet (2. tablazat). Az 1. PCR az alabbi
szerint zajlott, 95 °C-5 perc kezdeti denaturacio, Ciklus 30-szor ismételve: (95 °C-on 1 perc
denaturacio, 58 °C-on 30 mp. primer kotés, 72 °C-on 1 perc 5 mp lanchosszabitas), 72 °C-on 5perc

terminalas.

A masodik PCR-ben a két kiilsé primerrel (57, 188) emeltiik ki a teljes hosszusagih pPC3
rekombinans RNS3-t. A masodik PCR utdn a PCR termék a PSV 5’ nem kodolo6 régiot és MP-t
tartalmazta, illetve CMV MP és CP kozti nem kodolo régiot, CP-t és 3’ nem kodolo régiot (7.
abra). A rekombinans PCR termék 5° végén T7 promotert és BamHI hasitohelyet tartalmazott,

illetve 3’ végén is egy BamHI hasito hely talalhato (7. abra). A masodik PCR paraméterei az
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alabbiak: 95 °C-5 perc kezdeti denaturacio, Ciklus 30-szor ismételve: (95 °C-on 1 perc denaturacio,

62 °C-on 30 mp primer kotés, 72 °C-on 2 perc 5 mp lanchosszabitas), 72 °C-on 5 perc terminalas.

pRp3_PSV pR53 -CMV Templit plazmidok
5 3 5 ¥
MP | [ cp MP | [ cp 1. FCR
BamHI w= wm BamHI
220 625 624 43
s m S4MP 3 + 5 IGR+CP+3’ 3 L. PCR termékek

5 [GR+CP+3" m3

S H 57+MP 3 = BamHi 1L PCR (overlap PCR)

BamH1 = 43
220
pPC3

5 kY o )
MP | | CP Fertézdképes klon

-_— —_—

7. abra. A fert6zéses vizsgalatokhoz hasznalt pPC3 fert6zoképes klon elkészitése soran alkalmazott
overlap PCR sematikus abrazolasa. A nyilak és az alattuk lathato szamok a primereket jelolik, piros
szinnel a restrikcids endonukleazokat jeldltik, lilaval CMV-b6l szarmazo DNS szakaszokat, kékkel pedig

PSV-bdl szarmazo DNS szakaszokat.

A pPAC3 fert6zoképes klon pRS-CMV ¢és pRp-PSV felhasznalasaval készitettiik el (8. abra).
A PSV MP ¢és az 5’ nem kodold régiot a CMV 3-as RNS ezen szakaszanak megteleld
szekvenciaval kicseréltiik és a PSV MP C-terminalis 42 aminosavanak megfeleld nukleotidot
toroltik. Az els6 PCR-ben pRp3-PSV klonbol kiemeltiik az 5° nem kodold régiot és az MP-t az
utols6 42 aminosavat kodold nukleotid szekvencia nélkiil, amihez 220-as és 633-as primert
hasznaltuk. A 220-as primerrel BamHI hasitohelyet és T7 promotert is bevittiink a szekvenciaba
(8. abra, 2. tablazat). A 633-as primer egy CMV szekvencia specifikus atfedd régiot is tartalmazott,
illetve az MP 3’ irdnybol 42 aminosavat kodold szekvencia hidnyzott a primer szekvenciabol. A
632-es és 43-as primerekkel pedig a CMV MP és CP kozti nem kodolo régiot, CP-t és 3’ nem
kodolo régidt emeltiik ki. A 632-es primer PSV MP 3 végével atfedd régiot tartalmazott, az utolsod
42 aminosavnak megfelelé nukleotidok hianyaval, a 43-as pedig egy BamHI hasitohelyet. Az 1.
PCR az alabbi szerint zajlott, 95 °C-5 perc kezdeti denaturacio, Ciklus 30-szor ismételve: (95 °C-
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on 1 perc denaturacid, 58 °C-on 30 mp. primer kotés, 72 °C-on 1 perc 5 mp lanchosszabitas), 72

°C-on 5perc terminalds.

A masodik PCR-ben a két kiilsé primerrel (57, 188) emeltiik ki a teljes hosszasagi pPC3
rekombinans RNS3-t. A masodik PCR utdn a PCR termék a PSV 5’ nem kodolo régiot és a 3° 42
aminosav delécios MP-t tartalmazta, illetve CMV MP ¢és CP kozti nem kodolo régiot, CP-t és 3’
nem koédold régiot. A rekombinans PCR termék 5° végén T7 promotert és BamHI hasitohelyet
tartalmazott, illetve 3’ végén is egy BamHI hasito helyet (8. dbra). A masodik PCR paraméterei az
alabbiak: 95 °C-5 perc kezdeti denaturacid, Ciklus 30-szor ismételve: (95 °C-on 1 perc

denaturacio, 62 °C-on 30 mp primer kotés, 72 °C-on 2 perc 5 mp lanchosszabitas), 72 °C-on 5 perc

terminalas.
pRp3-PSV pRs3-CMV .
Templat plazmidok
42 aa
I
5 - 3 5 3 ;
mp || cp MP | | cp I. PCR
BamHT wm . CLL] = BamHI
220 633 632 43
5'Hl  5'+MP-33aa 3 + 5 [GRECP-3’ | I. PCR termékek
5 IGR+CP+3” m3 II. PCR (overlap PCR)
S H 5*+MP-33aa 3 = BamHI
BamHI w 43
220
pPAC Fertézdképes klon
50 -
[ m [ [ e ] ’
L} — _—

8. abra. A fert6zéses vizsgalatokhoz hasznalt pPAC3 fertéz6képes klon elkészitése soran alkalmazott

overlap PCR sematikus dbrdzolasa. A nyilak és az alattuk lathaté szamok a primereket jelolik, piros

szinnel a restrikcids endonukledzokat jeldltiik, lilaval CMV-b6l szarmazé DNS szakaszokat, kékkel pedig

PSV-bdl szarmazd DNS szakaszokat. A szaggatott vonal a 33 aminosavnak megfelel6 hianyzo

nukleotidokat jeloli.

Az overlap PCR-rel késziilt MP rekombinans PCR (pCP3, pPC3, pPAC) termékeket 1%-0S
agaroz gélen ellendriztiik majd High-Pure Roche Purification Kit-tel (Roche) tisztitottuk a pGEM
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T-Easy vektorba ligalashoz. A plazmid vektorba ligalt termékeinket E. coli DHSa torzsébe

transzformaltuk Inoue és mtsai. (1990) mddszere szerint (INOUE és mtsai., 1990). A rekombinans

klonok nukleotid sorrendjének meghatdrozasat a Biomi Kft-nél, (G6dolld) végeztiik.

2. tablazat. Fert6z6képes klonok eldallitasahoz hasznalt oligonukleotid primerek és megnevezésiik. A

primerek szekvenciajaban piros szinnel jeloltiik a hasitohelyeket, kékkel a T7 szekvenciat és alahtiztuk az

overlap PCR-hez sziikséges atfed6 régidkat.

Primer elnevezése Primer szekvencia Hasznalat Ref.szam
pCP3 fertézéképes klon
CMV3PSVCP_FOR 5’-accgcaggtggttaacggtctttagatatatgaatattatggta -3’ 622
elkészitése
pCP3 fertézéképes klon
CMV3PSVCP_REV 5’-ataatattcatatatctaaagaccgttaaccacctgc-3’ 623
elkészitése
pPC3 fertézéképes klon
PSV3CMVCP_FOR 5’-tgttctgggattttgttgtaacactttggtgcgtattagtatat-3° 624
elkészitése
pPC3 fertézéképes klon
PSV3CMVCP_REV 5’-atacgcaccaaagtgttacaacaaaatcccagaaca-3’ 625
elkészitése
pPAC fertézoképes klon
PSV3ACMVCP_FOR 5’-caaaaagcgattggtagttaacactttggtgcgtattagtata-3° 632
elkészitése
pPAC fertézoképes klon
PSV3ACMVCP_REV 5’-atacgcaccaaagtgttaactaccaatcgctttttgaatg -3 633
elkészitése
CMV_RNA3_FOR- pCP fert6zoképes klon
5’-ggctgcagtaatacgactcactatagtaatcttaccac-3’ 57
T7Pstl elkészitése
CMV_RNA3_REV- s cctagtetocttt 3 pPC, pPAC fertézoképes 43
’-gcggatcctggtetee aggecec-3’
BamHI 9edd % 99499 klonok elkészitése
PSV_RNA3_FOR- 5’- pPC, pPAC fertézéképes 220
T7BamHI ggggatcctaatacgactcactatagttttaaaccaaccaaaacctgag-3’ klonok elkészitése
pCP fert6zoképes klon
PSV_RNA3 REV-Pstl 5’-ggctgceagtggtetectatggagecctcatag-3° 188
elkészitése
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4.2.2. Invitro transzkripcid, inokulalas, virion tisztitas

A tesztnovények inokulaldsahoz fert6zoképes in vitro transzkriptumokat készitettiink. A
korabban emlitett fertézéképes klonokat hasznaltuk templatnak. CMV-hez: pRs1-CMV, pRs2-
CMV, pRS3-CMV, PSV-hez pRpl-PSV pRp2-PSV, pRp3-PSV, az RNS3 reasszortans
virusokhoz: pRs1-CMV, pRs2-CMV, pRp1-PSV, pRp2-PSV, pRS3-CMV, pRp3-PSV, az MP
rekombinans virusokhoz pedig pRsl-CMV, pRs2-CMV, pCP3, pPC3 ¢és pPAC3 klonokat
hasznaltuk (3. tablazat). A klonokat hordozo plazmidokat linearizaltuk BamHI-es és Pstl-es
restrikcids endonukleaz enzimmel (1. tablazat). A transzkriptumok szintézisét T7 polimeraz

enzimmel végeztiik (SZILASSY és mtsai., 1999). A transzkripciodt az alabbiak szerint végeztiik:
1 pg linearizalt plazmid templat
rNTP mix: 50 mM ATP-t, UTP-t és CTP-t, 6,25 mM GTP (Thermo Scientific)
5-sz0rds reakcio puffer (Thermo Scientific): 2 pl
CAP (7-metil-guanozin sapka) (Biomi): 50mM
T7 RNS polimeraz (Thermo Scientific): 50 U
RNaz Inhibitor (Thermo Scientific): 0,5 ul

Steril viz: 1,5 pl

A fenti 50 pl végtérfogatu reakcid elegyet 15 percig inkubaltuk 37 °C-on majd hozzaadtunk
25 mM GTP-t és tovabbi egy orat inkubaltuk 37 °C-on. Az elkésziilt in vitro transzkriptumok

mindségét agarodz gélelektroforézissel ellendriztiik.

A ¢cDNS klonokroél késziilt in vitro RNS transzkriptumokat egyenlé mennyiségben kiilonb6z6
kombindciokban kevertiik hozza 40 pl inokuldlé pufferhez gy, hogy az inokulum azonos
mennyiségben tartalmazzon 1-es, 2-es és 3-as RNS-nek megfeleld transzkriptumot (3. tablazat).
Minden tesztndvény 22 fiatal levelére 20-20 pl karborundumot tartalmazo inokuldlo pufferbe
((25 mM glicin, 15 mM K3HPO4, 0,5% celit) kevert transzkriptumot (1:10 higitasban)
pipettaztunk, majd steril liveg spatulaval elkentiik ligyelve, hogy minél kevesebb sériilést
okozzunk a leveleken. A transzkriptumokat az aldbbi kombinacidban fertdztiik: C1+C2+C3,
P1+P2+P3, C1+C2+P3, P1+P2+C3, C1+C2+CP3, CI1+C2+PC3, C1+C2+AC3 (3. tablazat).
Negativ kontrollként hasznalt ndvényeket inokulald pufferrel és karborundummal inokulaltuk,

amely nem tartalmazott in vitro transzkriptumot.
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3. tablazat. A dolgozatban hasznalt virusok megnevezése, felhasznalt in vitro transzkriptumok és

fert6zoképes klonok

Virus elnevezése | Felhasznalt fert6zoképes klonok In vitro transzkriptum
CMV pRs1-CMV, pRs2-CMV, pRS3-CMV C1+C2+C3

PSV pRp1-PSV pRp2-PSV, pRp3-PSV P1+P2+P3

C12P3 pRs1-CMV, pRs2-CMV, pRp3-PSV C1+C2+P3

P12C3 pRp1-PSV, pRp2-PSV, pRS3-CMV P1+P2+C3

C12CP3 pRs1-CMV, pRs2-CMV, pCP3 C1+C2+CP3
C12PC3 pRs1-CMV, pRs2-CMV, pPC3 C1+C2+PC3
CI2PAC3 pRs1-CMV, pRs2-CMV, pPAC3 CI1+C2+AC3

Az in vitro transzkriptummal fertézott N. benthamiana novényekbdl, harom héttel az
inokulalds utan a fert6zott ndvények tiineteket mutatd fiatal, felsd leveleibdl virionokat
tisztitottunk (LOT és KAPER, 1976). 100 g névényi mintat homogenizaltunk Nasz-citrat pufferben
(0,5 M Nas-citrat (pH: 6,5), 0,5 M EDTA (pH: 8)) és kloroformban, amelyeket 1:1 aranyba
kevertlink. Homogenizalas el6tt 0,1% tioglikolsavat adtunk a pufferhez. A pufferben homogenizalt
novényi mintat centrifugaltuk (4 °C, 10 perc, 6000g), majd a vizes fazishoz 10%-0s PEG 6000
adtunk, jégen kevertettiik 15 percig, majd 30 percet allni hagytuk. Ujabb centrifugalast kovetéen
(4 °C, 20 perc, 10000 g), visszaoldottuk a pelletet, 0,5 mM borat puffer (pH: 9) amelyben 2%
Triton X-100-at oldottunk fel. Centrifugalast kovetéen (4 °C, 10 perc, 10000 g) a borat puffer és
Triton X-100 feliilaszot 150 percig ultracentrifugaltuk 18000 g-n, 4 °C-on. Az ultracentrifuga utan,
a keletkezett pelletet 0,5 mM borat pufferben oldottuk vissza.

A fertdzéses kisérletekben a tisztitott virionnal egyenld koncentracidban fertdztiink
tesztnovényeket. Minden névényre 10 pg/ml koncentracidban inokuldlo pufferbe (25 mM glicin,
15 mM K2HPO4, 0,5% bentonit, 0,5% celit) kevert viriont kentiink {iveg spatulaval. Az inokulalo
pufferbe karborundumot kevertiink a novényi sejtek felsértéséhez. Negativ kontrollként hasznalt

novényeket inokulald pufferrel és karborundummal inokulaltuk.
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4.2.3. MP-eGFP fuzios fehérjék készitése sejten beliili lokalizacio

vizsgalatahoz

A sejten beliili lokalizacios vizsgalatokhoz, MP-eGFP fuzios fehérjéket készitettiink. A CMV
MP-t és PSV MP-t kdodold génszakasz C-termindlis végéhez eGFP-t kdodold szakaszt
fuzionaltattunk, miutan az MP-k stop kodonjat eltavolitottuk, hogy az MP transzlacidja a GFP
fehérjével egyiitt torténjen. A két fuzios fehérjét overlap PCR segitségével készitettiik el 9., 10.
abra). CMV MP-eGFP készitéséhez elsé 1épésben pRS3-CMV-bol amplifikaltuk az MP-t a 463
primerrel, mely tartalmazta a Sacl hasitohelyet illetve a 464-es primerrel, amely eGFP 5° végével
atfedd szekvenciat tartalmazott. Az 1. PCR soran amplifikaltuk peGFP-bdl, eGFP fehérjét kodolo
szakaszt a 465-6s primer segitségével, ami CMV MP 3’ végével atfedo régiot is tartalmazott, és a
466-0s primerrel ami BamHI hasitohelyet tartalmazott (9. abra, 4. tablazat). Az elsé PCR kondicioi
az alabbiak, 95 °C-on 1 perc denaturacid, 60 °C-on 30 mp. primer kotés, 72 °C-on 1 perc 5 mp
lanchosszabitas), 72 °C-on 5 perc terminalas. A masodik PCR soran az els6 PCR-ben szintetizalt
termékeket két sz¢lso primerrel (463, 466) tovabb amplifikaltuk, igy megkaptuk CMV MP-eGFP
fuzios fehérje PCR terméket, az 5° végén Sacl, a 3° végén BamHI hasitohelyekkel. A masodik
PCR kondicioi, 95 °C-on 1 perc denaturacio, 58 °C-on 30 mp. primer kotés, 72 °C-on 2 perc 5 mp

lanchosszabitas, 72 °C-on 5 perc terminalas.

pRS3-CMV peGFP Templit plazmidok
5 3 5° 3 .
MP | I CP cGFP 1. PCR
Sacl wm - Bami
463 464 465 466
s MP kK + 5 eGFP m I. PCR termékek

5 eGFP m
5> A MP 3’ == RamHI
Sacl wm 466 11. PCR (overlap PCR)
463
CMV MP-eGFP

Y MP | oGFP |

Fiziés fehérje

9. abra. A sejten beliili lokalizacios vizsgalatokhoz eléallitott CMV MP-eGFP overlap PCR sematikus
abrazolédsa. A nyilak és az alattuk lathatd szamok a primereket jelolik, piros szinnel a restrikcios
endonukleazokat jeldltiik, lildval CMV-bdl szarmazd DNS szakaszokat, zolddel pedig eGFP-bdl

szarmazO DNS szakaszokat.
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A PSV MP-eGFP elkészitéséhez elsé 1épésben pRp3-PSV-bdl amplifikaltuk az MP-t a 600-as
primerrel, mely tartalmazta a Sacl hasitohelyet illetve a 602-es primerrel, amely eGFP 5 végével
atfedd szekvenciat tartalmazott. Az 1. PCR soran amplifikaltuk peGFP-bdl, eGFP kodolo szakaszt
a 601-es primer segitségével ami PSV MP 3’ végével atfedo régiot is tartalmazott, és a 466-0S
primerrel ami BamHI hasitohelyet tartalmazott (10. abra, 4. tablazat). Az els6 PCR kondicioi az
alabbiak, 95 °C-on 1 perc denaturacio, 60 °C-on 30 mp. primer kotés, 72 °C-on 1 perc 5 mp
lanchosszabitas, 72 °C-on 5 perc terminalas. A masodik PCR soran az els6 PCR-ben szintetizalt
termékeket két sz€éls6 primerrel (600, 466) tovabb amplifikaltuk, igy megkaptuk PSV MP-eGFP
fazios fehérje PCR terméket, az 5° végén Sacl, a 3° végén BamHI hasitohelyekkel. A masodik
PCR kondicioi, 95 °C-on 1 perc denaturacio, 58 °C-on 30 mp. primer kotés, 72 °C-on 2 perc 5 mp

lanchosszabitas, 72 °C-on 5 perc terminalas.

pRp3-PSV peGFP Templat plazmidok
5 £ 3 * 5 ¥ 3 E)
MP | | cp <GEP L PCR
Sacl wm = BamHI
600 602 601 466
5 | MP 3 + 5 eGEP o I. PCR termékek

5 eGFP H 3
s W MP 3 = BamHI
Sacl 466 II. PCR (overlap PCR)
600
PSV MP-eGFP
> MP eGFP >

Fuzids fehérje

10. abra. A sejten beliili lokalizacios vizsgalatokhoz el6allitott PSV MP-eGFP overlap PCR sematikus
abrazolédsa. A nyilak és az alattuk lathatd szamok a primereket jelolik, piros szinnel a restrikcios
endonukleazokat jeloltiik, kékkel PSV-bol szarmazo DNS szakaszokat, zolddel pedig eGFP-bol szarmazo
DNS szakaszokat.

Az overlap PCR-rel késziilt MP-eGFP fuzios fehérje PCR (CMV MP-eGFP, PSV MP-eGFP)
termékeket High-Pure Roche Purification Kit-tel (Roche) tisztitottuk a pGEM T-Easy vektorba

ligalashoz. A plazmid vektorba ligalt termékeinket a felszaporitashoz E. coli DHS5a torzsébe
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transzformaltuk INOUE ¢és mtsai. (1990) modszere szerint. A rekombindns klénok nukleotid

sorrendjének meghatarozasat a Biomi Kft-nél, (G6dollo) végeztiik.

4. tablazat. Az MP-eGFP fuzios fehérjék eldallitasahoz hasznalt oligonukleotid primerek. A primerek

szekvenciajaban piros szinnel jeldltiik a hasitohelyeket, alahuztuk az overlap PCR-hez sziikséges atfed6

régiokat
Primer elnevezése Nukleotid szekvencia Hasznalat i
Ref.szam
CMV MP-eGFP flzios
CMV MP_eGFP_for | 5’-gtggttaacggtcttatggtgagcaaggacgagg-3’ )
fehérje elkészitése 465
CMV MP-eGFP fuzios
CMV MP_eGFP_rev | 5’-cgcccttgctcaccataagaccgttaaccacctge-3’ )
fehérje elkészitése 464
CMV MP-eGFP fuzios
CMV MP_Sacl_for 5’-gggagctcatggctttccaaggtaccagt-3’ )
fehérje elkészitése 463
PSV MP-eGFP, CMV
eGFP_BamHI_rev 5’-ccggatcctcacttgtacagttcgtccatg-3° MP-eGFP fuzios fehérje 466
elkészitése
PSV MP-eGFP fuzids
PSV_MP_eGFP_for 5’-tctgggattttgttgatggtgagcaagggcgag-3’ )
fehérje elkészitése 601
PSV MP-eGFP fuzios
PSV_MP_eGFP_rev | 5’-cgcccttgctcaccatcaacaaaatcccagaacac-3’
fehérje elkészitése 602
PSV MP-eGFP fuzios
PSV_MP_Sacl_for 5’-gggagctcatggctttctetgggtctagtcgg-3° )
fehérje elkészitése 600

4.2.4. Agrobacterium transzformalas és Agrobacterium-kozvetitett tranziens

génexpresszio

Az overlap PCR-rel késziilt E. coli-ban felszaporitott MP-eGFP klonokat Agrobacterium
tumefaciens C53Cl1 torzsébe transzformaltuk, miutan a szekvenciaba integralt hasitohelyek (Sacl,
BamHI) segitségével pBin expresszios plazmid vektorba ligaltuk. Az A. tumefaciens
transzformaléds az alabbiak szerint zajlott: jégen Osszemérve 100 pl A. tumefaciens kompetens
sejthez 5 pl pBin plazmidba ligdlt DNS-t adtunk, amit egy percig folyékony nitrogénbe
helyeztiink. Teljes felolvadasig 28 °C-on inkubaltuk. A felolvadt kompetens sejtekhez 500 pl
folyékony LB tapoldatot adtunk, majd egy éjszakan at rdzatva inkubaltuk 28 °C-on. A felndtt
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baktérium kulturabol 100 pl-t szélesztettiink szelektiv antibiotikumos (rifampicin (10 mg/l) és

kanamicin (50 mg/l)) lemezen.

Az Agrobacterium-kozvetitett tranziens génexpresszidhoz az MP-eGFP plazmidokat hordozo
A. tumefaciens kulturakat 4-5 Agrobacterium leolt6 folyadékba (folyékony LB taptalaj, rifampicin
10mg/l, kanamycin 50mg/l, acetosyringone, MES 10mM, acetosziringon 20mM) oltottuk, majd
egy ¢€jszakan at 28 °C-on razattuk 18 rpm-en. A felszaporodott baktérium kultarakat 10 percig
centrifugaltuk, 3500 rpm-en szobahdmérsékleten, majd a pelletet felszuszpendaltuk 3 ml
visszaoldo pufferben (10 mM MgClz-ot, 10 mM MES 100mM acetosziringon). A visszaoldott
baktérium kultirakat 3 oOran keresztiil szobahdmérsékleten inkubdltuk. Inkubalast kovetden
megmeértilk  spektrofotométerrel az agrobaktériumok koncentracigjat 600 nm-en. Az

crcr

crcr

crer

be. Az agrobaktérium szuszpenziot, fecskendo segitségével injektaltuk 4-5 leveles dohany illetve

paprika novények levél fonakjaba (NEMES és mtsai., 2014).

4.2.5. Konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkopia

Az eGFP-vel jelolt MP-k novényi sejten beliili lokalizaciojat konfokalis 1ézer-pasztazo
mikroszkoppal figyeltiik meg, az agroinfiltralast kovetd 24 6raban. Leica TCS SP8 konfokalis
1ézer-pasztazd mikroszkopot hasznaltunk a kisérletekhez (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Germany), HC PL APO CS2 40x%/1.10 immerzids objektivvel. Az anilinkék festés detektalasa 405
nm, az eGFP gerjesztéséhez pedig 488 nm hullamhosszu 1ézerfényt alkalmaztunk.

A plazmodezmak jeloléséhez anilin kék festést hasznéaltunk. Mikroszkdpos vizsgalat eldtt, az
agroinfiltralt névényi szovetekbe 2:3 aranyban 0,1%-os anilin kék és 1 M glicin pH: 9.5-t
injektaltunk, amellyel a plazmodezmaknal talalhato kallozt festettik meg (KUMAR és mitsai.,
2016).

A plazmolizalt sejtes vizsgalatokhoz, mikroszkopos vizsgalat el6tt, anilin kék festés utan az
infiltralt novényekbdl levélkorongnyi mintdkat 10%-os NaCl oldatban aztattuk 15 percig, aminek

hataséra a plazmamembran elvalt a sejtfaltol.
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4.2.6. Statisztikai analizis, képfeldolgozas

Az MP-k plazmodezma kolokalizaciojanak szamszerlsitésé¢hez Pearson korrelacios
koefficienst (PKK) hasznaltunk, 6t kiilonb6z6 mikroszképos képen 50 plazmodezmat mértiink le
Fiji ImageJ (1.52) szoftver co-localization plugin segitségével (LEASTRO és mtsai., 2021). PKK
értekek 0,2-0,4-ig gyenge korrelaciot jelentenek, 0,5 feletti érték pedig erds korrelaciot. Negativ

értékek forditott korrelaciot jelentenek (DUNN és mtsai., 2011; LEASTRO és mtsai., 2018).

A plazmodezma kolokalizacioban mért szignifikans kiilonbségeket meghatarozasara N.
benthamiana sejtekben PSV MP-eGFP, CMV MP-eGFP, PSV MP-eGFP plazmolizalt sejtben,
illetve CMV MP-eGFP plazmolizalt sejtben esetén, egytényezés ANOV A modellt alkalmaztunk,
miutan az adatokat normalitas vizsgalatnak vetettiik ald Kolmogorov-Smirnov probaval, és
ellendriztiik a szorashomogenitast Levene teszttel. A szignifikdnsan eltérd csoportok paronkénti
Osszehasonlitasara Tukey HSD Post Hoc tesztet vagy Games-Howell Post Hoc tesztet hasznaltunk

(amikor a szoras homogenitas feltétel nem teljesiilt az ANOVA teszt soran) (P < 0,05).

C. annuum sejtekben CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP paronkénti Gsszehasonlitishoz
kétmintas T-probat hasznaltunk, amit P<0,05 értékkel végeztiik el, miutdn megvizsgaltuk a

szorashomogenitast. Minden statisztikai elemzéshez az IBM SPSS Statistics 25-6t hasznaltuk.

4.2.7. Virusok detektalasa, RNS kivonas, cDNS, RT-PCR

A fertézéses kisérletekben, a fert6zés sikerességének igazolasahoz, az inokulalt N.
benthamiana és C. annuum névényekb6l CMV-t, PSV-t, RNS 3 reasszortans és MP rekombinans
virusokat RT-PCR segitségével detektaltuk. C. annuum névényekbdl hat héttel, N. benthamiana
novényekbdl kettd, négy és hét nappal fertézés utan (C12PC3, CI12PAC3 virus fertézések
Osszehasonlitdsa esetén 21 nappal), a felsd, fiatal nem inokulalt levelekbdl vettiink egy levélkorong
mintat az RNS kivonashoz. Az RNS kivonast a gyartd utasitasai szerint végeztilk SV Total RNA

Isolation Kit-el (Promega).

A kivont RNS-bél, komplementer DNS-t (cDNS) készitettiink, amihez reverz transzkripciot
végeztiink: 65 °C-on denaturaltuk 5 percig a kivont RNS-t a reverz, szekvencia specifikus
oligonukleotid primerekkel, ezutdn hozzdmértiink 5x reverz transzkriptdz puffert (Thermo

Scientific), 1 pl 5 mM-os ANTP mixet (Thermo Scientific), 1 ul M-MuLV reverz transzkriptaz
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enzimet (200 U/ul, Thermo Scientific,), 0,5 pl RiboLock RNaz inhibitort (40 U/uL, Thermo

Scientific) amit 42 °C-on inkubaltunk 1 6ra hosszat.

A cDNS-¢ek felhasznalasaval végeztiikk a PCR vizsgalatot. A virusok kimutatasahoz a CP-re
specifikus oligonukleotid primereket hasznaltunk (5. tablazat). A CMV, P12C3, C12PAC3 esetén
CMV CP specifikus (CMV_RNA3_CP_ for, CMV_RNA3_REV-BamHI), mig PSV, C12P3 és
CI12CP3 esetén PSV CP specifikus (PSV_RNA3 CP_ for, PSV_RNA3 REV-Pstl) primereket
hasznaltunk (5. tablazat). A cDNS és RT-PCR ellenérzéséhez aktin kontrollt hasznaltunk és
Cap_actin for, Cap_actin rev primereket (5. tablazat). PCR reakci6 paraméterei az alabbiak voltak:
1) 95 °C-5 perc (kezdeti denaturacio)

Ciklus:

2) 95 °C-1 perc (denaturacio)

3) 58 °C-30 sec. (primer kotés)
4) 72 °C-1 perc (lanchosszabitas)
30-szor ismételve

5) 72 °C-5perc (terminalas)

A PCR termékeket horizontélis agaroz gélelektroforézissel valasztottuk el egymastol
molekula marker (1 kb, 0,5 pg/ul Thermo Scientific) mellett, 1%-o0s agar6z gélen. Az agardz gélen
1évé DNS-mintézatot UV-transzilluminator és az Alphalmager géldokumentacios szoftver (Alpha

Innotech) segitségével vizualizaltuk.
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5. tablazat. A cDNS és RT-PCR készitéséhez felhasznalt szekvencia specifikus oligonukleotid

Primer elnevezése Primer szekvencia Hasznalat
CMV_RNA3_REV- CMV, P12C3, C12PC3
5’-gcggatcctggtctccttttggaggecce-3’
BamHI detektalas
PSV, C12P3, C12CP3
PSV_RNA3_REV-Pstl 5’-ggctgcagtggtctcctatggagccctcatag-3’
detektalas
PSV, C12P3, C12CP3
CMV_RNA3_CP_ for 5’-ggctgcagtccgcegagattgegtt-3
detektalas
PSV, C12P3, C12CP3
PSV_RNA3_CP_ for 5’-cgcatatggcatcttcaggatc-3°
detektalas
Cap_actin for 5’-agggatgggtcaaaaggatggce-3’ aktin detektalas
Cap_actin rev 5’-gagacaacaccgcctgaatagce-3’ aktin detektalas

4.2.8. eGFP detektalasa, fehérjekivonas, Western blot analizis

Az MP-eGFP fuziés fehérjékkel agroinfiltralt névényekbdl (N. benthamiana, C. annuum)
harom-harom levélkorong mintat vettiink 24 oraval az infiltralast kovetéen. A novényi
szovetmintakat, jégre helyezett dorzsmozsarban, 1x-es fehérje kivon6 pufferben homogenizaltuk
(4x puffer: 40% glicerin, 240 mM Tris HCI, pH 6.8, 8% SDS, 0.04% bromfenol-kék és 5% 2-
merkaptoetanol). A fehérjéket denaturaltuk 95 °C-on 5 percig, majd 5 percig centrifugaltuk (10000
g), majd minden mintab6l 5-10 pl-t elvalasztottunk 12%-0s denaturalo (SDS tartalmu)
poliakrilamid gélben 80 V-on, 120 percig. A gélben elvalasztott fehérjéket nitrocelluloz
membranra (GE Healthcare Bio-Sciences) vittiik at, 200 mA-rel, 90 percig blottoltuk. A fehérjék

egyenld mennyiségét a membran Ponceau festéssel (Cell Signaling Technology) igazoltuk.

A membran blokkolasdhoz Western Blocker Solution oldatot (Sigma) alkalmaztuk. Az
MP-khez kapcsolt eGFP-t nyal poliklonalis anti-GFP (Agrisera) elsddleges ellenanyaggal
mutattuk ki, amit 1:3 000 higitasban hasznaltunk. Masodlagos ellenanyagként HRP-konjugalt anti-
nyul ellenanyagot (Agrisera) alkalmaztunk, 1:5000 higitasban. Az el6hivashoz Pierce ECL HRP
detection reagent Kitet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. A kemilumineszcencia

detektalashoz pedig iBright FL1500 képalkotot hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific).
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V. Eredmények

5.1. CMYV ¢és PSV gazdanovénykorének és tiineteinek valtozatossaga
kertészeti termesztésben elofordulé gazdanovényeken és virologiai

kutatasokban hasznalt tesztnovényeken

Szakirodalmi adatok alapjan a CMV és a PSV hasonlé genomszervezddése €s hasonlo
fehérjefunkcioinak ellenére a két virus gazdandvénykore jelentésen eltér (EDWARDSON és
CHRISTIE, 2018; MINK és mtsai., 1969). Novényviroldgiaban altalanosan hasznalt tesztnovényeket
(N. glutinosa, N. tabacum cv. Xanthi-nc, N. benthamiana, Chenopodium murale) és a
termesztésben meghatarozd gazdasagilag jelentés novényeket fertdztiink (Cucumis sativus,
Phaseolus vulgaris, Solanum lycopersicum) Rp-PSV-vel és Rs-CMV-vel, hogy a két virus
gazdanovénykorét, illetve a gazdandvényeken okozott tlineteit Osszehasonlitsuk (11. abra). A
tineteket fertézés utan 10 nappal detektaltuk. Cucumis sativus esetén szikleveles allapotban
fertoztiikk a novényeket, N. glutinosa, N. tabacum Xanthi, N. benthamiana, Phaseolus vulgaris,

Solanum lycopersicum, Chenopodium murale esetén pedig 2-3 lombleveles allapotban.

N. glutinosa és N. benthamiana tesztndvények kozos gazdandvényei a CMV-nek és PSV-nek,
mindkét virus szisztemikus tiineteket okoz, azonban PSV esetén a tiinetek enyhébbek. Inokulalast
kovetden CMV esetén erds levéldeformaciot, levélcsavarodast, erds mozaikot és torpiilést
figyeltiink meg, mig PSV mindkét tesztnovény esetében enyhébb mozaikos tiineteket és enyhe

levéldeformaciot okozott a megfigyelt periddusban (11. abra).

N. tabacum cv. Xanthi-nc névényt CMV szisztemikusan fertézte, erds levéldeformacio, erds
mozaikos tiineteket figyeltiink meg. PSV fert6zés esetén viszont nem alakultak ki szisztemikus

tiinetek és a virus nem is volt kimutathaté a nem inokulalt levelekben (11. 4bra).

Chenopodium murale mindkét altalunk vizsgalt virusnak lokalis 1ézidés gazdandvénye,
azonban a PSV kisebb és enyhébb mértékben nekrotizalodd lézidkat okozott az inokulalt

leveleken, mint a CMV. Egyik virus sem tudott szisztemikus tlineteket kialakitani (11. dbra).

Kertészeti termesztésben jelentés ndvényt, az uborkat (Cucumis sativus), a CMV

szisztemikusan fertozte, a fertozott leveleken klorotikus 1éziokat, a nem fert6zott felso leveleken
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levéldeformaciot és erds mozaikot okozva, mig PSV nem okozott sem lokalis sem szisztemikus

tineteket.

A paradicsom (Solanum lycopersicum), amely hazankban szintén nagy gazdasagi
jelentdséggel bird novény, a CMV-nek szisztemikus gazdandvényének bizonyult, a virus erds
mozaikos tiineteket, torpiilést és a levél lemezek keskenyedését okozta. PSV-vel fert6zott

ndvényeken nem figyeltiink meg virus tiineteket.

Mivel a PSV gazdanovénykorét féleg pillangds viragi novények alkotjak, bab (Phaseolus
vulgaris) névényeken is vizsgaltuk a két virus altal okozott tiineteket. Az CMV nem okozott
szisztemikus tiineteket a fert6zott novényen. PSV esetén erds torpiilést, kacs és levél deformaciot,

csavarodast figyeltiink meg, illetve enyhe mozaikos rajzolatot a lombleveleken.
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11. abra. Rs-CMV ¢és Rp-PSV fert6zés tiinetei 10 nappal a fert6zés utan tesztnovényeken (N. glutinosa,
N. tabacum Xanthi, N. benthamiana, Chenopodium murale) és gazdasagilag fontos gazdandvényeken

(Cucumis sativus, Phaseolus vulgaris). Piros nyilak a lokalis 1éziokat mutatjak.
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5.2 Fertozoképes RNS3 reasszortans és MP rekombinans virusok

készitése és Nicotiana benthamiana tesztnévény inokulalasa

A két cucumovirus gazdanovénykorében megfigyelt 1ényeges eltérések, illetve a kozos
gazdandvényeken kialakitott tiinetek kozti kiilonbségek vizsgdlatara kiilonbozé RNS3
rekombindns és reasszortdns virusokat készitettiink. A fertézésekhez a korabban leirt Rs-CMV
RNSI, 2 és 3 fert6zoképes klonokat (pRs1-CMV pRs2-CMV, pRS3-CMV) (DIVEKI és mtsai.,
2004) ¢és az Rp-PSV RNS 1, 2 és 3 fertézoképes klonjait (pRp1-PSV pRp2-PSV, pRp3-PSV)
hasznaltuk (KISS és mtsai., 2008). Rekombinans RNS3 klonok készitéséhez a pPRS3-CMV és az
pRp3-PSV klénokat hasznaltuk, overlap PCR segitségével specifikus primer parokkal (1. tablazat)
az MP ¢és az 5’ nem kodolo régiot a két virus 3-as RNS-e kozott kicseréltiik, majd plazmidba
klonoztuk, melynek eredménye a pCP3 (CMV 5’ nem kodolo régiot és MP-t tartalmazza, illetve
PSV MP, CP kozti nem kodolo régiot, CP-t és 3’ nem kddold régiot), pPC3 (PSV 5° nem kddold
régiot és MP-t tartalmazza, illetve CMV MP, CP kozti nem kodolé régiot, CP-t és 3° nem kodolo
régiot) klonok. A plazmidok a klonok teljes hossziisagt DNS masolatait tartalmazzak T7 RNS

promoterhez kapcesolva.

Fert6zéshez in vitro transzkriptumot készitettiink, amelyhez templatnak a fent emlitett
fert6zoképes klonokat hordozd plazmidokat linearizaltuk BamHI restrikciés endonukledzzal
(pPSV3 esetében BamHI ¢és Pstl). A transzkriptumokat az alabbi kombinacioban mechanikai
inokulalassal juttattuk tesztnovények levelére: C1+C2+C3 (12. abra, A), P1+P2+P3 (12. 4bra, B),
C1+C2+P3 (12. abra, C), P1+P2+C3 (12. abra, D), C1+C2+CP3 (12. abra, E), C1+C2+PC3 (12.
abra, F), CI1+C2+AC3 (12. abra, G), a novényi epidermisz felsértésére karborundumot
hasznaltunk. Fert6zOképesség igazolasat kovetden a virusokat N. benthamiana-bol tisztitottuk,

tovabbi fertdzéses kisérletekhez mar a tisztitott virionokat hasznaltuk.
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12. abra. FertO0zéses kisérletekhez hasznalt rekombinans és reasszortans virusok sematikus abrazolasa.

A reasszortdns ¢és rekombinans virusok fert6zOképességét eldszor a két virus kozos

gazdandvényén, N. benthamiana novényen vizsgaltuk. A CMV és a PSV szisztemikusan fert6zi a

tesztnovényt, azonban CMV erdsebb tiineteket, erés levéldeformaciot, klordzist, torpiilést okoz,

mig PSV enyhe mozaikot és enyhe levéldeformaciot. Hairomleveles N. benthamiana novényeket

fertéztiink CMV-vel, PSV-vel, C12P3 és P12C3 jelii RNS3 reasszortans illetve C12CP3 és

C12PC3 jelii MP rekombinéns virusokkal (13. dbra). A tiinetek kialakulasat az elkovetkezé harom



héten kovettik nyomon. N. benthamiana ndévényt CI12PC3 rekombinans virus kivételével
mindegyik konstrukcié szisztemikusan fertdzte, azonban a tiinetek intenzitdsa jelentdsen eltért.
mozaikot és az egész ndvény satnyuldsat, torpiilését figyeltiik meg. Tiinetek négy nappal az
inokulalast kovetden jelentek meg, enyhe mozaik formajaban, majd egyre erdsodtek. P12C3 esetén
a tlinetek megjelenését szintén négy nap utan észleltiik, azonban a tiinetek enyhébbek voltak a
CMV ¢és C12CP3 virusokhoz képest. PSV és C12P3 virusok altal okozott tiinetek a CMV MP-t
tartalmazo virusokhoz képest késobb jelentkeztek, a hetedik napon valtak lathatova és joval
enyhébb tiineteket okoztak, foként enyhe mozaikot figyeltiink meg enyhe levél deformitéssal

tarsulva (13. abra).

44



P12C3

C12CP3

C12PC3

Kontroll

13. abra. CMV-vel, PSV-vel, RNS3 reasszortans és rekombinans virusokkal fert6zott N. benthamiana

novények 14 nappal fert6zést kovetden.
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Korabbi irodalmi adatok alapjan CMV MP képes egy masik cucumovirus, a TAV CP-vel
egyiitt funkciondlni, azonban TAV MP nem képes a sejtrél-sejtre valo terjedést eldsegiteni CMV
CP-vel kombinalva. Ha a C-terminalis 33 aminosav delécios TAV MP mutanssal végezték el
ugyanezt a kisérletet, ez a konstrukcidé mar képes volt a virus sejtrl-sejtre valo terjedését
tamogatni. Tehat az MP C-terminalis 33 aminosava felelds a két cucumovirus fehérje kozotti
kompatibilitasért (SALANKI és mtsai., 2004). Egy masik Bromoviridae csaladba tartozoé virus, a
BMYV esetén is igazoltak a CMV MP C-terminalis 33 aminosav deléciojanak sziikségességét a CP-

vel vald kompatibilitashoz (NAGANO és mtsai., 2001).

Mivel C12PC3 rekombinans, nem volt képes szisztemikus tiineteket kialakitani dohany
novényen, a fent emlitett eredmények alapjan aminosav szekvencia illesztés segitségével
meghataroztuk a PSV MP-nek a CMV MP C-terminalis 33 aminosavaval homolog szakaszt, ami
a PSV MP estén 42 aminosav volt (14. ébra).
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14. abra. CMV MP és PSV MP aminosav szekvencia illesztés, CMV C-terminalis 33 aminosav

(aa) és PSV C-terminalis 42 aa piros kerettel jelolve

Overlap PCR ¢és specifikus primerek segitségével pPC3 klon, PSV MP C-terminalis 42
aminosav delécidés mutansat készitettiik el, melyet pPAC3 neveztiink el. pRs1-CMV pRs2-CMV
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¢s pPAC3-rdl transzkriptumot készitettiink, majd N. benthamiana tesztnovényt fertoztiink. Hét
nappal a fertézést kovetden szisztemikus tiineteket figyeltiink meg a C12PAC3 virussal fert6zott
novényen. A C12PC3 virusklonnal ellentétben amely egyaltalan nem okozott tiineteket, C12PAC3
fert6zOképes volt. A tobbi PSV MP-t tartalmazd konstrukcidhoz hasonldéan (PSV, C12P3),
CI12PAC3 is enyhébb tiineteket okozott a tesztndvényen, és lassabban jelentkeztek a tiinetek, a
hetedik napon valtak vizualisan detektalhatova. Foként enyhe mozaikos és enyhe levéldeformaciot
figyeltiink meg (15. 4bra, A). A fert6zott ndvényekbdl viriont tisztitottunk, amit tovabbi fertézési
kisérletekhez hasznaltunk.

A virus RNS akkumulaciéjat RT-PCR segitségével CP specifikus primerekkel ellendriztiik
N. benthamiana novények fels, nem inokulalt leveleibdl, a fertézés utan 21 nappal szedtiink
mintat. RT-PCR-rel C12PC3 CP virus nem volt detektalhatdé 21 nappal fertézés utan, azonban
C12PAC3 virus kimutathato volt (15. abra, B). Negativ kontrollként virust nem tartalmazé
pufferrel inokulaltuk N. benthamiana névény levelét, ebbdl készitettiink TNS (total nukleinsav,
TNS, 6ssznukleinsav) kivonast, cDNS-t, RT-PCR-t. pozitiv kontrollként pedig CMV virionbdl
kivont RNS-t hasznaltunk a cDNS és RT-PCR-hez. A cDNS, RT-PCR kimutatas sikerességét aktin

kontrollal ellendriztiik.
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15. abra. (A) C12PC3, C12PAC3 transzkriptumokkal inokulalt Nicotiana benthamiana névények 21
nappal inokulalast kdvetéen (B) RT-PCR kopenyfehérje specifikus primerek segitségével a virus RNS
akkumulacio kimutatasara. PCR negativ kontrollként virust nem tartalmazo6 inokulalé pufferrel kezelt

Nicotiana benthamiana névényt hasznaltunk, pozitiv kontrollként pedig CMV viriont. A cDNS, RT-PCR

kimutatés sikerességét aktin kontrollal ellendriztiik.
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N. benthamiana novények fertdzésének dinamikajat a vizualis megfigyelések mellett RT-
PCR-rel vizsgéltuk (16. abra). CMV, P12C3, CI12PAC3 esetétn CMV CP specifikus
(CMV_RNA3_CP_ for, CMV_RNA3_REV-BamHI), mig PSV, C12P3 és C12CP3 esetén PSV
CP specifikus (PSV_RNA3 CP_ for, PSV_RNA3 REV-Pstl) primereket hasznaltunk
(1.tablazat). A virus RNS akkumulaci6 kimutatasara N. benthamiana noévények felsé, nem
inokulalt leveleibdl 2, 4 és 7 nappal inokulalast kdvetden szedtiink mintat. Két nappal az
inokulalast kovetden a virus RNS nem volt kimutathaté egyik konstrukcid esetén sem. Négy
nappal az inokulalast kovetden a CMV MP-t hordoz6 konstrukciok, melyeknél mar a tiinetek is
lathatoak voltak, kimutathatdéak voltak (CMV, P12C3 és C12CP3). Hét nappal az inokulélast
kovetden az Osszes vizsgalt virus kimutathato volt (CMV, PSV, C12P3, P12C3, C12CP3 ¢s
CI12PAC3), azok is, amelyeknél a tiinetek késdbb, 7 nappal az inokulalast kovetden jelentkeztek.
Pozitiv kontrollként CMV ¢s PSV virionokbol kivont RNS-t hasznéltunk, negativ kontrollként
virust nem tartalmaz6 pufferrel inokulalt N. benthamiana-bol kivont TNS-t. A cDNS, RT-PCR

kimutatas sikerességét aktin kontrollal ellendriztiik.
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16. abra. RT-PCR vizsgalat CP specifikus primerek hasznalataval, CMV, PSV, C12P3, P12C3, C12CP3
és C12PAC3-val fert6zott N. benthamiana novényekbdl. PCR negativ kontrollként virust nem tartalmazo
inokulal6 pufferrel kezelt N. benthamiana névényt hasznaltunk, pozitiv kontrollként pedig CMV, PSV

viriont.
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N. benthamiana fertdzéses kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy C12PC3 virus konstrukcio
a PSV MP és CMV CP kozotti inkompatibilitds miatt nem volt fertézéképes, azonban delécios
mutansa (C12PAC3) igen, ennek eredményeképp a tovabbiakban a deléciés mutanst hasznaltuk a
kisérletekhez. A CMV MP-t tartalmazo virusok (P12C3, C12CP3) a CMV-hez hasonloan erésebb
tiineteket okoztak, torpiilést, erés klorotikus mozaikot és erds levél deformitast. PSV MP-t
tartalmazd konstrukciok (C12P3, C12PAC3) PSV-hez hasonléan enyhébb levél deformalodast és

gyengébb mozaikos tiineteket okoztak.

5.3 Capsicum annuum fertozése RNS3 reasszortans és MP

rekombinans virusokkal

Egy szelektiv gazdandvényen, C. annuum cv. Brodyn folytattuk a vizsgalatokat, melyet a
CMV szisztemikusan fertdz, viszont a PSV-nek nem gazdandvénye. Paprika ndvényeket két
leveles allapotban inokulaltuk, a tiinetek fejlodését hat hétig kovettilk nyomon. A paprika ndvényt
a CMV szisztemikusan fertdzte, felsé6 nem inokulalt leveleken erés deformaciot figyeltiink meg,
valamint a CMV-re jellemz6 er6s mozaikos tiineteket és a novény torpiilését. A tiinetek két héttel
a fert6zést kovetden jelentek meg €s egyre intenzivebbé valtak az id6 elérehaladtaval. A PSV nem
okozott tiinetet a novényen, sem a fiatal hajtasokon, sem pedig az alsobb inokulalt leveleken. A
P12C3, és CI12CP3 tehat a CMV MP-t tartalmazd virusok, a CMV-hez hasonléan erds levél
torzulast, mozaikot €s torpiilést okoztak. A PSV MP-t hordozé virusok, a C12P3 és C12PAC3 a

PSV-hez hasonloan tiinetmentesek voltak a monitorozott periddus alatt (17. abra).
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17. abra. Tiinetek kialakulasa CMV-vel, PSV-vel RNS3 reasszortans (C12P3, P12C3) és MP
rekombinans (C12CP3, C12PAC3) virusokkal fert6zott C. annuum cv. Brody novényen, A: ketto héttel és

B: hat héttel az inokulalast kovetden
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A virusok akkumuldcidja a szisztemikusan fert6zott levelekben a PSV és a CMV CP régiora
specifikus RT-PCR-rel értékeltiik, hat héttel az inokulalas utan. CMV, P12C3, C12PAC3 virusok
esetén CMV CP specifikus (CMV_RNA3 CP_for, CMV_RNA3 REV-BamHI), mig PSV,
CI12P3 ¢és CI2CP3 esetén PSV CP specifikus (PSV_RNA3 CP for, PSV_RNA3 REV-Pstl)
primereket hasznaltunk (1. tdblazat). Pozitiv kontrollként CMV ¢és PSV virionokbdl kivont RNS-
t hasznaltunk. A cDNS, RT-PCR detektalas sikerességét aktin kontrollal ellendriztiik. A CMV
MP-t tartalmazé virusok (CMV, P12C3, C12CP3), amelyek szisztemikus tiineteket okoztak C.
annuum-on, RT-PCR altal detektalhatonak bizonyultak hat héttel inokuldlast kovetden, mig a
tiineteket nem okozd, PSV MP-t tartalmazé virusokat (PSV, CI12P3, CI12PAC3) nem tudtuk

kimutatni a fert6zott ndvényekbdol.
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18. abra. A virusok akkumulacidja a szisztemikusan fert6zo6tt C. annuum cv. Brody levelekben. A

kisérletet CMV CP vagy PSV CP régidra specifikus RT-PCR-rel értékeltiik hat héttel az inokulalas utan.

C. annuum-on szisztemikus tiinetek kialakitasiban a CMV ¢és a PSV esetén is az MP-nek
kulcsszerepe van. Ha a CMV MP-t tartalmazta egy virus akkor képest volt a ndvényt
szisztemikusan fertdzni azonban, ha a virus a PSV MP-t tartalmazta, az nem fertézte a paprika

novenyt.
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54 CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fuzios fehérjék sejten beliili

lokalizaciéja Nicotiana benthamiana sejtekben

A tesztndvények fertézése soran az MP-t azonositottuk, mint tiinet jellegét vagy gazdandvényt
meghataroz6 faktor. Az MP {6 feladata a virus sejtrél-sejtre torténd terjedésének tdmogatasa,

amihez az MP plazmodezma lokalizacidja sziikséges feltétel (NAVARRO és mtsai., 2019).

Fertézéses kisérletek alapjan felvet6dott a kérdés, hogy esetleg a CMV MP és a PSV MP
kiilonbozé mértékben tudja a virus sejtrél-sejtre torténd mozgasat tdimogatni, igy a MP szerepét
tovabb vizsgaltuk. A sejtrol-sejtre vald terjedés, a ndvényi plazmodezmakon keresztiil torténik,
ezért a CMV MP és a PSV MP ndvényi sejten beliili lokalizacigjat, illetve plazmodezma
kolokalizaciojat hasonlitottuk dssze N. benthamiana névények epidermisz sejtjeiben (19. abra). A
két MP-t kddolo génszakasz C-terminalis végéhez eGFP-t kodolo szakaszt fuzionéltattunk, miutan
az MP-k stop kodonjat eltavolitottuk, hogy az MP transzlacioja a GFP fehérjével egyiitt torténjen.
N. benthamiana sejtekben agroinfiltralas segitségével tranziensen expresszaltattuk az MP-eGFP
fazios fehérjeket, majd konfokalis lézer-pasztdzd mikroszkop segitségével vizualizaltuk az
epidermisz sejtekben az eGFP altal kibocsajtott zold fluoreszcens jelet. Hat leveles dohany
novényeket agroinfiltraltunk CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP-t hordoz6 Agrobaktérium

kultaraval, majd 24 o6ra elteltével vizsgaltuk a ndvényi szovetbdl vett mintdkat.

A novényi plazmodezmakat anilin kék festékkel tettilk lathatova, azonban piros szinnel
jeloltiik az abrakon, a jobb lathatosag érdekében (19. abra). A CMV ¢és PSV eGFP-vel jelolt MP
z0ld fluoreszkald jelként detektalhatod, az abrakon zold szinnel jeloltiik. Mind a PSV MP-eGFP,
mind a CMV MP-¢GFP mikroszkoppal a sejt periféridjan volt megfigyelhetd, pontszeri
formaciokba rendezddve. Azonban a fluoreszcens jel eloszlasa kiillonb6zott. A CMV MP-eGFP
egyértelmiien a sejtfal mentén lokalizalodott, kék szinnel jelolt plazmodezmakkal megegyezd
pozicidban, mig a PSV MP-eGFP amellett, hogy a sejt periférian is detektalhatd volt pontszerii
formacidokban, homogénebben oszlott el az epidermisz sejtek citoplazmdjaban is. Az egymasra
illesztett piros (plazmodezmdk) illetve z6ld (MP-k) fluoreszcens jelek esetén egyértelmii
kiillonbséget figyeltink meg a CMV MP-eGFP és a PSV MP-eGFP plazmodezma

kolokalizacigjaban (19. abra).
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19. abra. CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fuzios fehérjék sejten beliili lokalizacioja Nicotiana
benthamiana névény epidermisz sejtekben, agroinfiltralast kovetden 24 oraval. A fehér vonal 10
um-t jelol. A plazmodezma kortili kallozt anilin kékkel festettiik, és az abran piros szinnel

jeloltiik, mig a GFP fluoreszcenciat zold szinnel jeloltiik.
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Western blot segitségével igazoltuk, hogy az agroinfiltralt novényi sejtekben, a két MP-eGFP
fuzios fehérje ugyanolyan mennyiségben expresszalodott, igy a sejten beliili lokalizaciéban vald
eltérések nem magyarazhatéak fehérje expresszids kiillonbségekkel. (20 abra, A). Az MP-eGFP
fuzios fehérjék detektalasahoz GFP ellenanyagot hasznaltunk, a felhasznalt fehérjék azonos
mennyiségének igazolasahoz Ponceau festést alkalmaztunk (20. abra, A).Mivel vizualis
mikroszkopos megfigyeléssel egyértelmi eltérést észleltink a CMV MP-eGFP és a PSV MP-
eGFP sejten beliili lokalizacioja kozott, az MP-eGFP szignal plazmodezma/plazmamembran
eloszlasanak aranyat szamszerusitettiik Fiji ImageJ szoftver alkalmazasaval és box plot diagramon
abrazoltuk a mediannal és a maximum, minimum értékekkel (20. abra, B) (PERRAKI és mtsai.,
2018). A CMV MP-eGFP plazmodezma/plazmamembran aranya joval magasabb mit a PSV MP-
eGFP-nek, ami azt mutatja, hogy a CMV MP a plazmodezmaknal lokalizalodik féleg, mig a PSV

MP a plazmamembran ¢€s a plazmodezmék kozott egyenletesebben oszlik meg (20. abra, B).

Az MP-k plazmodezma kolokalizaciojanak szamszeriisités€hez Pearson korrelacios
koefficienst (PKK) hasznaltunk, 6t kiilonb6z6 mikroszkopos képen 50 plazmodezmat mértiink le
Fiji ImageJ szoftver co-localization plugin segitségével (LEASTRO és mtsai., 2021). PKK értékek
0,2-0,4-ig gyenge korrelaciot jelentenek, 0,5 feletti érték pedig erés korrelaciot (DUNN és mtsai.,
2011; LEASTRO ¢és mtsai., 2018). A mért értékekbdl atlagot €és szorast szamitottunk és oszlop
diagramon abrazoltuk (20. abra, C). Statisztikai analizis segitségével hataroztuk meg a szignifikans
eltérést, amit csillaggal jeloltiink az dbran. A paronkénti 6sszehasonlitast ANOV A modell utén,
Tukey post-hoc teszttel végeztiik el. A CMV MP-eGFP esetén erds plazmodezma kolokalizaciot
igazoltunk ([PKK]=0,67), mig a PSV MP-eGFP kevésbé hatékonyan kolokalizalt a
plazmodezmakkal ([PKK]=0,42). A két fehérje plazmodezma kolokalizacioja kozott
statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutattunk ki (20. abra, C).

Az MP plazmodezma kolokalozéciot a tovabbiakban fluoreszcencia intenzitds diagramokkal
hasonlitottuk 0ssze a két virus MP esetén (20. dbra, D). Random médon valasztott plazmodezmak
kozotti vonalakat jeloltiink ki a vizsgélathoz és plot profilokat generaltunk a zold pixelek (eGFP-
vel jelolt MP-ket jeloli), és a piros pixelek (anilin kékkel festett plazmodezmdkat jeldli)
vonatkozasaban Image] program segitségével. Az dbrdkon a piros fliggvény a plazmodezmakat
jeloli, mig a zold fiiggvény az eGFP-vel jelolt MP-ket. Az dbran szereplé mikroszkopos képeken
a fehér nyillal jelolt régiokbol készitettiik a diagramokat. A CMV MP-eGFP esetén jol lathatoan a
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diagramon piros szinnel jelolt plazmodezma és zolddel jelolt MP fliggvények cstucsai egybe esnek.

A PSV MP-eGFP esetén a két fiiggvény csak részlegesen esik egybe (20. abra, D).

A plazmodezma/plazmamembran eloszlas, a mért PKK értékek és a fluoreszcencia intenzitas
diagrammok igazoltak a vizualisan megfigyelteket, miszerint a PSV MP-eGFP kevésbé képes N.

benthamiana novény plazmodezmaival kolokalizalni mint a CMV MP-eGFP.
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Tavolség
20. abra. A) Western blot MP-eGFP fuzios fehérjék expresszidjanak dsszehasonlitasara. B)
Boxplot diagram CMV-MP-eGFP ¢és PSV-MP-eGFP plazmodezma-plazmamembran (PD-PM)
fluoreszcencia intenzitas aranyarol. C) MP-eGFP fuzids fehérjék PD kolokalizaciojat abrazold
oszlop diagram, szorasokkal, statisztikailag szignifikans kiilonbséget, csillaggal jeloltiik. D) CMV
MP-eGFP, PSV MP-eGFP PD kolokalizacidja fluoreszcencia intenzitas diagramokkal dbrézolva.
A diagramm a fehér nyillal jel6lt régiobol késziilt. Piros fiiggvény a plazmodezmaékat jeloli, mig a

zold fiiggvény az eGFP-vel jelolt mozgasi fehérjéket.
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A CMV-MP-eGFP és a PSV-MP-eGFP plazmodezma kolokalizacidjanak vizsgélata
utan, a plazmodezmakhoz valé kotddést vizsgaltuk plazmolizalt N. benthamiana
epidermisz sejtekben. Az agroinfiltralds utdn 24 oOraval szedett ndvényi mintékat,
mikroszkdpos vizsgalat el6tt kdzvetleniil 10%-os NaCl oldatban dztattuk, aminek hatdsara
a plazmamembran elvalik a sejtfaltol (21. abra). A kisérlet soran csak a plazmodezmakhoz
kapcsolod6 MP-eGFP fehérjék maradnak a sejtfalndl, az ott lokalizalédé de nem
kapcsolodo fehérjék pedig eltavolodnak a sejtfaltol. A konfokalis mikroszkoppal késziilt
abran, melyen a z6ld és piros fluoreszcens jelet egymasra illesztettiik, jol megfigyelhetd,
hogy CMV MP-eGFP esetén a zolden fluoreszkald pontok nagy része a sejtfal mentén
elhelyezked6 plazmodezmakhoz kapcsolodva kolokalizal (21. é&bra). PSV MP-eGFP
esetén a zold pontok jelentds része a plazmolizis hatdsara a zsugorodd citoplazmaval
egylittesen elvallt a sejtfaltol, igazolva PSV MP gyengébb plazmodezma kotodését. Az
abran fehér szaggatott vonallal jeldltiik a sejtfaltol levaldé plazmamembrant, illetve fehér

folytonos vonallal a sejtfalat (21. abra).
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21. abra. A mozgasi fehérjék plazmodezmakhoz vald kotodésének igazolasa plazmolizalt
novényi sejtekben, agroinfiltralast kdvetden 24 oraval. A fehér szaggatott vonal a
plazmamembrant jeldli mig a folytonos vonal a sejtfalat. A plazmodezmak koriili kallozt anilin
kekkel festettiik, és az dbran piros szinnel jeloltiik, mig a GFP fluoreszcenciat zold szinnel

jeloltiik. A fehér fiiggbleges vonal 10 um-t jeldl.
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A korabbi sejten beliili lokalizacids vizsgdlatokndl elvégzett méréseket plazmolizalt N.
benthamiana sejtek esetén is elkészitettik. Az MP-k plazmodezma kolokalizacidjanak
meghatarozasdhoz PKK értékeket hasznaltunk, ot kiilonb6z0 mikroszkopos képen 50
plazmodezmat mértiink, ahogy azt a koradbbiakban is. A PKK értékekbol, atlagot €s szordst
szamitottunk, amit oszlop diagramon &brazoltuk (22. &bra, A), majd statisztikai analizis
segitségével meghataroztuk két MP plazmodezma lokalizacidjaban mért szignifikans eltéréseket.
A CMV MP-eGFP plazmolizis utan is kolokalizalt a plazmodezmakkal ugyan, minimalisan
csokkent a PKK érték ([PKK]=0,5), de tovabbra is erds korrelaciot jelent. PSV MP-eGFP esetén
plazmolizist kdvetden szintén csokkent a PKK érték ([PKK]=0,24) az ép sejtekben mérthez képest,
amely gyenge korrelaciot eredményez a plazmodezmak és a PSV MP-eGFP lokalizacidja kozott
(22. 4bra, A).

Az MP plazmodezma kolokalizaciot, fluoreszcencia intenzitds diagramokkal is
Osszehasonlitottuk (22. abra, B), N. benthamiana ép sejteken végzett vizsgalathoz hasonlé modon.
A CMV MP-eGFP esetén a piros szinnel jelolt plazmodezma fiiggvény, illetve a zold szinnel jelolt
MP-eGFP fiiggvény csucsai egybe esnek, ezzel alatdmasztva a kolokalizaciot, a PSV MP-eGFP
esetén a két fiiggvény csak részlegesen esik egybe, a fehérje részben kolokalizal csak a

plazmodezmakkal (22. abra, B).

Megallapitottuk, hogy ugyan a PSV MP plazmodezma lokalizacioja kimutathato, de nem

képes azok szerkezetébe olyan mértékben integralédni, mint a CMV MP.
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22. abra. (A) Plazmolizalt N. benthamiana sejtekben MP-eGFP fuziés fehérjék plazmodezma
kolokalizaciojat abrazold oszlop diagram, szorasokkal, statisztikailag szignifikans kiilonbséget
csillaggal jeloltiik. D) Plazmolizalt N. benthamiana sejtekben mozgasi fehérjék plazmodezma
kolokalizéacioja fluoreszcencia intenzitas diagramokkal dbrazolva. A diagram a fehér nyillal jelolt
régiobol késziilt. Piros fliggvény a plazmodezmakat jeldli, mig a zold fliggvény az eGFP-vel
jelolt MP-ket.

5.5 CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fuzios fehérjék sejten beliili

lokalizacigja Capsicum annuum sejtekben

Mivel C. annuum cv. Brody névényt a PSV nem volt képes szisztemikusan fertézni, a CMV-
nek viszont gazdandvénye, és a fertdzéses kisérletekben az MP-t hataroztuk meg, mint a fert6zést
limitalo faktort, ezen a ndvényen is tovabbi vizsgélatokat folytattunk a két MP sejten beliili

lokalizaciojaval kapcsolatban. Kordbban hasznalt CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fuzios
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fehérjék sejten beliili lokalizaciojat és plazmodezma kolokalizaciojat vizsgaltuk (23. abra). A
sejtperiférian kialakuld pontszeri forméciokat észleltink mindkét MP-eGFP esetén, de a
fluoreszcens jel eloszlasaban Iényeges kiilonbséget figyeltiink meg. CMV MP-eGFP tokéletesen
pontszerli forméaciokba rendezddott az anilin kékkel jelolt plazmodezmak kornyékén. A PSV MP-
eGFP jel, sejten beliili eloszlasa teljesen mas mintdzatot mutatott, féleg a citoplazmaban volt

megfigyelheto és alig volt lathato atfedést az anilin kék plazmodezma szignalokkal (23. abra).

CMV-MP-eGFP PSV-MP-eGFP

MP-eGFP

N -

lllesztve

Megvilagitva

.

23. abra. CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fuzios fehérjék sejten beliili lokalizacioja Capsicum

annuum cv. Brody novény epidermisz sejtekben, agroinfiltralast kdvetden 24 éraval. A fehér
fiiggdleges vonal 10 pm-t jelol. A plazmodezma koriili kallozt anilin kékkel festettiik, és az abran

piros szinnel jeldltiik, mig a GFP fluoreszcenciat z6ld szinnel jeloltiik.
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Az agroinfiltralt C. annuum sejtekben Western blot segitségével igazoltuk, hogy CMV MP-
eGFP ¢s PSV MP-eGFP fuziés fehérjék ugyanolyan mennyiségben expresszalodtak (24. abra, A).
Az MP-eGFP fuzios fehérjék detektalasahoz GFP ellenanyagot hasznaltunk, a felhasznalt fehérjék

azonos mennyiségének igazoldsahoz Ponceau festést alkalmaztunk.

A vizualis megfigyelések igazolasahoz, ahogy N. benthamiana novényi sejtek esetén is, az
MP-eGFP szignal plazmodezma/plazmamembran eloszlasanak aranyat mértiik meg, majd boxplot
diagramon abrazoltuk medidnnal, maximum ¢és minimum értékkel (24. dbra, B). CMV MP-eGFP
plazmodezma/plazmamembran aranya sokkal magasabb volt, mint PSV MP-eGFP
plazmodezma/plazmamembran ardny, aminek jelenléte leginkdbb a citoplazmaban volt

kimutathato.

Az MP-k plazmodezma kolokalizacidjanak méréséhez, az elézéekben N. benthamiana
novényeken végzett kisérletekhez hasonléan PKK hasznaltunk, amihez 6t kiilonb6zo
mikroszkopos képen 50 plazmodezmat mértiink le. A mért értékekbdl atlagot és szorast
szamitottunk és oszlop diagramon abrazoltuk (24. abra, C). Statisztikailag szignifikans eltéréseket
kétmintas T-probaval igazoltuk, majd az abran csillaggal jeloltik. CMV MP-eGFP plazmodezma
kolokalizacidja erds korrelaciot mutatott ([PKK]=0,74), amely magasabb szam, mint az N.
benthamiana esetén mért. PSV MP-eGFP nagyon kis mértékben kolokalizalt plazmodezmakkal
([PKK]=0,25), amely joval alacsonyabb korrelacié, mint N. benthamiana esetén ([PKK]=0,42)
(24. abra, C).

Fluoreszcencia intenzitas diagramokkal is 0sszehasonlitottuk PSV MP-eGFP és CMV MP-
eGFP plazmodezma lokalizaciojat (24. abra, D). Az dbrakon a piros fiiggvény a plazmodezmakat
jeloli, mig a zold fiiggvény az eGFP-vel jelolt MP-ket. Az dbran szerepld mikroszkopos képeken
a fehér nyillal jelolt régiokbol készitettiik a diagramokat. CMV MP-eGFP esetén a pirossal jelolt
plazmodezma fliggvény harom cstcsa tokéletesen egybe esik a zold fluoreszcens jel (MP-eGFP)
fiiggvény harom csticsaval. PSV MP-eGFP esetén viszont a piros és zold fiiggvény csekély

mértékben sem fedi egymast (24. abra, D).
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24. abra. A) Western blot MP-eGFP flizios fehérjék expresszidjanak 6sszehasonlitasara. B) Boxplot
diagram CMV-MP-eGFP és PSV-MP-eGFP plazmodezma/plazmamembran (PD/PM) fluoreszcencia
intenzitas aranyarol. C) MP-eGFP fuzids fehérjék plazmodezma kolokalizaciojat abrazold oszlop diagram,
szorasokkal, statisztikailag szignifikans kiilonbséget, csillaggal jeldltiik. D) Mozgési fehérjék plazmodezma
kolokalizacioja fluoreszcencia intenzitas diagramokkal abrazolva. A diagram a fehér nyillal jel6lt régiobol

késziilt. Piros fliggvény a plazmodezmakat jeloli, mig a z6ld figgvény az eGFP-vel jelslt MP-Ket.

Megallapitottuk, hogy ugyan a PSV MP plazmodezma kolokaliz4cidja kimutathatd, de nem
kotédik a plazmodezmakhoz olyan hatékonyan, mint a CMV MP, ez okozza C. annuum esetében
a két virus kozti gazdandvény kiilonbséget, illetve N. benthamiana esetén a tiinetekben vald

eltérést.
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VI. Kovetkeztetések

A CMV-nek tobb mint 1200 gazdanovényét irtak le tobb mint 100 ndvénycsaladbol, azonban
a PSV gazdanovénykore és gazdasagi jelentosége leginkabb a hiivelyes novényekre korlatozodik,
annak ellenére, hogy taxondmiailag és genomszervezddésben, illetve a fehérjék funkciojaban
CMV-hez nagyon hasonld. A gazdandvénykor és a tiinetek kialakulasa komplex jelenség,
melyeket bonyolult virus-ndvény koélcsonhatasok hatdroznak meg. A cucumovirusok esetén mind
az Ot virus altal kodolt fehérje szerepét igazoltak ezen kdlcsonhatasok kialakulasdban, azonban
ezen kolcsonhatasok részletes jellemzésérdl nem all rendelkezésre elegendd informacié (SALANKI

¢és mtsai., 2018).

A CMV ¢és a PSV gazdanovénykorének €s tlineteinek valtozatossagat a ndvényvirologidban
altalanosan hasznalt tesztnovényeken és a zoldségtermesztésben eldforduld névényeken figyeltiik
meg. A korabbi irodalmi adatokhoz hasonloan, a PSV nem fert6zte szisztemikusan N. tabacum cv.
Xanthi novényt, a CMV viszont képes volt ezen a novényen szisztemikus tiineteket kialakitani. N.
benthamiana tesztndovényeken mindkét virus szisztemikus tiineteket okozott, azonban a tiinetek
intenzitasaban ¢és fenotipusaban eltérés mutatkozott (KISS és mtsai., 2008). Uborkan és
paradicsomon a CMV szisztemikus tlineteket okozott, mig a PSV nem, azonban a pillangds

viraguakhoz tartozo6 babot, a PSV szisztemikusan fertdzte, amire a CMV nem fertdzte.

A CMV ¢s a PSV gazdanovénykorében valo eltérések €s a kozos gazdandvényeken kialakitott
tiinetek fenotipusa kozti kiilonbségek vizsgalatara eloszor kiillonbdzé RNS3 reasszortans (C12P3,
P12C3) virusokat, ahol a két virus kozt az RNS3 kicserélésre kertilt, ¢és MP rekombinans (C12CP3,
C12PC3) virusokat készitettiink, ahol az MP-t cseréltiik ki a két virus kozott. Korabban az MP
szerepét a gazdanovénykor meghatarozdsiban CMV RNS3 ¢és foldimogyord rozettdsodas virus
(Groundnut rosette virus, GRV) MP segitségével igazoltak (RYABOV és mtsai., 1999). A CMV
MP szerepét a tlinetek meghatdrozasaban igazoltdk egy masik viruscsaladba tartozo virus, a
Cymbidium gytirtisfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) MP segitségével, amely
esetben CMV MP-t CymRSV MP-vel helyettesitve dohany ndvényen a tiinetek valtozasat
igazoltak (HUPPERT és mtsai., 2002). Munkank soran a rekombinans és reasszortans virusokkal
egy kozos gazdanovényt N. benthamiana-t fertéztiink. A C12PC3 rekombinans virus kivételével
mindegyik konstrukcid szisztemikusan fertzte a tesztndvényt. Korabbi irodalmi adatok alapjan
tobb példa van ra, hogy a Bromoviridae csaladon beliil két virus MP-je csak a C-terminalis 33

aminosav delécidja esetén képes a masik virus CP-vel egyiitt funkciondlni. A BMV esetén
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kompatibilitashoz (NAGANO és mtsai., 2001). A CMV MP képes egy masik Cucumovirus, a TAV
CP-vel egyiitt funkciondlni, azonban a TAV MP nem képes a sejtrél-sejtre vald terjedést
elésegiteni a CMV CP-vel kombindlva. A TAV MP C-terminalis 33 aminosava felelds a két
cucumovirus fehérje kozotti kompatibilitasért (SALANKI és mtsai., 2004). Mivel kisérleteink soran
C12PC3 rekombinans, nem volt képes szisztemikus tiineteket kialakitani dohany ndvényen,
elkészitettink egy MP C-termindlis deléciés mutanst, ahol a CMV MP C-teminalis 33
aminosavval homolog szakaszt eltavolitottuk PSV MP szekvencidbol. Az igy kapott delécios
mutans pPAC3, képest volt szisztemikus tiinetek kialakitasara N. benthamiana névényen. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a PSV-nek a TAV-hoz hasonléan kevésbé rugalmas a MP-je, a
CMV-hez viszonyitva, ami 0sszefiiggésbe hozhaté a CMV sokkal tagabb gazdanovénykorével. A
tovabbi kisérletekhez ezt a szisztemizalddni képes delécids mutanst hasznéltuk. A fertézéses
kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a CMV MP-t tartalmazé virusok (P12C3, C12CP3) a
CMV-hez hasonldan erdsebb tiineteket okoztak, torpiilést, erds klorotikus mozaikot és erds levél
deformitast és hamarabb, mar négy nappal inokulalast kovetéen kimutathatéak a nem fertdzott
frissebb hajtasokbol, mint a PSV MP-t tartalmazo virusok. A PSV MP-t tartalmaz6 konstrukciok
(C12P3, C12PAC3) a PSV-hez hasonloan enyhébb levél deformélodast és gyengébb mozaikos
tiineteket okoztak, hét nappal az inokulalast kovetden voltak kimutathatéak a szisztemikus

levelekbol.

A kisérleteket egy szelektiv gazdandvényen, C. annuum cv. Brodyn folytattuk, melyeta CMV
szisztemikusan képes fertézni, azonban a PSV-nek nem gazdanovénye. A P12C3, és C12CP3
reasszortans és rekombinans virusok tehat a CMV MP-t tartalmazo virusok, a CMV-hez hasonldéan
eros levél torzulast, er0s mozaikos tiineteket €s torpiilést okoztak a paprika névényen, mig a PSV
MP-t hordozo6 virusok, a C12P3 és C12PAC3 a PSV-hez hasonléan nem tudtak szisztemikusan
fertdzni a paprika novényt, és nem voltak kimutathatoak a nem inokulélt levelekben a hat hetes
monitorozott periodus alatt. Fertdzési kisérleteink igazoltak, hogy N. benthamiana névényen és
paprika novényen, a CMV és a PSV kozotti gazdandvény illetve tiineti eltéréseket a két virus MP-

hez kothetjiik.

A cucumovirus MP elsddleges feladata a virus sejtrl-sejtre torténd terjedésének tdmogatasa,
ami a novényi plazmodezmakon keresztiil torténik és az MP plazmodezma lokalizécidja sziikséges
feltétel hozza (NAVARRO és mtsai., 2019). N. benthamiana névények epidermisz sejtjeiben eGFP-

vel jelolt CMV MP és PSV MP sejten beliili lokalizacigjat és plazmodezma kolokalizaciojat
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hasonlitottuk 6ssze. Mind a PSV MP-eGFP, mind a CMV MP-eGFP fuzios fehérje a sejt
periféridjan volt megfigyelhetd, pontszerti formaciokba rendezédve. Azonban a CMV MP-eGFP
egyértelmilen a plazmodezméakkal megegyez0 pozicidban lokalizdlodott magasabb
plazmodezma/plazmamembran arannyal mig a PSV MP-eGFP a plazmodezma lokalizacié mellett
homogénebben oszlott el az epidermisz sejtek citoplazmajaban is, plazmodezma/plazmamembran
aranya alacsonyabb volt a CMV MP-eGFP esetében mértnél. A Pearson korrelacios koefficiens
segitségével torténd plazmodezma kolokalizacié szamszertisitésénél a CMV MP-eGFP esetén erds
plazmodezma kolokalizaciot igazoltunk ([PKK]=0,67), mig a PSV MP-eGFP kevésbé hatékonyan
kolokalizalt a plazmodezmakkal ([PKK]=0,42), tehat statisztikailag szignifikdns kiilonbséget
mutattunk ki. A koloklaizacioban megallapitott kiilonbségek alapjan, a két virus MP
plazmodezmakhoz vald kotodését vizsgaltuk plazmolizalt N. benthamiana epidermisz sejtekben.
A PSV MP-eGFP jelentds része a plazmolizis hatasara a zsugorodé citoplazmaval egyiittesen
elvallt a sejtfaltol, mig a CMV MP-eGFP jelentds része a plazmodezmakhoz kototten a sejtfalnal
maradt, igazolva a PSV MP gyengébb plazmodezma kotédését. Megallapitottuk N. benthamiana
novény esetén, hogy ugyan a PSV MP plazmodezma lokalizacidja kimutathato, de nem képes azok
szerkezetébe olyan mértékben integralodni, minta CMV MP. Mivel C. annuum cv. Brody névényt
a PSV nem volt képes szisztemikusan fertdzni, a CMV-nek viszont gazdandvénye, ezen a
ndvényen is tovabbi vizsgalatokat folytattunk a két MP sejten beliili lokalizacidjaval kapcsolatban.
A CMV MP-eGFP plazmodezma kolokalizacioja erds korrelaciot mutatott ([PKK]=0,74), amely
magasabb, mint a N. benthamiana névény esetén mért. Paprika névény epidermisz sejtjeiben a
PSV MP-eGFP nagyon kis mértékben kolokalizalt plazmodezmakkal ([PKK]=0,25), amely joval
gyengébb korrelacid, mint N. benthamiana esetén ([PKK]=0,42).

M¢ég ha a névényi virusok gazdandvénykorének meghatarozasa dsszetett jelenség is, a sejtrol-
sejtre valdo mozgas korlatozasa gatolhatja a fert6zés kialakulasat, vagy a tiinetek megjelenésének
sebességét. A PSV MP szerkezete hasonlo a 30K szupercsalad tobbi MP-jéhez, a {6 domének erds
homologiat mutatnak a CMV MP-vel, mint példaul a hidrofob domén (86-118. aminosav) vagy az
RNS-k6t6 domén (aa 174-233). A C-terminalis régional figyelhetd meg a legkisebb hasonlésag,
ami érdekes modon hosszabb is (7 aa), mint a CMV vagy a TAV C-termindlis régidja. Kordbban
foszforilalhatd (SARAY és mitsai., 2021), ez az aminosav a PSV MP-ben is jelen van. A 30k
szupercsaladban a plazmodezma lokalizacids szignalt a kozelmultban az N-terminalis 50.

aminosavnal hataroztak meg TMV esetén (YUAN és mtsai., 2016). A plazmodezma lokalizacios
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szignal egyik kolcsonhatod partnerét, a névényi szinaptotagmint (SYTA) is meghataroztak (YUAN
¢és mtsai., 2018).

A cucumovirusok esetében hasonlé adatok nem allnak rendelkezésre, ezért tovabbi
vizsgalatok sziikségesek a sejtrél-sejtre vald mozgashoz sziikséges faktorok azonositasahoz,
valamint ezen kolcsonhatasok elemzése kiilonb6zo gazdandvény-virus kapesolatok esetén. Ezen
kolesonhatasok tovabbi jellemzése magyarazatot adhat a CMV és a PSV MP eltéro sejten beliili

lokalizaciojara N. benthamiana és C. annuum névények epidermisz sejtjeiben.
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VII. Uj tudomanyos eredmények

kompatibilitashoz.

2. Megallapitottuk, hogy N. benthamiana névényen a CMV MP-t tartalmazé virusok (C12CP3,
P12C3) a CMV-hez hasonloan erésebb tiineteket okoztak, torpiilést, erds klorotikus mozaikot és
erds levél deformitast figyeltiink meg, mig a PSV MP-t tartalmaz6 virusok (C12PAC3, C12P3) a

PSV-hez hasonldan enyhébb levél deformalddast €s gyengébb mozaikos tiineteket okoztak.

3. C. annuum cv. Brody ndvényen a CMV MP-t tartalmaz6 virusok (C12CP3, P12C3), a CMV-
hez hasonloan erds levél torzulast, erds mozaikos tlineteket és torpiilést okoztak, mig a PSV MP-t
tartalmazo virusok (CI12PAC3, C12P3), nem okoztak tiineteket, nem tudtdk szisztemikusan

fertdzni a paprika ndvényt.

4. N. benthamiana sejtekben CMV MP-eGFP fuzidés fehérje esetén erds plazmodezma
kolokalizaciot igazoltunk, mig a PSV MP-eGFP fzi6s fehérje kevésbé hatékonyan kolokalizalt a
plazmodezmadkkal, illetve plazmolizalt sejtekben igazoltuk PSV MP-eGFP gyengébb

plazmodezma kotédését.

5. Bizonyitottuk, hogy C. annuum cv. Brody novényen a CMV MP-eGFP fuzios fehérje
plazmodezma kolokalizacioja erésebb, mint N. benthamiana esetén, PSV MP-eGFP fuzids fehérje
viszont nagyon kis mértékben kolokalizal a plazmodezmakkal. Tehat a PSV nem képes hatékony
sejtrol-sejtre terjedésre a paprika névényben és ez lehet a legfontosabb oka annak, hogy a PSV

nem képes a paprika névény megfertdzésére.
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VIII. Osszefoglalds magyar és angol nyelven

8.1 Osszefoglalas

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) és a foldimogyoré satnyulas virus
(Peanut stunt virus, PSV) egyarant a Cucumovirus nemzetség tagja, mely a Bromoviridae csaladon
beliil mezégazdasagi szempontbol a legjelentésebb nemzetség. Osztott genomjuk Osszességében
hozzavetdleg nyolc kilobazis (kb) méretli, minddssze 6t fehérjét kodol, melyek tobb funkciot
latnak el. A CMV és a PSV hasonl6 genomszervezddése €s hasonlo fehérjefunkcioinak ellenére a
két virus gazdanovénykore jelentdsen eltér. Cucumovirusok kozil a CMV 06sszes fehérjéjérdl
igazoltak a patogenitasban betoltott szerepét kiilonbozd gazdandvényeken, azonban a nemzetség
tovabbi tagjai, TAV (Tomato aspermy virus) és PSV esetén kevesebb informacid all

rendelkezésiinkre.

A CMV ¢s a PSV gazdanovénykorében valo eltérések €s a kozos gazdandvényeken kialakitott
tiinetek fenotipusa kozti kiilonbségek vizsgalatara kiilonb6z6 RNS3 reasszortans (C12P3, P12C3)
virusokat, ¢s MP rekombinans (movement protein, mozgasi fehérje) (C12CP3, C12PC3) virusokat
készitettiink melyekkel el6szor egy kozos gazdandvényt, N. benthamiana-t fertéztiink. C12PC3

rekombinans virus, nem volt képes szisztemikus tiineteket kialakitani a tesztnévényen, a PSV MP

crer

PAC3). A CMV MP-t tartalmazo virusok (C12CP3, P12C3) a CMV-hez hasonléan erdsebb
tiineteket okoztak, torpiilést, erds klorotikus mozaikot €s erds levél deformitast figyeltiink meg,
mig a PSV MP-t tartalmazé virusok (C12PAC3, C12P3) a PSV-hez hasonldéan enyhébb levél
deformalodast ¢és gyengébb mozaikos tiineteket okoztak. A kisérleteket egy szelektiv
gazdandvényen, C. annuum cv. Brodyn folytattuk, melyet a CMV szisztemikusan képes fertézni,
azonban a PSV-nek nem gazdanévénye. CMV MP-t tartalmazo virusok (C12CP3, P12C3), a
CMV-hez hasonldan erds levél torzulast, erdés mozaikos tlineteket és torpiilést okoztak, mig a PSV
MP-t tartalmaz6 virusok (C12PAC3, C12P3), nem okoztak tlineteket, nem tudtak szisztemikusan

fertzni a paprika novényt.

N. benthamiana epidermisz sejtjeiben eGFP-vel jelolt CMV MP és PSV MP sejten beliili
lokalizacigjat és plazmodezma kolokalizaciojat hasonlitottuk 6ssze. Mind a PSV MP-eGFP, mind
a CMV MP-eGFP fuziés fehérje a sejt perifériajan volt megfigyelhetd, pontszerli formacidkba
rendezddve. Azonban a CMV MP-eGFP egyértelmiilen a plazmodezmakkal megegyezd

pozicioban lokalizalédott mig a PSV MP-eGFP a plazmodezma lokalizacié mellett homogénebben
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oszlott el az epidermisz sejtek citoplazmédjdban is. Plazmolizalt sejtekben igazoltuk PSV MP-eGFP
gyengébb plazmodezma kotddését. C. annuum cv. Brody epidermisz sejteket infiltralva,
bizonyitottuk, hogy CMV MP-eGFP fuzids fehérje plazmodezma kolokalizacidja erésebb, mint
N. benthamiana esetén, PSV MP-eGFP fuzios fehérje viszont nagyon kis mértékben kolokalizal a

plazmodezmakkal.

Eredményeinkkel N. benthamiana névényen CMV ¢és PSV altal kialakitott tiinetekben valo
eltérésért, illetve paprika novény esetén a gazdandvényt meghatirozo faktorként az MP-t
azonositottuk. A két virus MP plazmodezma kolokalizacidjaban szignifikans kiilonbséget

mutattunk ki N. benthamiana és C. annuum cv. Brody névényekben.

8.2. Summary

Cucumber mosaic virus (CMV) and Peanut stunt virus (PSV) are both members of the
Cucumovirus genus, which is the most economically important genus of the Bromoviridae family.
Their multipartite genome has a total size of approximately 8 kilobases (kb) and encodes only five
proteins that perform several functions. Despite their similar genome and protein functions, the
host ranges of the two viruses differ significantly. All five viral proteins of CMV were proven to
have roles in pathogenicity on various host plants, however there is less information available for

other members of the genus (Tomato aspermy virus, TAV and PSV).

In order to investigate the differences in the host range of CMV and PSV and the differences
between the phenotypes of the symptoms developed on common host plants, different RNS3
reassortant (C12P3, P12C3) viruses and MP (movement protein) recombinant (C12CP3, C12PC3)
viruses were generated with which we first infected a common host plant N. benthamiana.
Recombinant C12PC3 was unable to develop systemic symptoms on the test plant, deletion of the
C-terminal 42 amino acids of PSV MP was required for compatibility with CMV CP (C12 PAC3).
Viruses containing CMV MP (C12CP3, P12C3) caused stronger symptoms, similar to CMV,
stunting, strong chlorotic mosaic and severe leaf deformity were observed, while viruses
containing PSV MP (CI12PAC3, C12P3) induced milder leaf deformation and weaker mosaic
symptoms like PSV. The experiments were carried out on a selective host plant, C. annuum cv.
Brody. Viruses containing CMV MP (C12CP3, P12C3) caused strong leaf distortion, strong
mosaic symptoms and stunting, like CMV, while viruses coding PSV MP (C12PAC3, C12P3)

caused no symptoms and could not infect systemically the pepper plant.
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The intracellular localization and plasmodesma colocalization of eGFP-labelled CMV MP and
PSV MP were compared in epidermal cells of N. benthamiana. Both PSV MP-eGFP and CMV
MP-eGFP fusion proteins were detectable as punctate-like structures along the cell wall, however,
CMV MP-eGFP was clearly localized in the same position as plasmodesmata, while PSV MP-
eGFP was more homogeneously distributed in the cytoplasm. In plasmolyzed cells the great
majority of CMV-MP-eGFP remained detectable at plasmodesmata. In the case of PSV-MP-eGFP,
the majority of MP-eGFPs were retracted with the shrinking protoplast from the cell wall,
indicating that they were weakly associated with plasmodesmata. Infiltrating C. annuum cv. Brody
epidermal cells clear differences were observed in the subcellular localization of CMV-MP-eGFP
and PSV-MP-eGFP. CMV-MP-eGFP was enriched in C. annuum PD more than in N. benthamiana
and colocalized more accurately with PDs in C. annuum epidermal cells than in N. benthamiana
epidermal cells.

In this study, MP as the protein determining symptom phenotypes on N. benthamiana and
responsible for the host range difference on C. annuum cv. Brody was identified. Significant
differences in the MP plasmodesma colocalization of the two viruses in N. benthamiana and C.

annuum cv. Brody in plants were observed.
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IX. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdimnek; Dr. Salanki Katalinnak, hogy minden felmeriil6
szakmai vagy egy¢b problémadban, segitségemre volt a dolgozat elkésztése soran, megismertette
velem a ndvényviroldgia vilagat, és hogy tlirelemmel segitett elsajatitani a dolgozat elkészitéséhez
sziikkséges molekularis modszereket, és Dr. Palkovics Laszlonak a szakmai iranyitast és hogy
segitségemre volt abban hogy az egyetemi éveim alatt az érdeklddési koromnek megfeleld kutato

munkaba kapcsolodhassak.

Koszonet illeti az MTA ATK NOVI Virolégiai Csoportjanak 6sszes tagjat, akikhez batran
fordulhattam szakmai vagy mindennapos problémaimmal, kérdéseimmel, baratsdgos légkort

teremtettek a munkahoz.

Ko6szonom Dr. Fabian Attildnak a mikroszkopos munkdk soran nyujtott szakmai segitségért.

Koszonettel tartozom tovabba az Agrartudomanyi Kutatokozpont és a Novényvédelmi Intézet

koréabbi és jelenlegi vezetésének, hogy a kutatasaimat az intézet keretein beliil végezhettem.
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