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2 Bevezetes

A virusok és viroidok a legegyszeriibb sajat orokitdanyaggal rendelkezd ,,él61ények” a
foldon. Eletiik teljes mértékben a gazdaszervezetre utalt. Alapvetd életmiikodésiikhoz
minimalisan a genomjuk sokszorozasat végzo replikazt, a nukleinsavat burkol6 kopenyfehérjét
¢s a gazdanovényben valo elterjedést segitd mozgasi fehérjét kodoljak. Az allati virusokhoz
hasonloan, a ndvényi virusok sem képesek minden novényt fertézni, altaldban specialis
gazdakorrel rendelkeznek. A virus novényben vald sokszorozddasa és elterjedése (a fert6zés)
kisebb nagyobb mértékben megvaltoztatja a novény anyagcsere-folyamatait, ennek eredménye
a fertézés soran megjelend tiinetek megjelenése. A gazdasdgilag fontos ndvényeinken
megjelend tiinetek, amik akar a gyokeret vagy hajtast, akar a viragot vagy termést valtoztatjak
meg, okozzak kozvetlenill a virusfertdzés eredetli gazdasagi karokat. Ugyan a virusfert6zési
folyamatokat, az el6forduldo természetes ¢€s mesterséges rezisztencidk mechanizmusat
kiterjedten kutatjdk, a virusfert6zés tiineteinek hatterében all6 folyamatok molekularis
mechanizmusa még nem teljesen ismert.

A virusfert6zés soran a n6vény nem passzivan szenvedi el a fertdzést, a virus replikacioja,
illetve a névényi RNS-fliggé RNS polimerazok (RNA dependent RNA polymerase - RdRp)
miitkodése soran keletkez6 virus eredetii kétszalu (double stranded — ds) RNS intermedierek
bekapcsoljak a novény RNS alapu védekezd rendszerét, az RNS interferenciat (RNA
interference - RNSi). Ezen RNS alapti szabalyoz6 mechanizmus jelenlétének felfedezése a
2000-es évek elején, éppen a viruskutatasoknak volt koszonhetd. Azt, hogy az RNSI szabalyozo
molekulai 21-24nt hossza kisRNS-ek (small RNA — sRNS), transzgénikus névények mellett,
eldszor virusfert6zott novényekben mutattak ki. Az RNSi folyamatok vizsgalata soran deriilt
fény ugyancsak arra, hogy ennek a rendszernek az egyik lefontosabb funkcioja a fert6z6 virusok
elleni védekezés és hogy a virusok ezeket az eliminacidjukra iranyuld folyamatokat blokkolni
képesek a genomjukban kodolt viralis RNSi gatlo fehérjéik (viral silencing repressor - VSR)
segitségével. A VSR-ek felfedezése €s jellemzése komoly segitséget nyujtott a kutatdknak az
RNSi folyamatokban résztvevo fehérjék feltérképezésében.

Az antiviralis RNSI folyamatok vizsgalata soran fény deriilt az RNSi, mint alapti endogén
szabalyozas létére is, igy arra, hogy a genomban nem kodold informécidként jelen levd
hosszabb, rovidebb RNS-s¢ atirddd szakaszok védelmet nyujtanak a parazita transzpozonok
aktivitasa ellen, hogy részt vesznek a genom miikddését meghatarozd metilaciés mintazat
kialakitasaban, és hogy az él6lények endogén folyamatait is szabalyozzak. Az RNS alapt
szabalyozas megléte pedig Uj eszkozoket adott a genomban kodolt informacidok
meghatarozasara és a biotechnologia szamara is.

Az RNS alapt szabalyozas felfedezése mellett az elmult 20 év legnagyobb molekularis
biologiat érintd forradalma a szekvenalasi technikdk fejlédésében zajlott. Az 0j, nagy-ateresztd
képességii (high-throughput sequencing - HTS) szekvenalasi technikdknak kdszonhetden 1j
dimenziok nyilnak a genomokban kddolt és az adott élet helyzetekben (biotikus és abiotikus
stresszek soran) kifejez6dd informacidé meghatarozéasara. Mivel a f61don €16 €lélények genetikai
kodja univerzalis, a szekvenalasi technikak a virusok kimutatasanak diagnosztikai modszereit
is alapvetden megvaltoztattdk. A szekvenalds alapti metagenomikai moddszereknek
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koszonhetéen nap, mint nap 0j virusokat irnak le, ami nemcsak a virus rendszer- és nevezéktant
allitja folyamatos kihivas el¢, hanem tjra és Gjra felveti a kérdést, hogy a virusfertézés valoban
minden esetben kedvezdtlen hatasu-e a gazdaszervezetre nézve?

A vegetativan szaporitott novények esetében a virusdiagnosztika meghatarozd, hiszen
ennek érzékenységétdl fiigg az, hogy a szaporitandé novényben jelenlevl Osszes viralis
korokozordl tudomast szerziink-e. Amennyiben nem, a szaporitds soran nemcsak a fajtat,
hanem a korokozot is szaporitani fogjuk, ami alapvetéen meghatarozza a hosszu évekre, vagy
akar évtizedekre tervezett sz6l0-, vagy gyiimolcsfaiiltetvény egészségiigyi allapotat. Az 1j,
szekvenalason alapuld diagnosztikai modszerek e kihivasokra is valaszt jelenthetnek.

3 Irodalmi attekintés

Az irodalmi attekintés fejezetben viroldgiai kutatdsokat az értekezés megértéséhez
szlikséges mélységben, a teljeség igénye nélkiil, targyalom. Az egyes témak eldzményeit
részletesebben a konkrét kutatas eredményeinek bevezetésében ismertetem. Ebben a fejezetben
anovényi virusokrol, az RNSi-r6l és a molekularis virusdiagnosztika fejlodésérol 6sszegyiijtott
informaciokat foglalom Ossze. Mivel az értekezésben Osszegylijtott eredményeim 20 év
kutatasa soran sziilettek, korai munkaim esetén az eredmények bemutatasa utan bemutatom azt
IS, hogy elért eredményeim ota milyen jelentds valtozasok, eredmények sziilettek az adott
szakteriileten.

3.1 A novenyivirologia (rovid) torténete

A ndvényi virologia torténete igen sok tanulsaggal szolgal a ma virologusai szamara. Az
1800-as években dél-Amerikaban monokultiraban kezdték el termeszteni a dohanyt, hiszen
ebbdl igen értékes szivart tudtak eldallitani. Mivel évrdl évre ugyanott termesztették, a talaj
tapanyagtartalma csokkent, a dohany pedig fogékonyabb lett a betegségekre. Az 1800-as évek
elején egy mozaikos betegség litotte fel a fejét, a beteg dohany keseriibb volt (virustiinetek
okozta gazdasagi kar). Az Nicotiana. tabacum fogékonyabb volt, mig a N. glutinosa ellenallobb
volt a betegséggel szemben (rezisztencia). A fertézés kolumbiai dohanylevelekkel keriilt
Eurdpéba, Németorszagba. 1857-ben Hollandidban a dohany névények megbetegedését okozd
Jarvany pusztitott, melyet nem gomba, vagy baktérium okozott (kereskedelem globalizacigja,
kontroll nélkiili import). 1886-ban itt végezte el Adolph Mayer klasszikus kisérletét: fertdzott
ndvény kivonatat egészségesbe dorzsolve a korokozo atvihetd volt, de a 80 fokos hdkezelés
megolte (Mayer ebbdl azt kovetkezette, hogy baktériummal allunk szemben). 1892 mar a Krim-
félszigeten is jarvany pusztitott (a globalizacio nem ismer hatarokat). Ekkor Dmitrij lvanovszkKij
egy olyan sziirén préselte at egy fert6zott novény nedvét, mely a baktériumokat nem engedi at,
a korokozo mégis atjutott. A tanulsag szerint a korokozé egy kisebb baktérium, vagy toxin. A
holland porcelangyartas fejlédése technikailag lehetévé tette baktériumokat egyaltalan nem
ateresztd szlir6k elkészitését (technikai fejlodés segiti az alapkutatast). Mivel a korokozo
Martinus Beijerinck kisérleteiben ezen is atjutott, 1898-ban bebizonyosodott, hogy biztosan
nem baktérium. Ekkor nyerte el a ,,Contagium vivum fluidum = virus” nevet. Az 1900-as évek
elejére az USA-ban a betegség mindeniitt elterjedt, ahol a dohany jelen volt (epidemologia).
Ezt a fontos, alapkutatast érintd felfedezést egy gazdasagilag fontos haszonndvényt érintd
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betegség inicializalta! Az 1950-60-as évekig a virologia f6 kérdése az volt, hogy vajon mi is a
virus? Ennek tanulményozasahoz tiszta virus tenyészetek hoztak létre, azt vizsgaltak, hogy
vajon vannak-e torzsek és mutansok, valtozik-e a virus, amikor mas gazdat fert6z, mi hatarozza
meg a gazdaspecifitast? (ezt maig vizsgaljuk molekularis bioldgiai modszerekkel). A virionok
tisztitasahoz ismét egy technikai fejlodésre volt sziikség, 1927-ben fejlesztettek olyan
ultracentrifugat, ami 50000 g-vel tudott miikodni. 1929 Helen Purdy Beale ily modon tisztitott
dohanymozaik virust (tobacco mosaic virus — TMV) injektalt nytilba, ami specifikus antiszérum
termeléséhez vezetett, amivel specifikusan ki tudta mutatni, hogy a TMV nincs jelen az
egészséges novényben. Ez a kisérlet elvileg megteremtette az ELISA alapt virusdiagnosztika
lehetdségét, ami azonban csak az 1970-es években valosult meg. Szintén 1929-ben Harold
McKinney megallapitotta, hogy ha gyenge varianssal fertézi a novényt, az ellendllo lesz a
sulyos tiineteket okozdval szemben. Ezen alapult késébb, az 1990-es években a kdpenyfehérjét
expresszald transzgénikus novények virusrezisztencidjanak elmélete, mely megfigyelés végiil
a 2000-es években, az RNS1 mechanizmusanak megismerésével nyert magyarazatot. Ezek utan
taldn nem meglepd, hogy Rosalind Franklin rontgendiffrakcios munkaiban is vizsgaltaa TMV-
t ¢és helyesen allapitotta meg (ugyan akkor még nem tudta bizonyitani), hogy egy
fehérjeburokba  csomagolt egyszalh RNS-sel van dolgunk. A  rekombinans
dezoxiribonukleinsav (DNS) technika térhoditasaval a virologia uj korszaka kovetkezett be,
mivel ezzel a technikéval nemcsak tiszta tenyészeteket (rekombinéans virusokat és fertézoképes
transzkriptumokat) lehetett eldallitani, hanem vizsgalhaté lett a virusgenom egyes részeinek
funkcioja (in vitro mutagenezis, reasszortansok, stb). Az 1977-ben kidolgozott Sanger
szekvenalas lehetdvé tette a virusok oOrokitbanyaganak nukleinsav sorrendjének
meghatarozasat. igy kideriilt, hogy a novényeket fertézé virusok orokitbanyaga, alakja, mérete
igen valtozo, de jobban konzervalt, mint az éllati sejteket fertdz6 virusoké. Mivel a ndvényi
sejtek kozott a sejtfalon, a kis atmérdjli plazmodezmakon kell atjutni, korlatozott a méretiik.
Virusnal kisebb patogének jelenlétére is fény deriilt, leirtak a szatellit RNS-eket, melyek
replikaciojdhoz egy virus i1s kell, mig a viroidok, ugyan parazitaljak a gazdat, de
replikaciojukhoz mas virélis patogén nem sziikséges. JOl jellemzett modell ndvényeken a gazda
— virus interakciok is vizsgalhatoak voltak. Az elsé6 modell névény az Arabidopsis thaliana
genomja 2000-ben lett ismert, de ez a novény viszonylag kevés virussal fertézhetd. A
virologusok kedvenc modellnévénye, az N gén hidnya miatt igen fogékony N. benthamiana
genomja maig igen rosszul annotalt. Ennek ellenére e modellen mara ipari szintre fejlodott a
virdlis vektorokrol torténd fehérje expresszid: virus indukalt géncsendesitésen alapuld (virus
induced gene silencing based — VIGS) vektorok segitik a gének funkcionalis analizisét és
tranziens génexpresszios rendszer tdmogatja az alapkutatasokat. A 2000-es években David
Baulcombe laboratoriumaban a novényvirologiai kutatasoknak kulcs szerepe volt az RNSI
mechanizmusanak megértésében, amikor burgonya X virus (potato virus X - PVX) fert6zott
dohany névényben kimutattak a viruseredetti SRNS-eket (Hamilton & Baulcombe, 1999). A
VSR-ek jellemzése pedig igen nagy mértékben jarult hozza az RNSi folyamatainak
megértéséhez. Ebben eléviilhetetlen érdeme van Burgyan Jozsefnek, és a Cymbidium
gylrtsfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus — CymRSV) pl9 VSR-én végzett
kisérleteknek (Vargason et al., 2003). A polimeraz lancreakcio felfedezése nemcsak a
molekularis biologiai kutatdsokat gyorsitotta fel, hanem egy uj diagnosztikai lehetéséget
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teremtett meg. A szerologiai modszerek mellett, maig ezen alapulnak a hatosag altal hasznalt
diagnosztikai modszerek. Ezt a helyzetet valtoztatta meg a HTS platformok megjelenése.

3.2 HTS

A jelenleg széles korben elterjedt Illumina szekvenalasi platformok kémiaja a
hagyomanyos Sanger szekvenalas 6ta nem sokat valtozott. A detektalasi modszerek technikai
fejlesztése viszont igen, és ez ma mar lehetové teszi egyszerre tobb szaz millio szekvenalasi
folyamat egyidejii regisztralasat. Az ilyen szekvenalas technikailag csak DNS templatrol
lehetséges. A detektalés szintézis alapu, €s a DNS polimerazok mitkédéséhez a templaton kiviil
a templattal komplementer szekvencidju inditoszekencidk is sziikségesek, ezért a kiilonbozo
vizsgalandé nukleinsavakat (DNS, RNS, sRNS) szekvenalhatova kell tenni. Ennek sordn a
nukleinsavakat daraboljak, adaptereket ligdlnak hozzajuk és ha RNS templatot hasznaltak arrol
reverz transzkripcioval komplementer DNS-t (CDNS) kell késziteni, ami a tovabbiakban mar
alkalmas a szekvenalasra. A szekvenalas 1j platformjai mar teljesen 0j alapokon, szintézis
nélkiil képesek a nukleinsav sorrend meghatarozasra. Igy lehetévé valt az adott mintdban, vagy
akar egy sejtben, jelenlevd 6sszes DNS és igy az adott mintdban jelenlevd Osszes €l61ény
(metagenom) meghatarozasa. A vizsgalt anyag RNS-einek meghatarozasa a génexpressziorol
¢s az RNS orokitdanyaggal rendelkez6 virusokrdl, viroidok jelenlétérdl ad felvilagositast, igy
uj korszak nyilt a virolégiaban és a virusdiagnosztikaban is (Massart et al 2014, 2018). E
modszerekkel olyan virusokat is kimutathatunk, melyeket eddig egyaltalan nem ismertiink.
Ahhoz azonban, hogy ezek a technikdk a mindennapi virusdiagnosztika részévé valjanak
nemcsak a szekvenalas aranak csokkenése, hanem az igy eredményiil kapott informacio tomeg
analizisét lehetové tevd bioinformatikai modszerek fejlédése is sziikséges.

3.3 Novenyeket fert6zo virusok és viroidok

A virusok obligat intracellularis parazitdk, szaporodéasuk a gazdasejt miikodésétdl fligg,
mivel hidnyzik beldliik a fehérjeszintézis és az energiatermelés apparatusa. A sejtes 1ényekkel
ellentétben, melyek ndvekedés utdn osztddnak, a virusok sokszorozddasa a gazdasejt altal
elkészitett szerkezeti elemeik Osszeszerel6désével torténik. A virusok 6rokité anyaga lehet RNS
vagy DNS, egyszalu vagy kétszalu, melyet védo funkcioji fehérje burok (kapszid) vesz koriil.
A legelterjedtebb pozitiv szali RNS virusok a névényi sejtbe jutva mMRNS-ként funkcionalnak,
¢és kozvetleniil bekapcsolodnak a fehérjeszintézisbe. A fehérjeszintézis soran keletkez6
viruseredetli RARp, vagy mas néven replikaz, a gazdafehérjékkel komplexet alkotva felismeri
a pozitiv RNS szal 3’ végének specidlis promoter elemét, és a pozitiv szalat templatként
hasznalva elkezdi a komplementer (negativ) szalak készitését. Az elkésziilt komplementer
szalak szolgalnak templatul a nagy mennyiségli pozitiv szal szintézisé¢hez. Ezek egy része
becsomagolodik a virus altal kodolt kopenyfehérjébe. Az Gijjonnan szintetizalddott virusok (nem
feltétlentil virionként) eldszor a szomszédos sejtekbe jutnak at sejtrdl-sejtre valdo mozgassal,
majd a névény szallitonyaldbjain keresztiil tdvolabbi szervekbe. A ndvényi virusok masik
gazdandvényre altaldban vektorok altal jutnak at, de terjedhetnek pollennel, maggal és
mechanikai sebzéseken keresztiil. A terjedés specidlis mddja az emberi tevékenységeken
keresztiili, oltassal, sebzéssel, vegetativ szaporitassal torténd trejedés. Az eukariota sejt
fehérjeszintetizalo rendszere monocisztronos. Amennyiben a transzlacié soran stop kodon keriil
leolvasasra, a transzlacios komplex felbomlik. A virus RNS-en kodolt fehérjék szama ennél
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tobb, a virusoknak minimalisan a genomjuk sokszorozasara képes replikazt, a kapszid
alkotoelemeit kodolo kdpenyfehérjét (coat protein - CP) és a gazdandvényben vald mozgashoz,
a plazmodezmakon valo atjutashoz sziikséges segitd fehérjét: a mozgasi fehérjét (movement
protein - MP) kell kodolniuk. Ahhoz, hogy a monocisztronos gazdaban ezek a fehérjék is
transzlalodni tudjanak igen sokféle megoldas lehetséges: szubgenomikus RNS-ek, osztott
genom, eltérd polaritas, poliprotein termelése és hasitidsa proteazzal, melyekre a névényeket
fert6zo virusok kozott mindegyikre talalunk példat.

A kisérleteimben felhasznalt, illetve leirt fontosabb virusokat és azok kutatasaim és
eredményeim szempontjabol legfontosabb tulajdonsagait a 3.9 fejezetben ismeretetem. A
virusnevek helyesirdsakor magyar nevet akkor hasznaltam, ha ez konszenzuson alapulva
elfogadott. Ellenkezd esetben a virus elsd eléfordulasakor az angol nevet hasznaltam.

A viroidok a legkisebb ndvényeket fert6z6 genetikai agensek. Genomjuk kisméretii (250-
450nt) cirkularis, fehérjét nem kodolo, egyszalia RNS. A viroidok két csaladja a Pospiviroidae
(ide tartozik a sz616n szinte mindig megtalalhaté komlo torpiilés viroid (hop stunt viroid —
HSVd) és a sz616 sarga foltossag viroid (grapevine yellow speckle viroid — GYSVd) 1,2 és az
Avsuntoviroidae csalad: ide tartozik az 6szibarack latens mozaik viroid (peach latent viroid -
PLMVd) alapvetéen kiilonboznek egymastol. Elobbiek asszimmetrikus rolling-circle
mechanizmussal sokszorozodnak a sejtmagban, mig utdbbiak replikacidja a plasztiszban,
szimmetrikus rolling-circle mechanizmussal torténik, melyet a viroid erés masodlagos
szerkezete miatt kialakuld6 hammerhead ribozim katalizal (Flores et al., 2006). llyen
masodlagos szerkezet csupdn a nukleinsav szekvencia alapjan bioinformatikai modszerekkel is
elére jelezhetd (Wu et al., 2012). Zhang és munkatarsai ilyen bioinformatikai modszerekkel
azonositottak tobb lehetséges viroidot SRNS HTS eredményekelemzésekor (Zhang et al.,
2014). A viroidok, a virusokhoz hasonloan, indukaljak a gazdandvény védekezd rendszerét,
jelenlétiik egyiitt jar a szekvenciajukkal megegyez6 SRNS-ek felhalmozodasaval (Navarro et
al., 2009).

3.4 A noveny védekezeésireakcioja a virusfertozésekkel szemben — RNS

interferencia

Virusfertézés soran aktivalodik a gazdandvény hatékony, szekvenciaspecifikus, RNS
alapu védekezési rendszere, az RNSi (Ding, 2007, Herr & Baulcombe, 2004). A folyamat
lényege, hogy a novényeket fert6z0 virusok (barmilyen genommal rendelkeznek is) és viroidok
replikacioja soran dSRNS keletkezik (Huang et al., 2016). A dsRNS-eket a novény egy
ribonukleaz (ribonuclease - RN-az) aktivitassal rendelkezé enzime, a DICER, felismeri és
rovid, kis interferalo (small interfering — si) RNS-ekké darabolja. A keletkezé SIRNS-ek egyik
szala beéplil az RNS indukalt géncsendesitési komplexbe (RNA induced silencing complex —
RISC). Az igy ,,tolt6tt” RISC a novényi sejtet pasztazva megtalal minden olyan RNS-t, ami
szekvencia komplementaritast mutat a beépiilt SRNS-sel. Mivel ebben az esetben az SRNS a
virusrol keletkezett, a RISC minden virdlis RNS-t megtalal, és blokkolja kifjezddését, altaldban
ugy, hogy elhasitja az RNS-t, vagy gatolja transzlacios kifejezodését (1. abra).
Mivel a virusfert6zott novényben mindig jelen vannak a virus szekvencidjaval megegyezd
SIRNS-¢ek, ezek szekvencidjanak meghatarozasa diagnosztikai modszerként is felhasznalhato
(Pooggin, 2018). A rendszer igen specifikus és nagyon hatékony: ha nem gatolna semmi az
aktivitasat, a virusok szaporodasat ¢és terjedését a novények kontroll alatt tarthatnak. Sajnos
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azonban a virusok képesek ezt a folyamatot kiilonb6zd pontokon géatolni. Tulélésiik érdekében
az evolucid soran kiillonb6z6 VSR-eket evolvaltak. A VSR-ek az antiviralis RNSi folyamatat
kiilonboz6 pontokon képesek gatolni (Burgyan & Havelda, 2011, Csorba et al., 2015). Az egyik
legismertebb VSR, a CymRSV p19 fehérjéje, dimerként tudja kotni a 2 Int hossza SIRNS-eket.
Mivel megkoti a siRNS-eket, azok nem tudnak beépiilni a RISC-be, ennélkiil pedig a komplex
nem tudja felismerni a virus RNS-eket, azok szabadon terjedhetnek. A VSR nélkiili mutans
virus fertdzésekor a novény fel tudja venni a harcot a fertézéssel, a novény kigyogyul a
fert6zésbol. A masik ilyen igen sok szempontbdl jellemzett VSR az uborkamozaik virus
(cucumber mosaic virus — CMV) 2b fehérjéje, ami nemcsak egy, hanem t6bb ponton is gatolja
a folyamatot (Nemes et al., 2014, Zhang et al., 2006). A kiilonb6z6 viruscsaladokba tartozo
virusok a VSR-ek egész sorat képesek kifejezni, sokszor az eredeti virusfunkciokkal (replikaz,
kopenyfehérje) egyidejiileg (Csorba et al., 2015).

1. abra A virusfertézéskor indukalodé antiviralis RNSi és az endogén miRNS utvonal sematikus
attekintése.

A novényi sejtekben kiilonb6zé DICER enzimek vannak jelen, melyek egyes specifikus
RNSi Gtvonalakra specializalodtak (Brodersen & Voinnet, 2006). Az RNS darabolasat a dsSRNS
végéhez kotédve végzik. A keletkezé SIRNS duplex mérete attdl fligg, hogy a keletkezését
katalizal6 DICER-ben (dicer like - DCL) az RNaz domének tavolsaga mekkora az RNS 3’ véget
koté doménjéhez viszonyitva. A novényi gazdak koziil az A. thaliana DCL-ei a legjobban
jellemzettek (négyet kiilonboztetiink meg): a DCL1 és a DCL4 21, a DCL2 22nt , a DCL3 24nt
méretii darabot vag a templatjabol (Vaucheret, 2006). A tobbi névényben is ezen DCL-ekhez
val6 hasonlosag alapjan irtak le és annotaltak a kiillonb6z6 DCL enzimeket. A DCL-ek nemcsak
kiilonb6zé méretii SRNS duplexet generalnak, hanem a kiilonb6z6 RNSi folyamatokban
vesznek részt. A DCL1 az endogén mikro RNS (micro — miRNS) alapt szabalyzasban, a DCL2
¢s DCL4 az antiviralis RNAi-ben, mig a DCL3 az RNSI alapi metilacios szabalyozasi
folyamatokban vesz részt (Vaucheret, 2006).
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A RISC végrehajté komplex legfontosabb molekulaja az ARGONAUTE (AGO) fehérje
(Mallory & Vaucheret, 2010), melybdl szintén tobb, A. thalianaban 10, talalhato, és szintén
specializalddtak a kiilonb6z6 RNSi ttvonalakra.

Az RNSi ifolyamatok nemcsak az invaziv nukleinsavakkal szemben nyujtanak védelmet,
hanem alapvetden fontosak a névények endogén szabalyozasi folyamataiban is (Yu et al.,
2017). Ebben az esetben a miRNS duplexek (ez esetben miRNS:miRNS* duplex), a genomban
kodolt, RNS-s¢ atir6do ¢és erds masodlagos szerkezettel rendelkez6 miRNS prkurzorokrol
keletkeznek els6sorban a DCL1 aktivitasanak eredményeképpen (1. abra). A duplexbdl az érett
miRNS ¢épiill be a RISC f6 fehérjéjébe, jellemzéen az az AGO1l-be, és szekvencia
komplementarits alapjan regulalja az endogén célmolekuldkat. A miRNS* szall eliminalodik.
Az miRNS alapu szabalyozas az evolucié soran folyamatosan fejlédott (Cui et al., 2017) és a
génexpresszio szabalyozasaban a transzkripcios faktorokkal azonos nagysagrendben vesz részt,
alapvet6 fontossagt a fejlédésbiologiai jelenségekben és a stress valaszokban (Yu et al., 2017).
Nagyon sok esetben a transzkripcids faktorok maguk is miRNS szabalyozas altal regulaltak. A
HTS platformok egyre tobb és tobb ilyen reguldldé miRNS-rdl adnak szdmot, adatbazisuk, a
miRBase (http://www.mirbase.org/) folyamatosan béviil. A virusfert6zott novény SRNS-einek
szekvenalasa sordn tehat nemcsak a viralis SIRNS-ekrol szerezhetiink tudomast, hanem azt is
felderithetjiik, hogy a virusfertdzés mely miRNS-ek kifejez6désére — és igy milyen
célmolekulak expresszidjara van hatassal (Weiberg et al., 2014).

3.5 Avirusfert6zés hatasa a novényi gazda génexpresszidjara

A virusfertdzott novények génexpresszios valtozasait vizsgald kutatdsok éltaldban a
fert6zés korai szakaszat vizsgaljak, azt a pontot, amikor a virus belép a gazdasejtbe. E korai
ponton a gazda virusellenes mechanizmusai aktivalodnak és a virusfertdzés sorsa is eldol. Ha a
novény nem gazdaja a virusnak, a virus nem tud replikalodni. Ha a ndvény gazdéja a virusnak,
a fert6zott sejtben replikdlodni tud, de a hatékony virusellenes rezisztencia folyamatoknak
koszonhetden a fert6zés tovabbra is a fertdzott sejtre korlatozodik €s a virus mozgasa gatolt
(Calil & Fontes, 2017, Paudel & Sanfagon, 2018). Ha a novényi gazda fogékony a virus
fertdzésére, a virus atjut ezen az akadalyon és a fertdzés kovetkezd szakaszaba 1ép, amikor
végiil nemcsak sejtrdl sejtre, hanem nagyobb tavolsagokra is eljut és kolonizélja az egész
novényt. E folyamatok soran mas védekez6 folyamatok is, mint az RNSI, aktivalédnak
(Baulcombe, 2004). A virusok ugyanakkor ezeket a folyamatokat is képesek gatolni a
genomjukban kodolt VSR-ek segitségével, és igy nagyobb koncentracioban képesek
felhalmozddni a novényekben (Csorba et al., 2007). Az RNSi alapt molekularis
mechanizmusok ¢€s a betegségek kialakitdsdban betdltott szerepilikrdl részletes informacioink
vannak (Wang et al., 2012), ugyanakkor a fertézés késobbi szakaszaban bekovetkezett
génexpresszios valtozasok még nem teljes mértékben jellemzettek. Mara, egyre tobb az ismert
genommal rendelkezd gazdandvény és a génexpresszidos valtozdsok jellemzésére nagy-
ateresztd képességli, a genom egészének expresszids valtozasanak leirdsara alkalmas,
modszerek (microarray és mMRNS szekvenalas) allnak rendelkezésre. Igy egyre tobb és tobb
leiras latott napvilagot, melyekben egy adott gazdaban, adott virus fertézésére bekdvetkezo, a
virusfert6zés soran kialakult tlinetek hatterében all6 molekularis folyamatokat jellemezték
(Catoni et al., 2009, Allie & Rey, 2013, Yang et al., 2013, Yang et al., 2014, Choi et al., 2015,
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Fan et al., 2015, Kaur et al., 2015, Liu et al., 2015, Chen et al., 2016, Gomez-Aix et al., 2016,
Sun et al., 2016, Conti et al., 2017).

A virusfertézés soran a virus megvaltoztatja a gazdandvény anyagcseréjét, egyrészt, hogy
replikélja sajat genomjat, masrészt, hogy sejtrdl sejtre tudjon vandorolni a névényben. Az adott
virus fertézésére a fogékony gazda lehet érzékeny vagy tolerans. Erzékeny gazdaban a fertézés
altalaban akut: a virus igen nagy mennyiségben halmozodik fel és fontos haztartasi gének
gatlasat (shut-off) okozhatja (Aranda & Maule, 1998). Ennck eredbjeként sulyos betegség
tiinetek jelennek meg, ami akar révid idében belill a gazdandvény pusztulasat is okozhatja.
Tolerans gazdaban ezzel szemben a fert6zés perzisztenssé valik: annak ellenére, hogy ugyan a
virus itt is nagy mennyiségben halmozddik fel, nincsenek lathato vagy stlyos betegség tiinetek,
¢s a novény tuléli a fertézést.

Korabbi kisérleteinkben azt figyeltiik meg, hogy néhany virus-gazda kapcsolatban a fontos
haztartasi gének expresszidjanak csokkenése akar hosszabb ideig is jelen van, az tigynevezett
shut-off jelenség hetekig fennallhat (Havelda et al., 2008). In vitro run on transzkripcios
kisérleteink azt is megmutattdk, hogy a shut-off a sejtmagban, transzkripcios szinten fejezddik
ki (Havelda et al., 2008). Leirtuk, hogy a CymRSV ¢és a keresztesviraguakat fert6zo
dohanymozaik virus (crucifer infecting tobamovirus - crTMV) stlyos tiineteket okoz N.
benthamiana névényen, ami a gazda pusztulasat okozza. A PVX intenziv klordzist okoz
Solanum lycopersicum gazdan, de sosem torténik nekrozis és a novény taléli a fertézést. Ezek
a fertézések igen gyors lefolyastak, mikozben a példaul a ribuldz-1,5-biszfoszfat
karboxilaz/oxigenaz (Rubisco) és a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz (Gapdh) mRNS-
einek expressziodja jelentés mértékben csokken, ami az akut fert6zése jelemz6 génexpresszios
valtozas. Ezzel ellentétben a tarlorépa godrosodés virussal (turnip crincle virus -TCV) fert6zott
N. benthamiana és a TMV Ul torzsével fertdzott S. lycopersicum csupan enyhe tiineteket és
gyenge klorozist mutat és sem a Rubisco, sem a Gapdh szintje nem csokken, ami a perzisztens
fertézéseket jellemzi (Havelda et al., 2008).

3.6 Avirusok, mint vektorok felhasznalasa a biotechnologiaban,

funkcionalis genomikaban

A virusok biotechnologiai felhasznalasa mara egy j iparagat alapozott meg. Ennek
lényege az, hogy mivel a ndvényi virusok igen nagymértékben képesek idegen géneket
kifejezni rekombindns ,,gyarként” hasznalhatéak fehérje termelésre. Legtobbszor a
kopenyfehérje feliiletén expresszaltatjak a termelni kivant antigént, fehérjét, ami nemcsak nagy
mennyiségben torténik, hanem a bakterialisan termelt fehérjékkel szemben, megfelelé6 mdédon
tartalmazza a mikodésben igen fontos poszttranszlaciés modositasokat is (Peyret &
Lomonossoff, 2015).

A virusok azonban replikacidjuk sordn indukéljak a novényi gazda védekezd folyamatait
is. Ezt a jelenséget hasznaljdk fel a funkcionélis genomikdban, amikor a ndvényi gének
funkciojanak megallapitasahoz hivjak a virusokat segitségiil. A virus indukalt RNSi (virus
induced gene silencing - VIGS) soran a gazda endogén génjét, vagy annak egy darabjat épitik
rekombinans virusokba (Baulcombe, 1999). igy a VIGS vektorral valé fertézés soran a gazda
siRNS alapt RNSi folyamatai nemcsak a virus, hanem az endogen gén ellen is indukalddnak
(Baulcombe, 1999). A fert6zott névényben igy nemcsak a fert6zé virus mRNS-e, hanem a
beépitett génnel homoldgiat mutatd endogén gén mRNS-e is lebomlik. A VIGS vektorral
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fert6zott novényen a gén hidnyara jellemzd fenotipus jelenik meg, igy ez a moddszer jol
hasznalhato gének funkcidjanak megallapitasara (2. abra).

A VIGS, més gének funkciojanak megallapitasara alkalmas modszerrel 6sszehasonlitva,
szamos eldénnyel rendelkezik. Gyors, mert a gazdandvény stabil transzformaldsa nem
sziikséges. Olyan gének funkcidja is vizsgalhato, melyek letalisak, mert a kisérletek sordn mar
kifejlett ndvényeket fertdziink. Ilyenkor a letalis gén funkcidjara a novények pusztulasabol
tudunk kovetkeztetni. A VIGS rendszerek kidolgozasaban a legnagyobb kihivas a megfeleld,
vektorkészitésre alkalmas virus megtalalasa. Egy VIGS vektor készitésre alkalmas virusnak
hatékonyan kell fertéznie a gazdandvényt, de gy, hogy minél kisebb mértékben okozzon
tiineteket, mivel ezek megzavarnak a kisérletek kiértékelését.

4 e

Virus genom + a gazdagén egy darabja gazda endogén gén

mechanikai fer‘I‘éSzés

replikdcié

.kis" RNS-ek jelennek meg

Virus RNS és az enlogén gén mRNA szekvenciaspecifikus lebontdsa

funkcidvesztett mutdns fenotipus (fenokopia)

2.abra A virus indukalt RNSi mechanizmusa.

VIGS vektort igen sokféle novényre fejlesztettek. A legismertebb tobamovirus, a TMV
volt az egyik legelsé virus, melybdl virusvektort alakitottak ki (Dawson et al., 1989). A CP
szubgenomikus RNS-ének promoterének megduplazasaval késziilt vektor replikalodott és a
klonozott gén nagy mennyiségben expresszalodott. Gyakran tortént meg azonban, hogy a
duplikalt prométer a virus replikacidja soran kirekombinalodott (Dawson et al., 1989). Ennek
elkeriilésére az ujabb tobamovirus vektorokban a prométer duplikdciojahoz egy rokon virus
ezek a vektorok hatékonyan tudtdk csendesiteni az endogén fitoen deszaturaz (phytoen
desaturase - PDS-t) gént N. benthamiana-ban (Kumagai et al., 1995).

A legelterjedtebb, a funkcionalis genomikéaban legtobbet hasznalt vektorok a N. benthamiandt
¢és a S. lycopersicumot fertézik. Koztik is a legelterjedtebb a dohany zorgbleveliiség virus
(tobacco rattle virus -, TRV) alapt VIGS vektor (Ratcliff et al., 2001). Ennek vitathatatlan
elénye, hogy ugyan két genommal rendelkezik, a fejlesztés végterméke egy a két genomot
kiilon-kiilon kodold bindris vektor. Ezek koziil csupan az egyiket kell rekombinans
technikdkkal valtoztatni (ebbe kell klénozni annak a génnek egy darabjat, melyet vizsgalni
szeretnénk), mig a masik, a replikazt kodolo, plazmidként fenntarthato. A két binaris vektort
kiilon-kiilon Agrobacterium tumefaciensbe transzformalva a felnétt baktérium szuszpenzidkat
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Osszekeverve lehet a gazdandvény levelébe infiltralni. A virus a tranziens expressziot kovetden
szisztemizalodik, igy a vizsgalt gén hianya az egész novényen megfigyelheté. A TRV tovabbi
elénye, hogy igen enyhe tiineteket okoz és a merisztémaba is képes bejutni. Mivel a TRV az A.
thalianat is képes fertdzni eredetileg e novény VIGS vektoranak fejlesztették. Mivel azonban a
fert6zések ismételhetésége a TRV - Arabidposis rendszerben nem volt tokéletes végiil ezen a
gazdan val6 felhasznaldsa nem terjedt el.

3.7 Anovényivirusdiagnosztikai fontossaga a fasszaru, vegetativan

szaporitott novények esetében

Fésszaru ndvényeink iltetvényeit hosszu tavra, évtizedekre tervezziik. Az iltetvények
ekozben folyamatos fertézésveszélynek vannak kitéve, igen sokféle korokozd képes oket
megbetegiteni. A baktériumok és a gombak fertdzése legtobbszor gyorsan megjelend, latvanyos
tiineteket okoz, de elleniik, azonositasuk utdn megfeleld novényvédelemmel altaldban
hatékonyan védekezhetiink. A névényt virusok is megbetegithetik, egyszerre akar tobb is, de a
fert6zés sokszor évekig rejtve marad. Szélsdséges iddjaras, vagy mas korokozokkal vald
fertdzés viszont legyengitheti a ndvény immunrendszerét és ekkor kialakulhatnak a
virusfertézésre jellemzd tiinetek, ami termésveszteséget, a novény leromlasat és akar
pusztulasat jelentheti, igy igen komoly gazdasagi karokat okoznak a mez6gazdasagban szerte a
vilagon.

A fasszaru novényeket, sz616t, gyiimdlesfakat igen sok virus €s viroid képes megfertdzni.
Ezen kérokozok orokitd anyaganak mérete igen tdg hatarok kozott mozog. A legnagyobb
virusok genomja akar 20 ezer nukleotid is lehet, mig a legkisebb viroid csupan 150 nukleotid
hosszu. A fertdzés soran ezek a korokozok szaporodasuk érdekében megvaltoztatjdk a
gazdandvény anyagcsere-folyamatait, ennek eredménye lesz a novényeken megjelend tiinet
egylittes. A virusfertézések elleni védekezés a terjesztd vektorok elleni ndvényvédelemre €s az
egeészséges, virusmentes szaporitdanyag hasznalatara korlatozodik. A sz616t, gyiimolcsfakat a
fajtatulajdonsagok fenntartasa miatt vegetativan szaporitjuk. Igy, ha az anyatd virussal
fert6zott, nemcsak a fajtat, hanem a virust is terjesztjiik (3. abra).

3. abra A virusok terjedés a vegetativan szaporitott novények esetében. Vegetativan szaporitott
novényeink esetében fokozottan kell igyelniink arra, hogy a szaporitéoanyag forrasaul szolgalé anyafa
virusmentes legyen. Ellenkez6 esetben a kedvez6 fajtatulajdonsagok mellett az anyandvényben
jelenlevo virusokat is terjesztjik.
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Mivel egyre nd a vegetativan szaporitott ndvények szdma és az intenziv szaporitdbanyag
kereskedelem is globalizalodik, tovabb né a virusos megbetegedések terjedésének veszélye. A
megeldzés kulcsa a virusmentes szaporitdanyag hasznalata. A kérdés csupan az, hogy honnan
tudjuk, hogy a szaporitdanyag valoban virusmentes-e?

3.8 A novényi virusok kimutatasara alkalmas diagnosztikai modszerek

A hagyomanyos virusdiagnosztika soran a tesztelendd anyatordl, vagy fertézésre utalo
tiineteket mutatd tékékbol nyert mintakban vizsgaljuk, hogy egy kérdéses kérokozd vajon jelen
van-e a novényben. A molekularis vizsgalatokat legtobbszor ELISA tesztekkel végzik, amihez
sziikség van egy olyan ellenanyagra, ami a virus valamelyik (legtobbszor kopeny) fehérjéjét
felismeri. Az ELISA-nal érzékenyebb kimutatast lehetdvé tevé polimeraz lancreakcion
(polymerase chain reaction - PCR-en) alapul6é technikakhoz pedig ismerniink kell a virus
orokitéanyaganak nukleotid sorrendjét (legalabb egy rovidebb szakaszon), hogy ezekre
specifikus inditdszekvenciakat tervezhessiink. A két modszer tehat kozos abban, hogy csak
olyan kérokozo kimutatdsara alkalmas, melyet ismeriink és feltételezziik jelenlétét az adott
novényen. A hatdsag éppen ezért az anyatdveket egy masik modszerrel, bioteszttel is teszteli,
mely elvileg alkalmas a novényben jelenlevd Osszes virus kimutatdsara. Ehhez a tesztelend6
tokérol lagyszara és fasszart indikatorndvényekre oltanak, majd figyelik a tiinetek kialakulasat,
ami fasszaruak esetében évekig is eltart.

E hagyomanyos virusdiagnosztikai modszerekhez képest teljesen 1j megkozelitési modot
jelent a HTS, mely alkalmas 1j virusok azonositasara is (Al Rwahnih et al., 2009). A kapott
adatok alapjan arra is lehetdség nyilt, hogy egy iiltetvényben vagy szaporitdanyagban jelenlevd
Osszes virus és viroid (virom) szekvenciajat megallapitsuk (Coetzee et al., 2010). A kiilonb6z6
kiindulasi anyagok (DNS, RNS, dsRNS, sRNS, virus associated nucleic acid — VANA) HTS-
én alapulo virusdiagnosztika, szamos 0j sz616virus azonositasahoz vezetett (Martelli, 2014).

A dsRNS, sRNS tisztitas és VANA izolalasok SOk munkat és nagy hozzaértést

igényelnek, igy bar a HTS egyre olcsobb, az ezen alapuld diagnosztikai még mindig viszonylag
draga eljaras. Mig a DNS, RNS, dsRNS és VANA HTS-nél magat a virus orokitdanyagat
mutatjuk ki, az SRNS HTS esetében a virus RNS helyett, a virus ellen, a ndvény védekezd
rendszere altal termelt SRNS-ek szekvenciajat hatarozzuk meg.
Ahogy azt mar a 3.3 fejezetben bemutattam, a virusfertdzés sordn a ndvény RNSi alapt
védekezdérendszere olyan specifikus reakciokat indit, melynek eredményeképpen a névény a
fert6zo virust lebontja. A lebontés specifitasat a virus szekvenciajaval megegyezo szekvenciaju
21-24 nukleotid hosszusagu SIRNS-ek adjak. Virussal vagy viroiddal fert6zott novényben tehat
jelen vannak a korokozo szekvenciajaval megegyez6 SRNS-ek, melyek nukleinsav sorrendje
HTS-sel meghatarozhat6 (Navarro et al., 2009, Pantaleo et al., 2010), igy a jelen 1év6 virusok
bioinformatikai elemzésekkel azonosithatdak, még akkor is, ha eddig teljesen ismeretlenek
voltak (Wu et al., 2012, Giampetruzzi et al., 2012). Mivel az SRNS-ek nukleinsav sorrendje
megegyezik a mintankban talalhato virus varians nukleinsav sorrendjével, feltérképezhetoek
azok a poziciok is, ahol variansuk szekvencia eltérést mutat a referenciagenomhoz képest. Ez
az informécid pedig segithet minket abban, hogy a mintdinkban jelenlevé variansokra
specifikusabb, ezért kimutatasuknal megbizhatobban hasznalhato primereket tervezziink a rutin
tesztek szamara.
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3.9 A kutatasaimban szerepl6 virusok

Kutatdsaim alanyai virusok. Munkam soran igen sok, a diagnosztikai felmérések miatt
pedig egyre tobb, virus keriilt a 1atokorombe. Mivel munkam célja nem egy-egy virus részletes
jellemzése volt, ebben a fejezetben csak néhany olyan virusrdl foglaltam 6ssze a legfontosabb
tudnivaldkat, melyek ismerete a kutatdsok megértéséhez segitséget nyujt.

3.9.1 Lagyszaru kétszik(eket fert6z0 virusok

3.9.1.1  Tombusvirusok

Az RNSIi kutatasink soran leggyakrabban hasznalt virusok, a CymRSV ¢és a szegfii olasz
gylrtisfoltossag virus (carnation Italian ringspot virus — CIRV), tombusvirusok. A
tombusvirusok pozitiv szalu, osztatlan genomi RNS-e kb. 4700 bazis hossza, 6t nyitott
leolvasasi keretet (open reading frame — ORF) kodol. Az ORF4-gyel kereteltolodassal kodolt
ORF5-nek szerepe van a nekrotikus tiinetek kialakulasaban (Dalmay et al., 1993), de funkcioja
nagyon sokaig talany volt. Az RNSi kutatasok soran deriilt ki, hogy ez a 19kDa fehérje a virus
VSR-e (Voinnet et al., 1999) (4.4bra).

ORF 5

ORF 1 ORF 2 ORF 3
——4:!-— 4,7 kb
UAG ORF 4
33 kDa 92 kDa

=G 4,7kb — g w=
41 kDa
- — —s5g] 2,1 kb — | =
22 kDa

19 kDa ]_582 0.9kb — |- &

4. abra Egy tipikus tombusvirus, a CymRSV genomszervezédése. (Havelda Zoltan doktori
értekezése alapjan)

Szintén tombusvirus, a TCV, genomszervezddés kissé eltér a tipikus tombusvirusoktol.
A legnagyobb kiilonbség az, hogy az RNSit gatldé funkcidt esetében a p38-as kopenyfehérje
tolti be (Thomas et al., 2003).

3.9.1.2 Tobamovirusok

A tobamovirusok nemzetség névadoja, a virologia legjobban tanulmanyozott virusa, a
TMV. A tobamovirusok genomja kb 6400-6500nt hosszu, négy ORF-et kédol, 5° végén CAP
védi az exonukleazoktél mig a 3° vége tRNS-hez hasonld, erds mdasodlagos szerkezettel
rendelkezik. Az ORF1 és ORF2 kddolja a replikazt. A hosszabb forma kifejezédése egy read-
through stop kodonnak kdszonhetd. A replikaz egyben a virus VRS fehérjéje is (Csorba et al.,
2007). A mozgasi fehérje (ORF3) és a kopenyfehérje (ORF4) szubgenomikus RNS-ekrél
irddnak at (5. abra).
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5. dabra A Tobamovirusok genomszervezodése.

A TMV-bdl elsoként épitettek idegen gént kifejezni képes vektort. Ma mar egész
biotechnologiai ipar épiil a TMV-ben expresszalt fehérjék termelésére (Magnicon technologia)
(Peyret & Lomonossoff, 2015). A TMV egy specialis variansa (crTMV) képes a
keresztesviraguakat is, igy az Arabidopsist is fertézni. A sunnhemp mosaic virus (SHMV)
pozitiv, egyszala tobamovirus, genomja 6483nt hosszu. Az SHMV egy kiilonleges
tobamovirus, mivel minden ORF-je atfed. Egy fehérjét kodold szakasz egyben egy
szubgenomikus promoter része is, igy nagyon nehéz klonozo helyet is tartalmazo vektort épiteni
beldle (Shivprasad et al., 1999). Bar régota ismert, hogy az SHMV pillangosokat is képes
fertdzni, gazdakorét részletesen nem jellemezték.

3.9.1.3 Potexvirusok

A Flexyviridae csalad Potexvirus nemzetségének névado tagja a PVX. Genomja pozitiv
egyszala, 5835 nukleotidbol al16 RNS. A teljes hosszusagi genomi RNS-16l a replikéaz és harom
kisebb fehérje (triple gene block) transzlalodik, melyek a virus sejtrél-sejtre valo terjedésében
jatszanak szerepet. A kopenyfehérje egy szubgenomikus RNS-rdl transzlalodik. A PV X-en
alapuld VIGS vektort Ruiz és munkatarsai dolgoztak ki 1998-ban a PDS gén funkcidjanak
vizsgalatara N. benthamiana- (Ruiz et al., 1998) (6.4bra).

Alphaflexiviridae (csaldad)

Potexvirus (genus): PVX

Potato virus X genome

. RdRp. |___[1Ge3]
? GBI | . P
l TGB3
RE e T i A
Genomic RNA
TGB1 | A
._[7Ge2]
B ™ annanAAAY
Subgenomic RNAs TGB3 )
< (Source: ViralZone:www.expasy.org/viralzone,
- hai SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

6. abra A Potexvirusok genomszervezodése.
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3.9.1.4 Tobravirusok

A TRV a tobravirus nemzetség legismertebb képviseldje. A TRV pozitiv szala RNS
genomja kétosztati. Az RNS1 6791nt, az RNS2 1905nt hosszu. Az RNS1 kodolja a genomi
RNS-rdl keletkez6 replikazt és a mozgasi fehérjét. Az RNS2 a 25kDa-os kopenyfehérje és a
szubgenomikus RNS-r6l keletkez6 két, nem strukturalis fehérje kifejezOdéséért felelés (7.
abra).

RNA-1

Virgaviridae (csalad)

RNA-2 ° 8 CP
Tobravirus (genus): TRV
RNA-1 RNA-2
ORF1
e Lsmall subunit | ORF1bis ; e CEN | 2b
e l Ma]ib %3 L 2
[ RdRe l 5@ —P—“’—_t 3
4 — ., .
s@—LME 3 2 P32 2
subgenomic RNASS‘ - ﬁ ; §

(Source: ViralZone:www.expasy.org/viralzone,
SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

7. abra A TRV genomszervezédése.

Az RNSI képes replikalodni és szisztemikusan terjedni az RNS2 nélkiil. A TRV alapt
VIGS vektor a legelterjedtebb VIGS vektor. Fertdzi az Arabidopsist is és a virus az 0szt6do
szovetekbe is képes bejutni, igy a generativ szervekben, hajtascsticsban expresszal6dod gének
funkcioja is vizsgalhato hasznalataval. A vektort Ratcliff és munkatérsai (2001) fejlesztették ki
(Ratcliff et al., 2001). A genom két RNS-ét nagy expressziot biztositdo (CaMV 35S) promoter
moge €s a nopalin szintdz terminator elé, binaris (baktérium és névényi gazdaban is mikodo)
vektorba klonoztak, a nem strukturalis géneket helyettesitették egy multiklonozo hellyel, ami
lehetové tette a vizsgélni kivant gén egy szakaszdnak a beépitését. A T-DNS kazettakat
Agrobaktériumban kifejezve, agroinfiltralasra alkalmas rendszert allitottak eld, ami lényegesen
megkonnyitette a ndvények fertdzeését.

3.9.2 Lagyszaru egyszikleket fert6z4 virusok

A hordeovirus nemzetség tagja az arpa csikos mozaik virus (barley stripe mosaic virus -
BSMV). A BSMV pozitiv szala RNS-el rendelkezik. A genomja haromosztatu (a, B, y),
genomja 7 fehérjét kodol. A BSMV cDNS klonjainak hozzaférhetdsége, a mechanikai iton valo
atvihetésége ¢s a széles gazdandvény kore alkalmassd tette VIGS vektor fejlesztésére az
egyszikiieckben (Holzberg et al., 2002), amihez a virus y RNS-ébe épitettek egy klonozod
kazettat.
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3.9.3 Sz06I6t fertdzd virusok

A sz0616t igen sok, akar 80 virus és hét viroid képes fertézni (Martelli, 2014). Pontos
szamukat elég nehéz meghatarozni, hiszen a korszerti szekvenalési technikaknak kdszonhetden
egyre tobb szO16t fert6zd virust irnak le. A virusok nagy része a sz0l6n megjelend tiineteik
alapjan négy f6 betegség komplexhez kothetd: (1) szdlé fert6zd virusos leromlds, (2)
levélsodrodas tiinetcsoport, (3) faszoveti bardzdaltsag és a (4) latens foltossag tiinetcsoport. A
sz016t fertézni képes virusok legnagyobb része pozitiv, egyszali RNS genommal rendelkezik.
A szOl6virusok kutatdsa teriiletén Lehoczky Janos és munkatarsai kezdtek vizsgalatokat a 60-
as ¢években, hazdnkban. Ezek a kutatasok foként a korokozok jellemzésére, életmodjuk
megismerésére, kimutatasukra, valamint a fert6zott tokék kisziirésére szolgaldo rendszer
kidolgozasra iranyultak. Ezen munkanak kdszonhetéen Magyarorszagon kotelezévé valtak a
sz6l0 viroldgiai ellendrzések a szaporitdanyag eldallitas soran. Az ellendrzések a 87/2006.
(XI1.28.) FVM rendelet eldirdsainak megfelelden torténnek. Az aldbbiakban csak a
legfontosabb szOl6t fert6zd virusok az értekezés szempontjabdl fontos tulajdonségait,
jellemzdit, és magyar vonatkozasait targyalom.

3.9.3.1 Sz0l6t fert6z6 nepovirusok
A nepovirusok genomja két, pozitiv egyszalt RNS-t (RNS1, RNS2) tartalmaz, vektoraik
nematodak, errél kaptak a neviiket (8. abra).

GFLV, ArMV, GCMV, TBRV
RNA-1 (7.5kb)
@ P1A] Hel VPglRPORPOL | ..
RNA-2 (3.9kb)
& R ...

(Source: ViralZone:www.expasy.org/viralzone,
SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

8. abra A Nepovirusok genomszervezddése.

Mivel nagyon kozeli rokonsagba tartoznak, ha egy toke tobb rokon virussal fertdzott
konnyen alakul ki rekombinacié kozottik (Vigne et al., 2008). A legfontosabb képviseldik: a
sz016 fert6z6 leromlas (grapevine fanleaf virus — GFLV) (Martelli, 1965, Martelli & Lehoczky,
1968) ¢és az Arabisz mozaik virus (Arabis mosaic virus — ArMV). A szintén ide tartozo sz616
krom mozaik virust (grapevine chrome mosaic virus, - GCMV) — eredetileg Hungarian chrome
mosaic virus — a vilagon elsoként a Balaton-felvidéken detektaltak (Martelli, 1965). A
paradicsom fekete gytiris virus fertdzése esetén gatolt a tokék fejlédése, a leveleken klorotikus
tiinetek jelenhetnek meg (Lehoczky, 1986).
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3.9.3.2 Levélsordodas virusok

A szoloféléket érintd betegségek koziil a sz616-levélsodrodas betegség (grapevine leafroll
disease - GLD) vilagszerte okoz gazdasagilag is igen jelent6s kart (Naidu et al., 2014). A
levélsodrodas virusok tagjai a szolé levélsordddas asszocidlt virusok (grapevine leafroll
associated virus — GLRaV), a Closteroviridae csaladon beliil az Ampelovirus (GLRaV-1, -3, -
4), a Closterovirus (GLRaV-2), és a Velarivirus (GLRaV-7) nemzetségbe sorolhatoak. Igen
hosszu (akar 18kB hosszl) pozitiv egyszali RNS genomjuk van, replikazuk a legmegbizhatobb
hibajavitd6 mechanizmussal rendelkez6 RARp (9. abra).

Closteroviridae (csalad): GLRV1,2,3,4,5,7

P& p21 P20 7
s | ORFla I || MP Hsp70h 3¢
orfib] | | P55 ]
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1 ORFlab D

Genomic RNA

(Source: ViralZone:www.expasy.org/viralzone,
SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

9. dbra A Closterovirusok genomszervezédése.

A viralis fehérjéken kiviil egy, vagy két, ndovényi génnel rokonsdgot mutaté hdésokk
fehérjét is kodolnak. Hazankban a GLRaV-1 és -3 virusok terjedtek el (Cseh et al., 2013), és
okoznak karokat, igy jelenlétiiket a szaporitdoanyagban kotelezd vizsgalni.

3.9.3.3 Vitivirusok

A vitivirusok pozitiv egyszali RNS genommal rendelkeznek, ami 4ltalanosan 5 ORF-et
kodol. A nemzetség legrégebben leirt tagjai: a sz616 virus (grapevine virus — GV) GVA, GVB
¢s a GVD virusok a faszoveti barazdaltsag €s a parakérgliség tlinet egyiittes kialakitasadban
fontosak (10. abra).

Betaflexiviridae (csalad), Vitivirus (genus) Foveavirus (csaldad) GRSPaV
GVA, GVB, GVD, GVE, GVF, GVT | - e ,
= -

" RdRp ] [ wme RBP | 3 l
l 20k | CP N RdRp R
Genomic RNA . .
5~ L manaaasiazy 3 S’%w 3
Genomic RNA . [0k I Putative
$ AN 3 Subgenomic RNAs _ "
) N L E—— 2
Putative
Subgenomic RNAs 5 RBP| | awsia 3
<P (Source: ViralZone:www.expasy.org/viralzone,

SiB Swiss Institute of Bioinformatics)

10. abra A Vitivirusok és a GRSPaV genomszervezdédése.

Az utobbi idoében, molekularis technikdknak koOszonhetden, szamos 1) vitivirust
azonositottak: GVE (Al Rwahnih et al., 2012), GVF (Nakaune et al., 2008), GVI, GVG (Blouin
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et al., 2018) és GVT (Jo et al., 2017), de nem tudjuk pontosan, hogy vajon ezek a virusok
milyen mértékben jarulnak hozza a betegség komplex kialakulasdhoz. Szintén ebbe a csoportba
tartozik a legelterjedtebb és nagyon valtozatos genommal rendelkezd szO16 rupestris faszoveti
barazdaltsag virust (grapevine rupestris stem pitting associated virus - GRSPaV), aminek
el6fordulasat az oltassal atvihetd faszoveti barazdaltsag betegséggel hoztak osszefiiggésbe.

3.9.3.4 Tymovirusok

A tymovirusok legismertebb és legelterjedtebb képviseldje a szO6lo foltosodas virus
(grapevine fleck virus - GFkV), melyet hazankban (Lehoczky, 1981) irt le elészor. A
nemzettség tobbi tagjat sokkal késObb azonositottak: a grapevine redglobe virus (GRGV), a
grapevine asteroid mosaic-associated virus (GAMaV), a grapevine rupestris vein feathering
virus (GRVFV), melyek a GFkV virussal kozeli rokonsagban allnak, és egyiittesen alkotjak a
,»fleck-komplexet” (Martelli, 2014) (11. abra).

Tymoviridae (csalad):
Maculavirus (genus) GFkV Marafivirus (genus) GRGV, GRVFV, GaMaV, GSyV1
5 ORF1 polyprotein NG [ORFd ., so| ORF1 polyprotei [ | g
| ORF3 MP? l
? r Y 2 ? ? ?
: - \ RdRp l Mt Protease|  Hel RdRp ?
s, [NCONN [ORF4 ... 5 DGO ..,y

ORF3
Subgenomic RNA??
Subgenomic RNA(s?)
(Source: ViralZone:www.expasy.org/viralzone,
SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

11. 4bra A Tymovirusok genomszervezdédése.

Ugyancsak ebbe a nemzettségbe tartozik a Sz616 Syrah virusl (Grapevine Syrah virus-1,
GSyV-1), melyet 2009-ben dsRNS-ek nagy-ateresztokpességli szekvenalasaval és
hagyomanyos modszerekkel egy idében azonositottak (Al Rwahnih et al., 2009),
(Sabanadzovic et al., 2009) és azdta szamos eurdpai orszagbol jelentették eléfordulasat.

3.9.3.5 Sz0I6 Pinot gris virus

A sz616 Pinot gris virust (grapevine Pinot gris virus - GPGV) 2012-ben sRNS-ek HTS-
sel azonositottak Olaszorszagban (Giampetruzzi et al., 2012). A GPGV fert6zést a jellegzetes
levélfoltosodast és deformaciot okozo GLMD (Grapevine Leaf Mottling and Deformation)
betegséggel hoztdk Osszefiiggésbe, mely betegséget mar korabban, 2003-ban szintén
Olaszorszagban figyeltek meg. A GPGV genomja pozitiv egyszali RNS, ami harom ORF-et
kodol (12. abra).

A GPGV genetikai sokféleségét és a tiinetek kialakulasaval vald kapcsolatat
folyamatosan vizsgaljak. Az eredmények szerint a tlinetmentes sz6l6 mintabol szdrmazo
izolatum MP-t kodold szakasza 6 nukleotiddal hosszabb, mint a tlinetet okozd variansé
(Saldarelli et al., 2015), és ez a nukleotid polimorfizmus jatszhat szerepet a tlinetek
kialakulasaban.
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Betaflexiviridae (csalad), Trichovirus (genus)

Genomic RNA l

[T AlkB Pro Hel RdRp | Ay 3
5 MP w3
Putative 5 P Wy 3

Subgenomic RNAs

5

(Source: ViralZone:www.expasy.orgiviraizone,
SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

A GPGV virulens térzsének tipikus tinetei/
Csokaké /2017

12. abra A GPGYV genomszervezdodése €s egy jellemzo GPGYV tiinetet mutaté Pinot gris
toke képe.

A virust és/vagy az altala okozott betegséget a vildg szdmos orszagaban megtalaltak,
rendkiviil széles korben elterjedt. A virus, sz616n kiviil, természetes modon képes megfertézni
lagyszart novényeket is, eddig Silene latifolia subsp. Alba és Chenopodium album L (Gualandri

crevs

3.9.3.6 Sz0I6 vonalas mintazottsag virus

A sz016 vonalas mintdzottsag virust (grapevine line pattern virus - GLPV), magyarorszagi
sz616r6l irtak le (Lehoczky, 1987). Az llarvirus nemzettség feltételezett tagja. Nevét a
leveleken megjelend vilagos, juharfalevélre emlékeztetdé mintdzata és szétszortan lathatd
pontok, foltok alapjan kapta. A koérokozéd szekvencidja nem ismert, ez is lehet annak az oka,
hogy bar minden sz616 viroldgiai konyvben szerepel, hazankon kiviil sehol méshol nem irtdk
le eléfordulésat.

3.9.4 Csonthéjas gyumolcsfakat fertdz6 virusok

A csonthéjas gyltimdolestak (6szibarack, nektarin, kajszi, szilva, cseresznye, meggy €s
mandula) szaporitasa a mandula kivételével, melyet magrol szaporitanak, vegetativan torténik.
A csonthéjasokat a vegetativ szaporitas soran nemcsak azért szemzik, mert a vesszdik nehezen
gyokereznek, hanem azért is, mert az alanyok szdmos eldny0s tulajdonsaggal (ndvekedési erély,
tapanyaggazdalkodas, ellenallosag) jarulhatnak hozza a fa és az {iltetvények értékéhez. A
vegetativ szaporitas miatt a gyiimdlcsfakban is szdmos virus akkumulalodhat (akér szimultan —
egyidejiileg is). Jelenlétiik, lehet latens, tlinetmentes, de akar stlyos tiineteket is okozhat, ami
termésveszteséghez, vagy akar iiltetvénypusztulashoz vezethet, igy jelentds gazdasagi kart
okoz. A csonthéjasokrol leirt virusok szama jelenleg 44, de a HTS térhoditasaval ez a szam
folyamatosan n6 (Umer et al., 2019, Maliogka et al., 2018). A csonthéjasok talan
legrettegettebb virusa a sharka betegséget okozd szilvahiml6 virus (plum pox virus —
PPV)(Garcia et al., 2014). A PPV terjedését megelézendd a potencialis sharka-gazda fajok
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anyafait izolatorhalo alatt kell nevelni, a torzsiiltetvényeket rendszeresen ellendrizni kell a virus
jelenlétére, hogy a terjedését megeldzzik. A PPV kiilonbozd gazdidkon egymastol
szekvencialisan kjelentdsen eltérd izolatumok formajaban lehet jelen (eddig 9 {6 izoldtumat
jellemezték), de a természetes rekombinansai tovabb bonyolitjat ezt a képet (Szathmary et al.,
2009). A Potyvirusok kozé tartozé PPV-n kiviil Prunus fajokon az Ilarvirusokhoz tartozo
Prunus nekrotikus gytrisfoltossag virus (Prunus necrotic ringspot virus -PNRSV) és a szilva
torpiilés virus (prune dwarf virus — PDV) virusok tartoznak az els6dlegesen vizsgalando
korokozok kozé (13. abra).

Bromoviridae (csalad):

Potyviridae (csalad):
y ( ) llarvirus (genus): PNRSV PDV

Potyvirus (genus): PPV

@ l Polyprotein \ s
&
o l RNA-1 (3.4kb) e RNA-3 (2.2kb)
A2 vy ¢ v v el - gl 1 SN mmmmeas o
Pl_pm’%m = |Nh«plo ]—[ o &) 5'e—] ORF1a —3-0H 5'—{IIMP }_Tfoi_‘f},b,,, 3-OH
) K v Cleavage by Nia-pro i RNA(';‘F(:'] kb) 5560 Se—{ "GP —3-OH
-pro| HC-pro . a
P‘C}K@Emvi {—ﬁb sgRNA-4 (1.0kb)

(Source: ViralZone:www.expasy.org/viralzone,
SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

13. abra A Prunus fajokon vizsgalatkoteles PPV, PNRSYV és PDV genomszervezodése.

A PNRSV és PDV kontrollja azért is igen fontos, mert ez a virus, az oltassal, szemzéssel
torténd terjedésen kiviil, maggal és pollennel is terjed. A HTS hasznalata a csonthéjasokat
fert6z0 virusok kutatisaban az INRA-Bourdaux uttér6 munkajaval kezddédott, amikor a
Sirofugen torpeség betegség okat keresték, és az ezért felelds cseresznye aprogyiimolcsiiség
virus (little cherry virus — LChV) 1-et HTS-sel azonositottak (Candresse et al., 2013). Azota
folyamatosan irnak le ujabb és Gjabb csonthéjasokat fertdzd virusokat. Az 0j virusok leirdsan
kiviil a HTS hasznalataval a latensen jelenlevd virusok jelenléte is megbizhatobban derithetd
fel (szdmtalan publikacid foglalkozik az eddig leirt virusok uj foldrajzi elterjedésének
reportjardl) és az eddigi tudas alapjan gazdaként nem feltételezett fajokrol is leirasra kertilnek
eddig nem leirt virusok (Maliogka et al., 2018). E dolgozatban leirt munkank soran fontos
cseresznye A virus (cherry virus A - CVA) és LChV1-1dl a legfébb tudnivaldk az eredmények
részben a kutatas bevezetésében talalhatoak (6.4.4.)

22



dc 1674 19 , . » .
- - Varallyay Eva: MTA doktori értekezés

4 Celkitizések

Doktori értekezésemben azon munkdimat foglaltam 6ssze, melyekben a ndvényeket
fert6zo virusok gazdandvényre gyakorolt hatasanak molekularis mechanizmusat vizsgaltam,
célzott fertézésekben hasznalhatdo rekombinans virus vektort (VIGS) vektort épitettem és
hasznaltam, valamint egy 0j, SRNS HTS-en alapuld diagnosztikai modszert adaptaltam és
hasznéltam sz6l6 és gyiimdlesfak virusfertézottségének jellemzésére. Konkrét céljaim a
kovetkezdek voltak:

A virusok gazdandvényre gyakorolt hatasanak tanulmanyozasakor:

1/ Megvizsgalni azt, hogy vajon a kiilonb6z6 virusok nem rokon VSR-ek egyarant képesek-€ a
miR168 indukciodjan keresztiil transzlacidosan gatolni a gazda Argonaute 1 aktivitasat?

2/ Bizonyitani, hogy a CymRSV p19 mir168 indukal6 képessége fliggetlen a szupresszor s RNS
koté képességétol, de azzal parhuzamosan képes a gazda virusfertézésre indukaloddo RNSI
folyamatait gatolni.

3/ Jellemezni az akut és perzisztens virusfertézési folyamatok soran bekdvetkezd
génexpresszios ¢€s fiziologiai valtozasokat, melyeknek szerepe lehet a fertézésre jellemzd
tiinetek kialakulasaban.

VIGS vektorokkal kapcsolatos kisérleteimben:

4/ A pillangosviragiak génexpresszios valtozasainak tanulmanyozasara alkalmas VIGS vektor
készitése.

5/ VIGS hasznalatdval megvizsgalni azt, hogy a lisztharmat rezisztencia gén o (powdery
mildew resistance o- MIo) gén csendesitése bliza novényen a ndvények lisztharmat-
ellenallosagat eredményezi-e?

6/ N. benthamiana, S. lycopersicum, Capsicum annuum és Triticum aestivum ndvényeken
vizsgalni azt, hogy az elterjedt VIGS vektorok valoban csak a célzott gének szintjét
valtoztatjak-e meg?

Az sSRNS HTS hasznélataval kapcsolatban:

7/ Adaptalni, az SRNS HTS-t és a hozza kapcsolodd bioinformatikai eljarasokat, mint
virusdiagnosztikai modszert.

8/ SRNS HTS-sel felmérni hazank termd- és alany- szol6iiltetvényeinek virusfert6zottségét.
9/ Csonthéjas gyiimolcsfa torzsiiltetvények virusfert6zottségét vizsgalni SRNS HTS-sel.

10/ Szekvencia informaciét gylijteni a hazdnkban leirt, sz616 vonalas mintazottsag virusrol
HTS-sel.
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5 Anyagok és modszerek

Az anyag-modszer fejezetben csupan didhéjban foglaltam 0Ossze az 0Osszes olyan
molekularis biologiai technikat, melyeket a kisérleteimben hasznaltam. A részletes protokollok
szakcikkeinkben, illetve hallgatoim dolgozataiban hozzaférhetéek (utdbbiak a honlapunkon
publikusak: https://abc.naik.hu/vegzett-hallgatok) Mivel a dolgozatban szerepldé kutatasaim
mintegy 20 év termékei — mialatt a molekularis biologiai modszerek igen sokat fejlodtek, egy
modszernél akar tobb protokoll is talalhato.

5.1 NoOvényanyag

5.1.1 Lagyszaru kisérleti ndvények

Kisérleteinkhez tiveghazi koriilmények kozott nevelt N. benthamiana, A. thaliana, S.
lycopersicum, C. annuum, Medicago truncatula és T. aestivum névényeket hasznaltunk.

A ndvényeket tisztitott virionokkal, rekombindns virusokrol, vagy virusokbol épitett
VIGS vektorokrol szintetizalt in vitro transzkriptummal fert6ztiik meg. A fertézéskor inokulald
puffert kevertiink 6ssze a transzkriptummal, és azt mechanikailag, fert6z6 spalutaval vittiik a
novények levelére. A virusfert6zott novények mellett azonos koru ndvényeket, transzriptumot
nem tartalmazo6 inokuldlod pufferrel kezeltilk, mimikalva a fertdzéssel jaro fizikai stresszeket
(mock fert6zés). A virusfertdzés soran bekovetkezo valtozasok vizsgalatanal ezeket a novények
negativ kontrollként szerepeltek.

5.1.2 Fasszaru noveények

A virologiai felmérésekhez in vitro szaporitott, izolator hazakban, torzs és termd
iiltetvényeken fenntartott sz616 és gylimolcsfak (szilva, kajszi, dszibarack) leveleit gytjtottiik
be. A leveleket mintagyiijtés utan -70°C-on mélyfagyasztoban taroltuk.

5.2 Nukleinsav tisztitas

Kisérleteinkhez a mintazott névényekbdl nukleinsavakat kellett tisztitanunk. A lagyszara
novényekbdl teljes nukleinsav kivonatot készitettiink fenol-kloroformos extrakcid sorozattal
White és Kaper mddszerét alapul véve (White & Kaper, 1989). Fasszarti novényekb6l RNS
kivonatot Gambino optimalizalt protokollja alapjan (Giorgio et al., 2008, Gambino, 2008,
Czotter et al., 2018) készitettiink. E coli baktériumokbol, klonozast kovetéen alkalikus
modszerrel (Sambrook, 1983), vagy a kereskedelemben forgalmazott kit-eket felhasznalva
tisztitottunk plazmid DNS-t.

A tisztitott nukleinsavak mindségét 1,2%-os agar6z gélben és TBE (90 mM Tris, 90 mM
bérsav és 3mM EDTA) pufferben elektroforézissel torténd elvélasztast kdvetden, etidium-
bromidot tartalmazé gélben UV fényben lathatova téve vizualisan ellendriztiik. A Kivonatok

crcr

5.3 cDNS készitése

Az RNS virusok darabjainak, illetve a gazdanovény endogén génjeinek klonozasahoz a
szekvencia specifikus DNS amplifikacio elott cDNS-t kellett szintetizalnunk. Az RNS
templatrol torténd reverz transzkripciot a Thermo Scientific ,,RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit” -jével készitettiik, Kit hasznalati leirasa alapjan. Az endogén ndvényi gének
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klonozasdhoz a ¢cDNS-t higitas nélkiil a virusdiagnosztikai vizsgalatokban 10-szeres higitas
utan hasznaltuk.

5.4 Klonozasra, vagy hagyomanyos Sanger szekvenalasra alkalmas DNS

darab eloallitasa

A klonozanddé DNS eléallitasa vagy egy adott plazmidbol torténd hasitassal, vagy
szekvencia specifikus primerek segitségével PCR reakcidban tortént.

A PCR reakciokat kiilonb6z6 gyartok altal forgalmazott DNS polimerazok (Taq, PfU,
Phire, Phusion, Q5) segitségével végeztiik, ABI, késébb Eppendorf, vagy Biometra késziiléket
hasznélva. Az endogén génekre, adott virusokra specifikus inditészekvencidkat vagy magunk
terveztik vagy az irodalomban kozolt primereket rendeltik meg ¢és hasznaltuk a
sokszorozashoz. A reakcid koriilményeit, amik mind a polimeraz tipusatdl, az amplifalando
szakasz hosszatdl és a hasznalt primerek szekvenciatol fliggden valtoztak, legtobbszor gradiens
hémérséklet beallitasat lehetové tevd késziilékben az annellalasi hémérséklet optimalizalasat
kovetden terveztiik meg.

A hasitasi, illetve a PCR terméket a ligalasi reakcio el6tt tisztitani kell. Ehhez a restrikcids
hasitasi, vagy a PCR reakcioelegy egészét EtBr-ot tartalmazo 1,2%-os, kisebb méretli termékek
esetében 2%-o0s, agardz gélen valasztottuk el. A tisztitand6 terméket a gélbdl kivagtuk és a
forgalomban levé oszlopos elvalasztassal mitkodo kit-tekkel (GE — GFX, Thermo Scientific -
GenelJet) a kit leirasa alapjan tisztitottuk.

5.5 DNS szakaszok vektorba épitése (klonozas)

Kisérleteim soran kezdetben pUC18, pBluescipt (pKS) tipusu vektorokba klonoztuk a
novényi endogén gének, vagy virusok darabjait. Ezeknél a klonozasoknal eldszor restrikcios
endonukledzokkal kellett a plazmidot emészteni, majd a létrej6tt ragadds, vagy tompa végeket
a véletlen ligalast elkertilendd defoszforilalni. Ahhoz, hogy a klonozandé DNS darabot ligalni
tudjuk, azt vagy a vektor ragadds helyeinek megfelelé restrikcidos endonukleazzal kellett
emészteniink, vagy a PCR-rel torténd amplifikdlds soran foszforilalt primereket kellett
hasznalnunk. A molekularis biologiai eszkozok fejlédésével a PCR  reakciokkal
kompatibilisebb rendszerek alltak rendelkezésre, igy a késdbbiekben a klonozésaink sorén a
Promega pGEMT Easy vektorrendszerét hasznaltuk. Ebben a rendszerben a Taq polimerazok
mukodési sajatsagaként a reakcio végtermékén jelenlevd tulnyulod adenin ligalodik a kitben
taldlhatd T tulnytlo végeket tartalmazd nyitott vektorral. Mind a pUC, pKS és pGEMT
vektorok klonozd helye a B-galaktozidaz génben talalhatd, a klonozas sikeressége kék-fehér
szelekcioval ellendrizhetd. Jelenlegi kutatdsainkban a Thermo Scientific pJET rendszerét
hasznaljuk, ahol a klénozo hely egy letalis génben talalhato, igy a transzformalast kdvetden
csak az olyan baktériumkoloniak képesek telepet formalni, melyekben a ligalas sikeres volt, és
a ligalt DNS darab jelenléte miatt ez a gén nem expresszal. A pGEMT ¢és a pJET vektorok
esetén a gyartd altal forgalmazott kit-eket vettiik meg és a klonozast az altaluk ajanlott
protokollok alapjan végeztiik. A vektorrendszerek egy robosztus aktivitassal mikodo ligaz
enzimet is tartalmaztak, a ligalast a megadott protokoll alapjan végeztiik.
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5.5.1 Ligatum transzformalasa E. coliba

A ligalasi keverék felét 100 ul kompetens sejtbe (E. coli DHS5a torzs) transzformaltuk
(Sambrook, 1983).

5.5.2 Fert6zés rekombinans virusokkal

A vektorba klonozott teljes virusokrol vagy VIGS vektorokrdl in vitro transzkripcioval
készitettiink transzkriptumot. Ehhez, hogy biztositsuk, hogy az RNS polimeraz csak a virust
irja at, a plazmidot egy restrikcids hasitassal a virus szekvencidjanak végén el kellett hasitanunk
(linearizalnunk kellett). A restrikcids emésztést kovetéen a reakcidelegybdl proteinaz K
kezeléssel elemésztettiik a fehérjéket, melyek tormelékét fenol-kloroform-os extrakcioval
tavolitottuk el. A linearizalt plazmid DNS-t glikogént (Fermentas) jelenlétében 6M ammonium-
acetatottal csaptuk ki. A keletkezett csapadékot egyszer 70%-0s etanollal mostuk. Ezutan
szaritottuk és steril desztillalt vizben oldottuk vissza.

A tisztitott linearizalt plazmidrol (a vektorban jelenlevd T7, T3, vagy SP6 DNS fiiggd
RNS polimeraz promotert felhasznalva) DNS fliiggd RNS polimerazzal szintetizaltunk
transzkriptumot. In vitro transzkripcié soran a megfeleld polimerazt, sziikség esetén Cap
analogot (Thermo Fisher Scientific) és a linearizalt plazmidot hasznaltunk fel. Az atirt RNS
mindségét agardz gélelektroforézissel ellendriztik. Az in vitro transzkriptummal
mechanikailag inokuldltuk a tesztndvényeket.

5.5.3 Virusfert0zés és tranziens GFP vagy VSR expresszid Agrobacterium
tumefaciens segitségével, agroinfiltracioval

A TRV VIGS vektort, illetve a z6ld fluoreszcens fehérjét (green fluorescent protein —
GFP) ¢és a klonozott viralis VRS fehérjéket tartalmazo pBIN61 vektorokat A. tumefaciens
sejtekbe transzformaltuk. A tranziens expressziohoz hasznalt Agrobacterium tumefaciens
(C58C1) egy éjszakan keresztiil n6tt folyadéktenyészetének optikai denzitasat OD600=1-re
allitottuk be, majd szobahOmérsékleten torténd 2 oras inkubacid utdn a szuszpenziokat
TRVI1:TRV2 = 1:1 aranyban kevertiik 0ssze. Az agroinfiltracid sordn az agrobaktérium
szuszpenziot N. benthamiana levelek fonakjan keresztiil, fecskendével juttattuk be a névények
leveleibe Kontrolként a novények leveleit csak TRV 1-et tartalmazoé tenyészettel infiltraltuk.

5.6 Virus és gazdanoveny gének expressziojanak vizsgalata
5.6.1 Northern blot analizis

5.6.1.1 Virus RNS és gazdanovény mRNS-ek kimutatasa Northern blottal

A virus RNS-ek jelenlétét Northern blot analizissel mutattuk ki. A teljes nukleinsav
kivonatokat 1,2% agaroz gélen valasztottuk el. Ahhoz, hogy az endogén gének expresszios
szintjét ki tudjuk mutatni a fentihez képest egy érzékenyebb rendszerre volt sziikségiink. A total
nukleinsav kivonatokat 1,2%-os agar6z fromaldehidet és formamidot tartalmaz6 denaturald
gélbenvalasztottuk el. Gélelektroforézis utan a gélbél az RNS-t kapillaris blottolon Hybond-
NX nylon membranra blottoltuk egy éjszakan keresztiil 20xSSC puffer rendszerben (3 M NaCl,
0,3 M Na-citrat, pH=7.2), majd kétszer keresztkotottiik UV fény alatt, hogy az RNS-t rogzitsiik
a membranra. A membranbol az inkubalas homérsékletén eltavolitottuk az SSC-t, majd a
hibridizalas hémérsékletén 65°C-on, majd elémelegitett Church pufferrel (0,5 M NaPi, 7%
SDS, 1 mM EDTA pH 8,0, 1% BSA, 0,02 mg/ml ssDNS) 1 6ran keresztiil prehibridizaltuk.

A klonozott virus és endogén gének darabjair6l a Thermo Scientific Decalabel DNA
labelling kit segitségével készitettiink radioaktivan [a-32P]-dCTP izotoppal jelolt DNS probat.
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Az elkésziilt probat 15 ml Church pufferbe mértiik, a prehibridizalt membrant a radioaktiv
probat tartalmazo Church pufferben hibridizaltuk egy éjszakan keresztiil.

Ezt kovetben a membrant csokkend sokoncentracio mellett mostuk, hogy az
aspecifikusan kotott proat eltavolitsuk. A membranra rontgenfilmet tettiink és a jel erdsségtol
fliggden par oraig vagy akar tobb napig exponaltuk, majd el6hivtuk.

5.6.1.2 SsRNS-ek kimutatasa Northern blottal

A miRNS-ek Northern blottal valdé kimutatasat korabbi kisérleteinkben optimalizaltuk
(Varallyay et al., 2007, Varallyay et al., 2008). A teljes nukleinsav kivonatokban levé SRNS-
ek kimutatdsadhoz a mintainkat 12%-os denatural6 poliakrilamid gélen (8 M urea) valasztottuk
el. Az elvalasztott RNS-eket elektroforézis és az urea kimosasa utan Hybond-NX nylon
membranra blottoltuk kapillaris modszerrel 20x SSC puffer rendszerben, majd UV fénnyel
keresztkotottik az RNS-t. A membrant egy specialis ,,KiSRNS” pufferben 50°C-on
hibridizaltuk. Probaként 1-10 pmol LNA (locked nucleic acid) oligonukleotidokat hasznaltunk,
melyeket T4 polinukleotid kinazzal [a-32P] -dATP-vel végjeloltiink. SIRNS-ek kimutatasa
esetén az adott virus egy darabjat pKS vektorba klonoztuk és errdl radioaktiv UTP jelenlétében
készitettiink reverz transzkripcioval RNS-t. Az igy késziilt radioaktiv RNS prébéaval az
akrilamid gélen elvalasztott RNS-eket blottolas utan 37°C-on, ,kisRNS” pufferben
hibridizaltuk. Ezt kdvetéen a membrant 2x SSC, 0,1% SDS oldatban mostuk kétszer 10 percig
a hibridizalas hémérsékletén. A radioaktiv jelet rontgenfilm segitségével tettiik lathatova.

5.6.2 Virus RNS és gazdanovény mRNS-ek kimutatasa RT-PCR-rel

5.6.2.1  cDNS szintézise reverz transzkripcioval

A reverz transzkripciot a Thermo Scientific RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis
Kitjével készitettiik a kit hasznalati leirasa alapjan. Az endogén mMRNS-ekklonozasakor oligo
dT primerrel, mig a virusdiagnosztika soran random hexamer primerrel inditottuk a reakciot.

5.6.2.2 Endogén génszakaszok amplifikalasa PCR reakcidval

A cDNS-eket templatként és specifikus primereket inditoszekvenciaként hasznalva DNS
polimerazzal sokszoroztuk egyes novényei gének vagy az adott virusok szakaszait —
szekvenalasi, klonozasi vagy virusdiagnosztikai célbol. Az endogén gének klonozasakor
Thermo Scientific hibajavité funkcioval rendelkezd polimerazait: Phusion, Dear Taq, Long Taq
vagy NEB Q5 hasznaltuk a gyarté altal javasolt denaturdldsi, annellasi és extenzids
paramértereket hasznalva. A virusdiagnosztikai felhasznalaskor ugyancsak a Thermo Scientific
igencsak robosztus, de hibajavité funkcioval nem rendelkez Phire enzimét hasznaltuk. A PCR
reakciok pontos koriilményei és a primerek szekvencidja publikacidinkban szabadon
hozzaférheto.

5.6.3 kvantitativ RT-PCR

Virusfertézott N. benthamiana és S. lycopersicum novényekbdl készitett cDNS-16l a
vizsgalt gének expresszidjanak vizsgalatara 3 biologiai €s 3 technikai ismétlésben kvantitativ
real-time PCR-t (QRT-PCR) végeztiink. Mindkét gazda esetén az ubiqutin mMRNS-t hasznaltuk
belsd referenciaként. A qRT-PCR-hez hasznalt RNS kivonatokat el6szor DNaz (ThermoFisher
Scientific) kezelésnek vetettiik ala, majd RNazol-lal (Sigma-Aldrich) tovabb tisztitottuk. 3 pg
RNS-r6l reverz tranzkriptdzzal és random oligonukleotidokkal cDNS-t szintetizaltunk
(RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit, Thermo Scientific). Az elkésziilt cDNS-rdl
specifikus primerek felhasznalasaval qRT-PCR-t végeztiink az Applied Biosystems®) SYBER
Green Master Mix-ét hasznalva. A kvantitativ reverz transzkripciot kovetd PCR (quantitative
real time RT-PCR - gRT-PCR) eredményeit Rotor Gene 6 (Qiagen) szoftverrel értékeltiik ki. A
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kontroll és a virusfert6zott mintak 0sszehasonlitasaval, valamint az ubiquitin (belsé kontroll)
hasznalataval relativ génexpresszios kiilonbségeket, delta-delta Ct-t szamoltunk. A relativ
normalizalt génexpresszids kiilonbségeket R statisztikai program segitségével készitett bajusz
diagramon abrazoltuk. A bajusz diagram vizszintes tengelyén az egyes virusfertézéseket,
fliggbleges tengelyén az adott gén relativ normalizalt expressziojat tiintettiik fel. A kiilonb6z6
virusfert6zések esetén gének expressziojat minden esetben a kontrollhoz viszonyitottuk,
melynek relativ normalizalt expresszioja 1.

5.6.4 NOvényi gazda génexpresszidjanak vizsgalata microarray modszerrel
Virusfertézott N. benthamiana novények génexpresszids valtozasait microarray
hibridizacidval végzetiik. Ehhez a fert6zott névények totalnukleinsav kivonataibol keveréket
készitettiink (10 minta/fert6zés 3 bioldgiai ismétlésben), amit tovabb tisztitottunk Trireagent
(Sigma) segitségével és DNazzal kezeltiink (Thermo Scientific). A tiszta DNS mentes RNS
meg. A megfeleld mindségli mintdk microarray (Agilent Tobacco Gene Expression Microarray
4x44K array) hibridizaciojat és a kezdeti bioinformatikai elemzéseket szolgéltatasként
rendeltiik meg. A nyers adatokat depozitaltuk: NCBI-GEO: GSE113774/ GPL21056. A
normalizalt expresszids értékeket minden probara (3 bioldgiai ismétlés, 3 virus és egy mock
fertdzés esetében) meghataroztuk és szintén hozzaférhetévé tettik az NCBI-GEO-n. A
statisztikailag szignifikdnsan eltérd expresszidt mutaté géneknek azokat tekintettiik, melyek
legalabb kétszeres valtozast mutattak és p értékiik <0.05 volt. A szignifikans valtozasokat
mutato probakat Osszefoglalod tablazat szabadon hozzaftérhetd
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216618)

5.6.5 Novényi gazda génexpressziojanak vizsgalata RNS szekvenalassal

A génexpresszidos valtozdsok pontosabb nyomon kovetésének céljabol mMRNS-t
szekvenaltattunk. A virusfert6zott S. lycopersicum novényekbdl fenol-kloroformos médszer
segitségével total RNS kivonatot készitettiink, ezeket pooloztuk, majd a mintakat RNazol-lal
tisztitottuk. A tisztitott RNS-eket az UD-GenoMed Kft.-vel lllumina HiScanSQ platformon
szekvenaltattuk. Harom biologiai ismétlésbdl szarmazo mintak RNS szekvenalasat végeztettiik
el. Technikai ismétlésként 3. biologiai ismétlést kétszer szekvenaltak. A nyers adatokat
depozitaltuk: NCBI-GEO: GSE113774/GPL24943 A. normalizalt expresszios értékeket minden
génre meghataroztuk és szintén hozzaférhetévé tettiik az NCBI-GEO-n. A statisztikailag
szignifikansan eltéré expressziot mutatd géneknek azokat tekintettilk, melyek legalabb
kétszeres valtozast mutattak és p értékiikk <0.05 volt. A szignifikdns valtozasokat mutatd
probakat Osszefoglalod tablazat szabadon hozzaférhetd
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216618)

5.7 Fasszaru novények virusdiagnosztikaja sSRNS HTS-el

5.7.2 NOvényianyag és RNS tisztitas

A virusdiagnosztikai vizsgalatokhoz sz616 és gytimolesfa mintakat gytjtottink. Mivel a
virus koncentracid szezonalisan és akar egy ndvényen belill is valtozhat gylimolesfak esetében
a fa 4, kiilonboz6 égtdjba mutatd 4garol is szedtiink levélmintat, melyekbdl ugy készitettiik az
RN tisztitast, hogy az mind a négy levelet reprezentalja. nagyon fontos a megfeleld idépont
kivalasztasa.
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Az RNS izolalasat a jelenlevo poliszacharidok ¢és polifenolok eliminalasa érdekében
Gambino, CTAB alapi modszerének optimalizalt valtozataval végezziik friss, vagy -70 °C-on
tarolt mintakbol (Gambino, 2008).

5.7.2 Szekvenalhatd sRNS konyvtar készités

A szekvenald konyvtar készitéséhez azRNS kivonatokbol poliakrilamid gélen valo
elvalasztas segitségével kitisztitottuk az SRNS frakciot. Ehhez ismert szekvenciaja adaptereket
ligalunk, majd cDNS-t irunk 4at, amit néhany ciklusban PCR reakcioban amplifikalunk. Az igy
elkészitett ,,SRNS konyvtarat” méret alapjan Gjbol gélbdl tisztitottuk (14. abra). Kisérleteinkben
az [llumina ,,TruSeq Small RNA Library Prep” kitjét hasznaljuk. A modszer részletes leirasat
magyarul Czotter Nikoletta doktori dolgozata (http://konyvtar.uni-pannon.hu/en/node/381),
angolul a Czotter és mtsai (Czotter et al., 2018) konyvfejezet tartalmazza.

Mintagydijtés [ kisRNS konyvtar ( lllumina [Bioinformatikai

RNS tisztitas készités szekvenalas elemzés
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14. abra Az SRNS HTS folyamatanak sematikus abraja.

5.7.3 Szekvenalas

Az elkészitett konyvtarakat Illumina platformon az UD-Genomednél szekvenaltattuk
50bp-os leolvasassal. A szekvenalas kivalasztasanal figyelembe vettiik, hogy a read-ek szama
(szekvenalads mélysége) Osszefiigg a szekvenald berendezéssel és azzal is, hogy hany mintat
szekvenaltattunk egyiitt. Mivel fasszarGakban a viralis siRNS-ek szama altalaban igen
alacsony, ezért tapasztalatunk szerint 10-12 milli6 leolvasas minimalisan sziikséges a megfeleld
érzékenységii virusdiagnosztikahoz. Egy toke kiilonb6z6 szerveibdl izolalt RNS-ek, majd egy
iiltetvény tobb egyedébdl szarmazd RNS keverék készitése nemcsak a koltségeket csokkenti,
hanem az esetleg nem egyenletes viruseloszlasbol adodo probléma elkeriilését is szolgalja.

5.7.4 A HTS eredményének, a szekvenalt olvasatok (readek) bioinformatikai

elemzése
A bioinformatikai elemzéseket szekvencia elemzd programcsomagokkal végezhetjiik.
Munkank kezdetén ingyenes programokat és scirpteket hasznaltunk (alabb ezeket a 1épések
talalhatoak részletesebben), késébb pedig a CLC Genomics Workbench és a Geneious
programcsomagokat. Az elemzések elsé 1épésében mindségellendrzés utan eltavolitottuk a
ligalassal az SRNS-ekhez illesztett szekvencidkat. Ezt kdvetéen a virus azonositashoz két
bioinformatikai stratégiat alkalmaztunk egymassal parhuzamosan (15. abra).
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15. abra HTS eredmények feldolgozasanak bioinformatikai munkafolyamata (Czotter Nikoletta
PhD dolgozata alapjan)

A nem redundans SRNS szekvencidkat direkt médon az NCBI RefSeq adatbazis virus
referencia szekvenciaihoz (ndvény és gerinctelen gazda) illesztettiik fel. Az illesztéshez a BWA
aln programot hasznaltuk (Li & Durbin, 2009).

Az sRNS szekvenciakat de novo Gsszeszereltiik, hosszabb ,.kontig” szekvenciakba, 13-
as, 15-6s és 17-es kmer érték beallitasa mellett, a Velvet Software segitségével (Zerbino &
Birney, 2008) és a kapott kontig szekvencidkat az NCBI RefSeq adatbazis novény virus
referencia szekvenciaihoz illesztettiik MegaBLAST programmal (Morgulis et al., 2008).

A bioinformatikai elemzések eredménye egy viruslista, melynek eredményei molekularis
bioldgiai modszerekkel (pl. RT-PCR) igazolhatoak.

A bioinformatikai elemzések soran nyert tapasztalataink alapjan 2017-ben megvasaroltuk
a Qiagen CLC Genomic workbench sortware-¢ét és kés6bbi munkaink soran mar ezt a programot
hasznaltuk. Az elemzés alapvetéen azonban kdvette korabbi stratégiankat: az SRNS readekbdl
hosszabb kontigokat épitettiink (a program, ’de novo assembly’ parancsaval), melyeket az
NCBI névényi virus referenciagenomjaihoz illesztettiink. Pozitiv taldlat esetén a readeket
(redundéns és nem redundans readeket is) az adott virus referenciagenomjara illesztettiik (’Map
to reference’ paranccsal), és az illeszkedd readekbdl egy normalizalt (read/million read) adatot
és a virus lefedettségi %-at szdmoltuk ki. E harom paraméter figyelembevételével allapitottuk
meg az adott iiltetvény virusfertdzottségét.
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6 Eredmenyek és ertekelésuk

6.1 Az gazdanovény ARGONAUTE 1 szintjének valtozasa virusfert6zés

soran

Az RNSIi nemcsak egy konzervativ génexpresszids szabalyozé mechanizmus, hanem a
novények antiviralis védekezo rendszerének is az alapja (Ding, 2010, Ding, 2007, Mlotshwa et
al., 2005). A rendszer kozponti szabalyoz6 molekulai a 21-24nt hosszi sSRNS-ek és az AGO
fehérjék. A szabalyoz6 sRNS-ek az AGO fehérjékhez kotddve adjak az ribonukleaz aktivitassal
rendelkez6 molekula aktivitasanak szekvencia specifitasat. Az SRNS-sel ,,t61t6tt” AGO minden
olyan mRNS miikédését gatolja, ami a beépiilt SRNS-sel komplementer szekvenciaja: vagy
novényekben fajonként eltéré6 szamu, az A. thalianaban 10, kiilonb6zé szekvenciaval és
funkcioval rendelkezé AGO talalhat6. Az AGO1 mind az antiviralis védekezésben, mind a
miRNS alapti génszabalyozasban kozponti szerepet jatszik (Mallory & Vaucheret, 2010). A
novényi sejtekben tehat igen fontos a megfeleld mennyiségli AGO1 jelenléte, ami ezért
precizen szabalyozott. Az AGO1 sejten beliili szintjét, az AGO1 gén promoter aktivitasa
mellett, alapvetéen egy miRNS: a miR168, szabalyozza (Vaucheret et al., 2004).
Mennyiségének kialakitasaban szerepe van még (i) az AGOL1 eredetli siRNS-eknek (Mallory &
Vaucheret, 2009), (ii) a miR168 AGO1 altal torténd poszt-transzkripcionalis stabilizalasanak,
és (iii) az AGOI1 és a miR168 ko-regulalt expressziojanak (Vaucheret et al., 2006). Kisérleteink
soran mas kutatokhoz hasonldan, mi is azt talaltuk, hogy virusfert6zott n6vényekben a miR168
szintje jelentésen megné (Csorba et al., 2007), (Havelda et al., 2008, Varallyay et al., 2010).
Azt is kimutattuk, hogy az AGO1 mRNS indukcié a virusfertézés soran a gazdandvény
védekez0 folyamatainak, mig az indukalt miR 168 szint a virusok valaszlépésének az eredménye
(Varallyay et al., 2010). A CymRSV — N. benthamiana rendszert tanulmanyozva tranziens
génexpresszios kisérletekben kimutattuk, hogy a miR 168 indukcidja a virus VSR fehérjéhez, a
p19-hez kothetd. A p19 hianyos mutans virus fertézésekor a miR168 indukcio elmaradt, mig a
p19 tranziens expresszidja onmagaban iS megemelte a ndvény miR168 szintjét (Varallyay et
al., 2010). E munkat folytatva azt a kérdést vizsgaltuk, hogy a miR168 - AGO1 szabalyozas
hozzajarulhat-e a virusfertézésre jellemzo tiinetek kialakulasahoz? Vajon a kiilonb6z6 virusok
altal kodolt szekvencialisan és funkcionalisan kiilonb6zé VSR-ek hasonldan viselkednek-e a
miR 168 indukcié szempontjabol?

6.1.1 Avirusfert6zés soran indukalodd AGOz szint csokkenés hosszu ideig
jelen van a gazdaban és ez a hiany zavart okozhat a miRNS altal torténd

génszabalyozasban

A CymRSV fert6zott N. benthamianahoz hasonléan a crTMV fertézott A. thalianaban is
megnd a miR168 szintje (Varallyay et al., 2010). A crTMV VSR-g, a p122, a CymRSV pl9-
¢hez hasonléan sSRNS-eket kot, és mivel igy azok nem tudnak beépiilni az AGO1-be, a nGvény
védekez6 folyamatai gatlodnak (Csorba et al., 2007). crTMV fert6zott A. thalianaban a virus
nem okoz nekrozist, a novény hosszu ideig talél, igy megvizsgalhattuk, hogy vajon a miR168
indukcio és a csokkent AGO1 szint csak a fertdzés kezdeti 1épése, vagy esetleg hosszu ideig
fennallhat a novényben? A fert6zott ndovények szisztemikus leveleinek kivonataibol késziilt
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Northern ¢s Western hibridizacios kisérletek eredménye az mutatta, hogy az AGO1 hiany igen
hosszu ideig, akar 4 hétig is fennall (15. abra/A).

A A. thaliana 21 °C B

Viral RNS
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Viral RNS
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15. abra Az AGO1 és a miR168 expressio vizsgalata A. thalianaban A/ Az AGO1 mRNS, AGO1
fehérje ¢és a miR 168 szint vizsgalata virusfert6zott novényekben. B/ Kiilonbozé ARF-ek és az 6ket
regulalo miRNS-ek szintjének vizsgalata crTMV fertézott A. thalianaban.

Mig a fertézés soran az AGO1 mMRNS expresszidja igen nagymértékben nétt, az
indukaltmiR168 kontroll miatt ez nem eredményezte az AGO1 fehérje szintjének novekedését.
Eppen ellenkezbleg, az AGO1 fehérje szint a fertdzés soran nagyon nagymértékben, szinte a
kimutathatosag ala csokkent (15. abra/A). A miR168 szint folyamatosan és jelentdsen
megemelkedett, ellentétben a miR159-cel. A miR159 a virag fejlédési folyamatait regulalo
LEAFY gént szabalyozza (Achard et al., 2004) és szintje cSak kis mértékben emelkedik
virusfertézés soran (Csorba et al., 2007). A pl122 kotni tudja a miRNS-eket is, ami
lecsokkentheti az aktiv, szabalyozasban szerepet jatszo koncentracidjukat. Ezzel egy id6ben
pedig az AGO1 szint is lecsokken, tehat a kevesebb aktiv miRNS sem tud elegendd szamu
AGOI1 komplexbe kotni. Ennek hatasa pedig az lesz, amit az auxin-response faktorok és az ket
szabalyoz6 miRNS-ek szintjét vizsgalva kimutattunk: annak ellenére, hogy virusfertézéskor a
regulald miRNS-ek (miR160, miR167) szintje kis mértékben megnd, célgénjeinek, auxin
response faktorok (ARF10, ARF16 ¢és ARF17) szintje is megnd (15. abra/B). Ezek a
transzkripcids faktorok az auxin reguldlt gének egész soranak expresszidjat szabalyozzak.
Megnovekedett expressziojuk a regulalt gének expresszids zavarat okozhatjak, ami a
hormonhaztartasban zavart szenvedett nvényekre jellemzd tiinetek kialakulasahoz vezet. igy
megallapithatjuk, hogy az indukalt miR168 szint miatt kialakult AGO1 hidny akar jelentds
mértékben is hozzajarulhat a virusfertézésre jellemzo tiinetek kialakuldsdhoz.

6.1.2 Az AGO1 miRa168 altali regulacidja altalanosan el6fordul a

virusfertozések soran

Azt, hogy a miR168 indukci6 a virusfertdzés soran altalanosan tapasztalhaté mar korabbi
munkankban bemutattuk, ahogy azt is, hogy a crTMV, TCV - A. thaliana és a CymRSV - N.
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benthamiana kapcsolatban a miR 168 indukcié az AGO1 mRNS transzlacios kontrollja miatt az
AGO1 fehérje szintjének csokkenését okozza (Varallyay et al.,, 2010). Ahhoz, hogy
megvizsgaljuk, hogy ez a szabalyozas mennyire altalanosan fordul elé6 N. benthamiana és A.
thaliana novényeket fertdztiink kiilonb6z6 viruscsaladokba tartozd virusokkal: crTMV -
Tobamovirussal, TEV (tobacco etch virus) — Potyvirussal, TCV - Carmovirussal és CMV Fny
Cucumovirussal. A fertdzés korai szakaszaban (amikor a szisztemikus tiinetek megjelentek)
vizsgaltuk az AGO1 és a miR168 szintjét. A vizsgalt idépontban a miR168 szint minden
novényben megemelkedett a mock fertézéshez képest (16. abra).

N. benthamiana A. thaliana

crTMV TEV TCV CMV CMV
6 dpi. 6 dpi. 12dpi. 18dpi.  11dpi.
Lo Lo Lo S Lo
KQ}(" @0 K‘Zv(\o @00 K@{@ @00 '\Q’ég @00 ‘\@{" 't\\oo

| MRNS
rBNS
AGO1
fehérje
" | Ponceau

16. abra Az AGO1 mRNS, AGO1 fehérje és a miR168 szint vizsgalata virusfert6zott
novényekben.

Az AGO1 mRNS indukcidja TCV és CMV fertézéskor egyértelmiien latszott, de TEV
fertdzéskor ezt nem tudtuk kimutatni. Erdekes modon a crTMV fertézott N. benthamianaban
az AGO1 mRNS szintje lecsokkent, ami éppen ellenkez6 trendet mutat, mint amit crTMV
fertézéskor A. thalianaban tapasztaltunk. Az AGO1 fehérje szintje a TEV és a CMV fertzott
novényekben lecsokkent. Annak ellenére, hogy a TCV fert6zés A. thalianaban az AGOL1 szint
csokkenését okozta (Varallyay et al., 2010), N. benthamianaban ezt nem tudtuk megfigyelni.
Azt lattuk, hogy a TCV kevésbe hatékonyan tudja az AGOL1 szintet szabalyozni ebben a
gazdanovényben. Ez a jelenség hasonld ahhoz, amit CymRSV fert6zott N. benthamianaban
tapasztaltunk: az AGO1 szint a nem fert6zott ndvényhez hasonld szinten marad (Varallyay et
al., 2010). A miR168 kozvetitett kontroll itt is miikodik, hiszen ez a fehérjeszint, egy indukalt
mRNS szinthez viszonyitva csokkenést mutat, ami jelzi a transzlaciés kontroll meglétét.
Eredményeink azt mutatjak, hogy ugyan a miR168 kozvetitett AGO1 kontroll altalanosan jelen
van virusfertézott novényekben, a szabdlyozas hatékonysaga a virus — gazdandvény
kapcsolattol fiiggden valtozik.

6.1.3 Avirusfert6zés soran a MIR168 gén expressziojanak indukcioja

kovetkezik be

Ezt kovetd kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a virusfert6zés soran megnovekedett
miR168 szint hogyan alakul ki? Tudni szerettiik volna, hogy a miR 168 csupan a VSR-ek SRNS-
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t stabilizalo funkcidja miatt n6 meg, vagy maga a miR168 génexpresszidja az, ami ilyenkor
indukalodik? Olyan transzgenikus A. thaliana névényeket fertéztiink TCV, CMV és crTMV
virusokkal, melyek az Arabidopsis miR168a, illetve miR168b gének promotereirdl termelik a
B-glukoronidaz (GUS) riporter fehérjét (Vaucheret, 2009). Azt mar korabban kimutattuk, hogy
amiR168 indukcid és az AGO1 miR168 altali szabalyozasa ezekben a névényekben is mitkddik
(Varallyay et al., 2010). Jelen kisérleteinkben qRT-PCR-rel vizsgaltuk a virusfert6zés soran
valtozoé MIR168a és b prekurzor szinteket ezekben a novényekben és azt talaltuk, hogy a GUS
expresszioja csak a pMIR168a:GUS novényekben né meg, a pMIR168b:GUS névényekben a
prekurzor szintje nem valtozik (17. abra/A). Ezekben a kisérletekben nemcsak a GUS, hanem
az endogén MIR168a és b promoterek expresszidjanak szintjét is vizsgalni tudtuk (a prekurzorra
tervezett specifikus primerek qRT-PCR amplifikacigjaval). Ezek az eredmények
megerositették a GUS expresszid soran taldltakat, hogy virusfertézés soran csak a MIR168a
indukcidja valosul meg a MIR168b gén expresszidja nem indukalodik (17. abra/A).

A :
7 7
6 13
I .
4 1 nGUSs a mGUS
3 pre168a 3 pre168b
. I .
O n I :
, N w W
: TCV CcMV

mock eI TMV mock Tov cmv crTMV

Pre-MIR168a Pre-MIR168b
B RNSpréba RNS préba
&' o
S o F e S S

i 4 Us 100 nt
i 3

17. Abra A miR168a és miR168b expressziéjanak vizsgalata A/ real-time RT-PCR-rel és
B/Northern blottal.

Tovabb vizsgalva sRNS Northern hibridizacioval a miR168 prekurzor érése soran
kimutattuk, hogy csak a MIR168a gén érése soran nétt meg ennek az intermediernek a szintje,
a MIR168b-rdl kifejez6d6 prekurzor érése soran keletkezé kb. 80bp hosszu intermedierek
koncentracioja nem valtozott (17. dbra/B). Ezek a kisérleteink azt is kimutattak, hogy a TCV-
vel valo fertézéskor a MIR168a specifikus intermediernek a szintje alacsonyabb, mint CMV ¢és
crTVM fert6zéskor, ami alatamasztotta az el6z6éekben kimutatottakat, hogy a miR 168 indukcid
a TCV fertézés soran kisebb mértékii, mint a mdsik két virus esetén. Osszességében
elmondhatjuk, hogy a TCV, CMV és crTMV fert6zés indukalja a MIR168a prekurzor
expresszigjat A. thaliana novényekben.
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6.1.4 Kil6nbozd virusok nem rokon, VSR fehérjéi egyarant indukaljak a
mMiR168 expresszidt, és ezen keresztil szabalyozzak az AGO 1 fehérje
szintjét

El6z6 kisérleteinkben, a CymRSV — N. benthamiana rendszert tanulmanyozva,

kimutattuk, hogy 6nmagaban a p19, a CymRSV VSR-je, képes a miR168 szintjét indukalni.
Szamos transzgenikus kisérletben kimutattak, hogy kiilonb6z6 virusok VSR-jét expresszalva
sok miRNS expresszidja megvaltozik (Chapman et al., 2004), (Mallory et al., 2002, Mlotshwa
et al., 2005, Zhang & Ghabrial, 2006). A VSR-¢ek tehat befolyasolhatjak az endogén miRNS-
ek expressziojat, igy jogosan vizsgalhattuk azt a kérdést, hogy vajon a kiilonbozé VSR-ek
hogyan befolyasoljak a gazdanvény miR168 szintjét. A VSR-ek funkcidjanak tanulmanyozasa
transzgenikus novényekben is lehetséges, de ebben a rendszerben a VSR fehérje allanddan jelen
van a rendszerben, igy a virusfertdzés korai és késdi szakaszaban betoltott funkcidja nem
kiilonithetd el egymastol.

Mi a VSR-ek-nek a virusfertézés A 8 2 3 § 2 g
korai szakaszaban betoltott funkciojat £ Z £ Z z % ¢z
akartuk ~ megvizsgalni, amihez A, ;& B 4 | “mima
tumefaciensben kifejezett VSR-ek = 25
infiltralasaval indukalt tranziens rendszert -
hasznaltunk. Ezzel a rendszerrel rovid id6 * |mir1se
alatt nagymennyiségii fehérje iR171
expresszalodik, ami  mimikalhatja a
virusfert6zés korai szakaszat. e | et
Kisérleteinkben kiilonbozé VSR-eket: a -
crTMV pl22-6t (Csorba et al., 2007), a B
TCV p38-at (Merai et al., 2005), a TEV
HcProjat (Lozsa et al., 2008), a CMV 2b-jét Ao et
(Zhang et al.,, 2006) hasznaltunk. Azt
talaltuk, hogy a kiilonbozd VSR-ek ] e
expresszioja minden esetben indukalta a : S | Ponceau festés
miR168 szintjét a GFP-t expresszalo, vagy 18. 4bra Az A/ miR168 ¢és az B/ AGOI fehérje
tires vektort tartalmazé Agrobacteriummal szintjének vizsgalata kiilonboz6 VSR-ek
valo infiltralashoz képest (18. abra/A). tranziens expresszioja soran

Tobb mas mIRNS mennyiségének a valtozasat vizsgalva azt is megallapitottuk, hogy
azok mennyisége a tranziens expresszid soran alig vagy nem valtozott, mutatva a rendszer
specifitasat. Az is kimutattuk, hogy a legkisebb miR168 indukciot a TCV p38-aval értiik el, ami
Osszhangban van el6z6 eredményeinkkel (18. abra/A). A miR168 biologiai hatasara
vonatkozdan megvizsgaltuk, hogy ezekben a tranziens expresszidkban is tudjuk-e detektalni az
AGOIL szint csokkenését. Western blot kisérleteink azt mutattak, hogy a kiilonb6z6 VSR-ek
tranziens expresszidja minden esetben az AGO1 fehérje szint csokkenésével jart egyiitt (18.
abra/B). Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a virusok VSR-ei altal indukalt, a miR168
indukci6 altal kozvetitett AGO1 kontroll egy altalanosan jelen levd, a novényi gazda RNSI
alapt védekezését hatékonyan csokkentd mechanizmus, ami az antivirdlis RISC aktivitasat
csokkenti (19. abra).
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Mokl (USRD——> Fehére inerakeick E modell szerint a VSR-ek kiilonb6z6 RNSi

P (VeR|—7, SIANS kétés gatlo  funkcidjukon kiviil (sRNS kotés,

@ AGO aktivitdas gatlas, stb) indukalni

@ igj;;'lm képesek a MIR168a gén expressziojat és

- " AgoTh ezen keresztlil kontrolldlni az AGOI

o AW g MRNAL TS szintjét a virusfertézott novényekben (19.
Mir168a prekurzor miergg{*l gﬁplex abra).

19. abra a miR168 altal térténé AGO1
szabalyozas modellje.

6.1.5 A p19-3M nem képes siRNS-eket kotni, de indukalja a miR168
expressziojat

El6z6 kisérleteinkben igazoltuk, hogy kiillonboz6 virusok eltéré funkcioja és
térszerkezetli VSR-jei hatékonyan indukaljak virusfert6zés soran a gazdanovény MIR168a
génjét, és a megndtt miR168 szint transzlacios kontrollon keresztiil csokkenti az RNSi alapt
védekez6 rendszer kdzponti molekuldjanak, az AGO1 fehérjének, a szintjét. A CMV 2b és a
TCV P38 fehérjék esetében leirtak, hogy ezek a fehérjék képesek specialis fehérje-fehérje
kapcsolatot kialakitani (Zhang et al., 2006, Azevedo et al., 2010).

Tombusvirus 4

VSR-ek mindegyike ——

cp

A vizsgalt
rendelkezik azonban tobb-kevesebb sRNS
koté képességgel (Silhavy et al., 2002).

- : ) _ OH-3°
Emiatt elképzelhetonek tartottuk, hogy a 5°-P

i
W4§

VSR-ek sRNS kot képességének szerepe
lehet valahogy a miR168 indukcioban. A
tombusvirusok pl9 VSR-jének
térszerkezete alapjan egyértelmii, hogy ez a
VSR méret specifikusan koti a 21nt hossza )
SiIRNS duplexeket (Vargason et al., 2003) d

, ‘ ) c ’ ;) Vargason et al, Cell, 2003
(20. dbra). 20. 4bra A CIRV p19 VSRfehérje

térszerkezete, sematikusan ravetitve a 21nt
hosszsagn kétszalti siRNS-t.

A térszerkezetbdl az is kideriilt, hogy a kdtésben két triptofan oldallancnak (Trp39- és
Trp42-nek) van kulcsszerepe. Ahhoz, hogy elrontsuk a p19 sRNS kotd képességét ezt a két
aminosavat cseréltiik glicinre irdnyitott mutagenezissel. Ezeket a mutaciokat nemcsak a
tranziens rendszerben torténd vizsgéalatokhoz hasznalt bindris vektorba klénozott p19 fehérjébe
vezettiik be, hanem a CIRV fert6z6 képes teljes klonjaba is. Mivel a virus genomjaban a p19-
et expresszalo ORFS5 a p22 mozgasi fehérjével atfedésben kodolodik, e mutaciok a p22 53.
aminosavat is megvaltoztattak (szerint argininre cserélték). Ahhoz, hogy az igy kialakitott
mutaciok ne okozzanak valtozast, a p22-ben még egy mutaciot (E41V) iktattunk be, ami a p22-
ben visszaallitotta az eredeti aminosavat (szerint). Az igy elkésziilt mutans p19-3M-et heterolog
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rendszerben expresszalva, szintetikus RNS duplexek hasznélataval, gél-retardéacios
kisérletekben vizsgaltuk, hogy vajon elvesztette-e SRNS koto képességét (21. abra/A).

siRNS-fehérje |
komplex Viralis
Inpu t | SIANS
19 fehérje
Szabad RNS Kannydl lanc
P pid tehére
p19 a-p19 Virdlis
a-piS [N fehérje SIANS

21. abra A/ In vitro (band shift) és B/ in vivo (p19 immunprecipitacios) kisérletekkel
bizonyitottuk, hogy a p19-3M nem koti az SRNS-eket.

In vitro kisérleteink eredményei azt mutattdk, hogy mig a vad tipusi VSR igen
hatékonyan kototte a radioaktivan jelolt siRNS-eket, a pl9-3M elvesztette sRNS kotd
képességét (21. abra/A). Ezek utan szerettiik volna in vivo is bizonyitani, hogy a p19-3M
virusfert6zés soran sem képes a viradlis siRNS-ek kotésére. Ehhez rekombinans, p19-3M-et
kodold CIRV in vitro RNS transzkriptummal fert6zott N. benthamiana névényekben p19
ellenanyagot felhasznalva immunoprecipitaciot kovetéen vizsgaltuk, hogy a mutans VSR
tudott-e viralis siRNS-eket kotni. Az eredmények azt mutattak, hogy nem (21. abra/B).

Ezt a kérdést tovabb vizsgaltuk gy, hogy a virusfert6zott névények nyers kivonatait
Superdex-200-as gélsziir6 oszlopon frakcionaltuk. A méret szerint elvalasztott frakciok fehérje
tartalmat Western blottal, RNS tartalmat pedig Northern blottal vizsgaltuk. A kisérleteket vad
tipust (CIRV), p19-et nem expresszald (CIRV19STOP), CIRV-3M ¢és mock fert6zott ndvények
kivonataival is elvégeztiik. A kapott eredmények Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy mig vad
tipust virusfertézéskor a viralis siRNS-ek a p19-et tartalmaz6 frakciokban voltak jelen, a p19-
3M-et expresszalo virusfertézés soran, a CIRV19STOP mutanshoz hasonléan, a viralis siRNS-
ek a szabad frakcidokban voltak kimutathatoak, annak ellenére, hogy a mutans p19 igen nagy
mennyiségben expresszalt (22. abra).
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22. abra Virusfert6zott novények kivonatanak elvalasztasa gélsziiréssel és a frakciok p19 és a
viralis siRNS tartalmanak vizsgalata.

Bizonyitottuk tehat, hogy a rekombinans CIRV-3M virus stabilan expresszalja a mutans
szupresszort, ami viszont in vivo sem képes siRNS-eket kotni. Természetesen a végséd
kérdéslink a mutans szupresszor eldallitdsa utan az volt, hogy vajon az SRNS koto képességét
elvesztett szupresszor indukalni fogja-e a miR168-at?

A CymRSV fertézések soran kapott eredményeinkhez hasonléan azt talaltuk, hogy a
CIRYV fertdzés soran az AGO1 mRNS expresszidja megnd. Ugyanez tortént CIRV19STOP, 1M
¢s 3M mutans virusokkal valo fert6zés soran is. A kiilonbség az volt, hogy a miR168 expresszio
csak akkor volt megfigyelhetd, ha a p19 expresszalodott, (CIRV 1M, 3M és CIRV fert6zések
esetén), ekkor viszont az AGO1 fehérje szintjének novekedése nem kovette az AGOL mRNS
megnoétt expresszidjat (23. abra/A).

B Mivel a mutéans virus esetén a miR168

%

Ponceau festés

miR168

miR159

21°C 16°C

23. abra Az AGO1 mRNS, fehérje és a
mMirl68 mennyiségének vizsgalata vad tipusu
és mutans (1M, 3M és 19STOP) virusokkal
fertozott novényekben A/ 21és B/ 16°C-on.

RGN altal regulalt AGOI szint valtozas ugyan
£&8 L .
S — megmarad, de a VSR mutécioja miatt a
iralis
Erms novény RNSI alapt védekezdé folyamatai
AGCLmENS nagyon hatékonyan mitkddnek a virus ellen,
AGO1 fehérje , ;e ’ I
, a virus koncentraci6, igy a mutans pl9
e | p19 fehérie

expresszidja is, Sokkal kisebb volt, mint vad
virussal vald fertdzés esetén. A siRNS
RNSi  N. benthamianaban alacsony
homérsékleten nem miikddik hatékonyan
(Szittya et al., 2003). Ahhoz, hogy a vad
tipusu virusfertdzés soran expresszalt VSR-
hez hasonl6 mértékli p19 expressziot érjlink
el, a kisérleteinket megismételtiik, gy,
hogy a novényeket 16 fokon neveltiik.

Az eredmények szerint ezen a hOmérsékleten valoban megnétt a mutans virusok
expresszioja, s mig a vad tipusu szupresszor expresszidjakor az AGO1 fehérjeszint csokkent,
a mutans szupresszort tartalmazé virusfertézésnél ez nem tortént meg (23. abra/B.) Az SRNS
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kotésre nem képes p19-3M tovabbra is képes volt a miR168 indukcidra és az AGO1 fehérjeszint
szabalyozasara, tehat a miR168 indukcid és az sSRNS kotés a VSR két egymastol fliggetlen
tulajdonsaga.

6.1.6 A pi1g kozvetitett AGO1 szabalyozas hatassal van a virusfertdzés
tUneteinek sulyossagara és ezt a defektiv interferalo RNS-ek sem tudjak

befolyasolni

Kovetkezo kisérleteinkben azt vizsgéltuk meg, hogy a p19 altal indukalt miR168 medialt
AGOL1 kontroll milyen mértékben jarul hozza a virusfertézés soran kialakult tiinetek
sulyossagahoz. A tombusvirusok fertdzése soran a virus extrém magas koncentraciéban képes
felhalmozddni és 8-10 nap alatt nekrozist kialakitani, ami a ndvény pusztulasdhoz vezet
(Vargason et al., 2003), (Burgyan et al., 2000). A p19 VSR hianyos virus fertézésekor ezzel
ellentétben a novény kigyogyul a fert6zésbol, mikozben a jelenlevd virus mennyisége nagyon
lecsokken (Szittya et al., 2002). CIRV-3M virussal fertézve N. benthamiana névényeket azt
tapasztaltuk, hogy a megjelend tiinetek atmenetet képeztek a vad tipust virus fertdézését
kovetden kialakuld nekrozis és a CIRV19STOP fert6zés soran kialakuld kigydgyulas kozott
(24. abra/A). Ez az atmeneti tiinet 6sszhangban volt a kimutathat6 virus mennyiségével, amint
Northern blot vizsgalataink is mutattdk (24. abra/B). Ez az eredmény azt sugallja, hogy ugyan
a pl9-3M nem tudja megakadalyozni a szabad viralis siRNS-ek megjelenését, a miR168
kozvetitett AGO1 koncentracid gatlasaval kisebb mértékben ugyan, de képes a novény RNSI
folyamatait gatolni.

A 16 dpi. (21 °C)

Mock CIRV CIRV 19Stop CIRV-3M

r>% 3

10 dpi. (21 °C)

\ CIRV 19Stop CIRV-3M

24. abra Vad tipusi és mutans (3M és 19STOP) virusokkal fertézott novényeken
A/mutatkozo tiinetek, és B/ a névényekben jelenlevé virusok mennyiségének vizsgalata.

Virdlis
RNS-ek

RNS-ek

crer

(defecting interfering - DI) RNS-ek képzddnek, melyek feldisuldsa szintén a ndvény
kigyogyulasahoz vezet (Havelda et al., 2005). Ezen folyamatok soran az torténik, hogy a DI
RNS-ek hatékony replikacidjuknak kdszonhetden igen nagy mennyiségben halmozddnak fel,
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roluk olyan sok viralis siRNS keletkezik, hogy telitik a jelenlevd p19-ek sRNS kot6 kapacitasat
(Havelda et al., 2005). Amikor DI RNS-t is tartalmazé CIRV-vel fertéztiink N. benthamiana
novényeket azt tapasztaltuk, hogy a DI RNS-ek jelenlétében is megndé a miR 168 szint, de mivel
a DI RNS-ekr6l tomegesen keletkez6 siRNS-ek telitik a p19 sSRNS ko6té kapacitasat, hasonlod
tiinetek keletkeznek, mint a CIRV-3M esetében, amikor a mutans p19 nem tudja megkotni a
szabad viralis siRNS-eket (25. abra).

A

16 dpi. (21 °C)

Mock CIRV CIRV+DI CIRV-3M CIRV 19Stop

AGOT1 fehérje
p19 fehérje

onceau festés

miR168
Viralis
RNS-ek miR159

rRNS

25. abra A A/ fert6zés tiineteinek, B/ a virusmennyiségnek és C/ az AGO1 mRNS, AGOL fehérje
és a mir168 mennyiségének vizsgalata DI-t tartalmazo, illetve nem tartalmazé vad tipusu és 3M
mutans virusokkal valé fert6zés soran.

A DI RNS medialt sRNS telités tehat nem zavarta a p19 miR168 indukalo képességét,
tovabb erdsitve azt a feltételezésiinket, hogy az SRNS kotés €s a miR168 indukcid a VSR két
egymastol fiiggetlen tulajdonsaga.

6.2 A gazdanovény génexpressziojanak valtozasa akut és perzisztens

virusfertozeés soran

A nagy-ateresztOképességli génexpresszids valtozasok jellemzésére alkalmas vizsgalati
modszerek lehetévé tették, hogy az akut és a perzisztens fertézések soran bekovetkezd
génexpresszids valtozasokat nagyobb mélységben, genom szinten vizsgaljuk. Kisérleteinkben
microarray €s RNS szekvenalasi eljarasokat hasznalva vizsgaltuk a fertdzés soran bekdvetkezd
génexpresszids valtozasokat €s az eredmények egy részét fliggetlen modszerekkel (Northern
blot és kvantitativ RT-PCR) igazoltuk vissza. Kiilonboz6 bioinformatikai moddszerek
hasznalataval megéllapitottuk az akut és perzisztens fertézéseket kisérd génexpresszids
valtozasokra jellemzd altalanossdgokat és kiilonbségeket, illetve azt, hogy milyen fizioldgiai
valtozasok jellemzik a kiillonboz6 fertdzéseket.

A virus fertdzések soran megjelend tiinetek €s a fertézési életciklusok alapjan kivalasztva,
a gazdanovényeken akut és perzisztens fertézéseket okozd, egyszali RNS virusokkal fertdztiik
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a gazdanovényeket. N. benthamiana novényeket CymRSV (tombusvirus, akut), crTMV
(tobamovirus, akut) és TCV (tombusvirus, perzisztens), mig S. lycopersicum novényeket PVX
(potexvirus, akut) és TMV-U1 (tobamovirus, perzisztens) virusokkal. A mintaszedés idejét ugy
valasztottuk meg, hogy kellden korai legyen ahhoz, hogy a virus mar szisztemizalodjon de még
csak enyhe tiineteket, klordzis, torpiilést, okozzon. A kisérletek és a mintavételek idejét az 26.
abran foglaltam Ossze.

A CymRSV crTMV mock TCV mock
N.benthamiana

10 novény/ fertézés
3 biol6giai ismétlés

4dpi 4dpi 4dpi 8dpi 8dpi - IR hétérképezés
5dpi 5dpi 5dpi 11dpi 11dpi ‘ Microarray
7dpi 7dpi 7dpi 11dpi 11dpi - Klorofil fluoreszcencia

TMV-U1 mock S.lycopersicum

| 8dpi }- IR hétérkepezés
I 13dpi ‘ Chlorophyll fluorescens
[ 14dpi I RNS szekvenalas
26. abra A virusfertézott A/ N. benthamiana és B/ S. lycopersicum génexpresszios és fiziologiai
vizsgalatanak attekintése a mintavételi idopontot megjelolésével.

4 novény/ fertézés
3 biolégiai ismétiés

6.2.1 A gazdanovény transzkriptdmja akut fertézés soran jelentdsen

megvaltozik
A virusfertézés soran lejatszodo transzkripeid valtozasokat CymRSV-, crTMV-, TCV-
(és mock) fert6zott N. benthamiana névényben microarray hibridizacioval vizsgaltuk.
Az eltéréen expresszald gének azonositasahoz minden olyan a chipen el6forduld probat
Osszegyljtottiink, melyek legalabb 2x-es valtozast (és 0,5-nél kisebb p értéket) mutattak a

virusfert6zott novények barmelyikében.
>2x-es véltozas

A CymRSV- és a crTMV-fert6zott 5000 4285
novényekben a kiilonbdzd expressziot mutatd 4000 3832
probak (differentially expressed probes - DEPS) 3000 2807
szama (6639 és 6318) volt, mig a TCV-fert6zott 2000 2033
mintdkban a DEP-ek szdma ennél jelendsen, 1000 275 5 40
kb. egy nagysagrenddel kisebb (515 DEPS) volt
(27. 4bra). CymRSV chI\/IV cv

mup mdown

27. abra N. benthamiana névényben
virusfert6zés soran eltérden expresszalodo
DEP-ek eloszlasa
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Ezek koziil 2807, 2033 és 275 proba expresszidja csokkent, mig 3832, 4285 és 240
expresszioja nott (28. abra). Az indukalodott (1473) és a csokkent expresszioju (3219) probak
tobbsége a CymRSV- és a crTMV-fert6zés soran megegyezett, ami hasonld regulaciot sugall.

>2x-es expresszio névekedés >2X-68 expresszio csbkkenés

o TMV CymRSV crTMYV, CymRSV
‘. 1299 o0
77 35 p\
2 =~ 3 3

TCV
‘Tev?

28. abra A Kiilonb6z6 virusok fertézése soran a N. benthamiana névényben eltéréen és
hasonloan expresszalédo DEP-ek eloszlasanak abrazolasa Venn-diagrammon.

A PVX ¢és a TMV-UL fert6zott S. lycopersicum-ban bekovetkezett génexpresszios
valtozdsok azonositasat RNS-szekvenalassal (RNS-seq) hataroztuk meg.
A Kkiilonbozbéen expresszalo gének >2x-es valtozas

(differentially expressed gene - DEG)-nek 3500 2975
. . . , v 3000 273
azokat tekintettiik, amik a virusfertdzés 2500
soran legalabb kétszeres valtozast (és p 2000
<0.05) mutattak. 1500 1008
o ) . 1000 664
PVX fert6zés soran 5711, mig TMV- 500 I.
Ul fertézés soran joval kevesebb, 1672 0
DEG-et azonositottunk, melyek koziil 2736 PVX TMV-UT

és 1008 DEG indukalodott, mig 2975 és 664 ®up = down

.. , 29. abra L. esculentum novényben
DEG expresszidja csokkent (29. abra). . o ; veny
virusfertozés soran eltéroen

expresszalodo DEP-ek eloszlasa.

A DEG-ek csak kis szama egyezett meg a PVX és a TMV-UI fert6zott ndvényekben (542 és
288) és a valtozasok nagy része a PVX fertdzés soran kovetkezett be (30. abra).

>2x-es expresszié ndvekedés >2x-es expresszio csokkenés

PV
PVX
. o ‘ 376
TMV-U1

TMV-U1

30. abra A Kkiilonb6z6 virusok fertézése soran L. esculentum névényben eltéréen expresszalodo
DEP-ek szamanak eloszlasanak abrazolasa Venn-diagrammon.
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A vulkan-diagrammok azt mutatjak, hogy N. benthamianaban sokkal tobb az
expresszios csokkenést mutaté gének szama, mint S. lycopersicumban, ahol a fel és le-
regulalodott gének szama kb megegyezett. (31. abra).

A CymRSV/mock crTMV/mock TCV/mock

4010 g-value
4

0 20 40 40
log2 fold change

‘PVX/mock TMV-U1/mock

genes: TMVAmock

gones: PVX/m

0910 p-value

log2 fold change

31. abra A A/ N. benthamiana és B/ L. esculentum gazdanévényben bekovetkezo génexpresszios
valtozasok abrazolasa vulkan-diagrammon. A szignifikansan kiilonb6z6en expresszalodo géneket
piros szin mutatja.

Ez lehet annak a kdvetkezménye, hogy a N. benthamiana chipen jelenlevé probak nem a
genom egeészeét keépviselik, egyes gének reprezentaltsdga nagyobb lehet. Ez az egyenldtlenség
tikkrozodhet a DEG-ek szdmaban, ami nem feltétleniil mutatja a valtozasok valos aranyéat. Ezen
eredményeink is azt mutatjdk, hogy akut fertdzés esetén a gazda transzkriptomja jelentdsen
valtozik, mig perzisztens virus fertdzése a gazda génexpressziojat sokkal kisebb mértékben
valtoztatja meg. Az akut és perzisztens fertdzések altal indukalt valtozasok mértéke a két
gazdaban hasonlo képet mutatott.

6.2.2 Afotoszintézishez kot6dd traszkriptumok expresszidjanak csokkenése

és a stresszgének aktivalodasa az akut fert6zéshez kothet6

Ahhoz, hogy kiderithessiikk az akut €és a perzisztens fertdzések soran bekovetkezd
génexpresszios valtozasok hatterében huzodé molekularis folyamatokat, megvizsgaltuk a
DEG-ek funkcidjanak megoszlasat (annotacidjukat a Bin kodjuk alapjan végeztiik el). A
legnagyobb valtozast mutatd gének (az Osszes virusfertézést figyelembe véve), a fehérje
anyagcserében, RNS szabdlyozasban, szignal utvonalakban és a transzportban jatszanak
szerepet, ¢s megegyeztek az akut és a perzisztens fertézések soran mindkét gazdaban. A
kiilonboz6 expressziot mutatd gének vizsgalatakor azt talaltuk, hogy a fotoszintézisben szerepet
jatszo traszkriptumok gatlasa, és a stresszgének indukcidja szinte kizarolag az akut (CymRSV,
CrTMV ¢és PVX) fert6zések soran valdosul meg és expressziojuk a perzisztens (TCV és TMV-
U1) fert6zések soran valtozatlan marad (32. abra).
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A B

N. benthamiana S. lycopersicum N. benthamiana S. lycopersicum
CymRSV crTMV  TCV PVX TMV-U1 CymRSV oTMV  TCV PVX TMV-U1

32. abra A A/fotoszintézisben és a B/ stresszvalaszban fontos gének expresszios valtozasainak
abrazolasa a virusfertézések soran heat-map abrazolassal. 1-1 csik egy-egy DEP-et, illetve DEG-
et jelez. Piros az expresszios novekedést, mig a zold az expresszios csokkenést. A szinek intenzitasa

aranyos a valtozas mértékével.

6.2.3 A haztartasi-, stressz- és néhany specialis anyagcsere-gén expresszioja
megvaltozik akut fertézés soran, mig perzisztens fertézéskor

valtozatlan marad

Korabbi kisérleteink soran kimutattuk, hogy a CymRSV-ferté6zott N. benthamiana
szisztemikus leveleiben a Gapdh, tubulin, Rubisco, klorofill a/b k6t6 fehérje (CPs) 29 (CP29)
és a hiszton 1 (H1E) transzkriptumok szintje erételjesen lecsokken. Az elongacios faktor (EF)
2 mMRNS-ének szintje kicsit csokkent, mig a glutation S-transzferazt (glutathion S-transferase -
GST) és a hosokk fehérjét (heat shock protein - HSP) 90 kodolé (HSP90) transzkriptumok
szintje megnétt (Havelda et al., 2008). Megvizsgaltuk ezen gének expresszidjanak szintjét a
microarray és az RNS-seq adatainkban. A microarray chip tobb Rubisco-, Gapdh- és CPs-
specifikus probat tartalmazott. Ezek expresszidja csak az akut fert6zések (CymRSV és crTMV)
soran valtozott a perzisztens TCV fert6zéskor valtozatlan maradt, amit Northern blot analizissel
is visszaigazoltunk (33. abra/A). A virusfert6zott S. lycopersicum RNS-seq eredményei és ezek
Northern-blottal val6 visszaigazolasa is azt mutattak, hogy ezen gének expresszidjanak szintje
csak a PVX fertézés soran csokkent drasztikusan, TMV-U1 fert6zés soran alig, vagy egyaltalan
nem valtozott (33. abra/B). A tubulin, EF-ek és hisztonok expresszidja is f6leg az akut
(CymRSV, crTMV ¢és PVX), fertézések soran csokkent mig perzisztens fertézéskor (TCV és
TMV-U1L) expressziojuk nem valtozott (34. A és B).
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33. abra A Rubisco, a Gapdh és a kiilonboz6 klorofill koté fehérjék (CPs expressziojanak
vizsgalata virusfertézott A/ N. benthamiana és B/ S. lycopersicum novényekben. A felsé panel
oszlopdiagramjai a microarray analizis (N. benthamiana) vagy az RNS-seq (S. lycopersicum) soran az
adott gént reprezentalé DEP-ek, vagy DEG-ek-re kapott expressziot log2-szeres valtozasat mutatjak. Az
also panel az adott endogen génre specifikus radioaktiv probaval végzett Northern hibridizaciot mutatja.
A jelek alatt a valtozasok mértékét a mock fertdzott novényben detektalt expresszidhoz viszonyitva
adtam meg (mintafelviteli kontrollként az EtBr festett gélek rRNS-eket tartalmazo régioit adtam meg).
Sarga szinnel azokat a DEP-eket, vagy DEG-eket jeloltem, melyek expressziojat Northern blottal
vizsgaltuk. (A vizsgalt N. benthamiana Gapdh-ra specifikus probat nem talaltunk a microarray chipen.)

A Nicotiana benthamiana B Solanum lyeopersicum c Solanum Iveopersicum
CymRSV <rTMV TV
2 2 PVX TMV-UL
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2 0
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34. abra A tubulin, az elongacios faktorok és a hisztonok expressziéjanak vizsgalata virusfert6zott
A/ N. benthamiana és B/ S. lycopersicum névényekben. Az oszlopdiagrammok a microarray analizis
(N. benthamiana) vagy az RNS-seq (S. lycopersicum) soran az adott gént reprezentalo DEP-ek, vagy
DEG-ek-re kapott expressziot log2-szeres valtozasat mutatjak. Az A jobb oldali panelen a CymRSV
fert6zott N. benhthamiana esetén ezen gének expresszidjanak Northern blottal valo vizsgalatat mutatom
be (Havelda et al., 2008). A B panel jobb oldalan egy paradicsom EF és hiszton expressziojanak gRT-
PCR-rel kapott eredményét mutatom be bajusz diagrammon. Sarga szinnel azokat a DEP-eket, vagy
DEG-cket jeloltem, melyek expresszidjat Northern blottal vizsgaltuk.
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A GST, patogén-kapcsolt (pathogen related, PR), a szisztemikus rezisztencia (systemic
acquired resistance, SAR) és a HSPk tipikus stresszgének. A GST specifikus probak és a GST
gén szintje is indukalodott akut fertézés soran és nem valtozott perzisztens fertézéskor (35.
abra/A és B).

Nicotiana benthamiana Solanum lycopersicum

A

CymRsV| aTMV TV PVX TMV-U1

=

I| il

|III|||I|||1|‘|H_

I I .
|

GST

S o N s oo

W.MMINII_

il

GST

Relativ génexpresszié
Lbonaoaes
Relativ génexpresszié

S
b
&S

GST
1 14 20

35. abra A GST expressziéjanak vizsgalata virusfertézott A/ N. benthamiana és B/ S. lycopersicum
novényekben. A fels6 panel oszlopdiagrammjai a microarray analizis (N. benthamiana) vagy az RNS-
seq (S. lycopersicum) soran az adott gént reprezentalo DEP-ek, vagy DEG-ek-re kapott expressziot log2-
szeres valtozasat mutatjak. Az also panel az adott endogén génre specifikus radioaktiv probaval végzett
Northern hibridizaciét mutatja. A jelek alatt a valtozasok mértékét a mock fert6zott novényben detektalt
expressziohoz viszonyitva adtam meg (mintafelviteli kontrollként az EtBr festett gél rRNS-eket
tartalmazo régioit adtam meg). Sarga szinnel azokat a DEP-eket, vagy DEG-eket jeloltem, melyek
expressziojat Northern blottal vizsgaltuk. (A vizsgalt N. benthamiana GST-re specifikus probat nem
talaltunk a microarray chipen.)

GST

| viral RNS
rRNS

| virus RNS
rRNS

Megvizsgaltuk a PR, SAR és HSP gének expresszidjat is és azt talaltuk, hogy ezek is
csak az akut (CymRSV, crTMV ¢és PV X) fertdzések soran indukalodtak és expresszios szintjiik
a perzisztens fertézések (TCV vagy TMV-UL) soran valtozatlan maradt (36. abra/A és B).
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36. abra A PR, a SAR és a HSP gének expreszidjanak vizsgalata virusfert6zott A/ N. benthamiana
és B/ S. lycopersicum novényekben. Az oszlopdiagrammok a microarray analizis (N. benthamiana)
vagy az RNS-seq (S. lycopersicum) soran az adott gént reprezentalé DEP-ek, vagy DEG-ek-re kapott
expressziot log2-szeres valtozasat mutatjdk. A Northern blottok paneljei az adott endogen génre
specifikus radioaktiv probaval végzett Northern hibridizaciot mutatjak. A jelek alatt a valtozasok
mértékét a mock fertézott ndvényben detektalt expresszidhoz viszonyitva adtam meg (mintafelviteli
kontrollként az EtBr festett gél rRNS-eket tartalmazé régiodit adtam meg). Sarga szinnel azokat a DEP-
eket, vagy DEG-eket jeloltem, melyeke expresszidjat Northern blottal vizsgaltuk.
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A protodermal faktor 1 (PDF1) és a laktat-dehidrogenaz (LDH) egyarant az akut fert6zés
soran legjobban valtozo6 probak kozott voltak jelen, mig szintjilk nem véaltozott a TCV
fert6zott N. benthamiandaban (37. abralA, B).

A A
§ s &
éf F & &
s -, ProDH fmeeem e ) o Proba Log? Fold change S, |\‘7€0perﬁcum Log? Fold change
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37. abra Az A/ LDH és a B/ PDF1 expressziéjanak vizsgalata virusfertézott N. benthamiana és S.
lycopersicum névényekben. A Northern blottok paneljei az adott endogen génre specifikus radioaktiv
probaval végzett Northern hibridizaciot mutatja. A jelek alatt a valtozasok mértékét a mock fertézott
novényben detektalt expresszidhoz viszonyitva adtam meg (mintafelviteli kontrollként az EtBr festett
g¢él rRNS-eket tartalmazo régioit adtam meg). A jobb oldali tablazatok az adott génre specifikus DEP és
DEG-ek virusfertdzés soran megvaltozott expressziojat mutatjak.

Az LDH a prolin metabolizmusban vesz részt (Peter et al., 2014). Stressz hatasara a prolin
dehidrogenaz aktivaloédik (ProDH) és igy a prolin gyorsan lebomlik (Soledad et al., 2017). A
laktat az LDH szubsztratja, de egyben a ProDH kompetitiv inhibitora, igy az LDH
expressziojanak indukcidja kozvetetten megnoveli a ProDH aktivitasat, €s lehetdvé teszi a
gyors stressz valasz kialakulasat. A PDF1 egy feltételezetten extracellularis prolin-gazdag
fehérjét kodol, ami kizardlag a ndvényi szervek fejlddése soran kialakuld protoderméban és a
merisztéma L1 sejtjeiben expresszalodik. Ennek szintje is csak az akut fert6zés soran nétt, mig
TCV fertézéskor valtozatlan maradt (37. abra/B). S. lycopersicum-ban a PDF1 és az LDH
expressziojanak valtozasa hasonl6 trendet mutatott, a PDF1 szint jelentdsen megndtt a PV X, és
csak kicsit valtozott TMV-U1 fertézéskor, mig az LDH expresszidja csak PVX fertézéskor
csokkent, TMV-U1 fert6zéskor a szintje enyhén emelkedett (37. abra/A és B).

A fent leirt génexpresszios mintazatok azt mutatjak, hogy akut fert6zéskor a traszkriptom
specifikus valtozast mutat, mindkét gazdaban igen hasonloan, és ez a drasztikus valtozas
perzisztens fertézéskor nem kovetkezik be.

6.2.4 Afotoszintézisben résztvevd, sejtfal atalakitd és a hormonalis
valaszadasban fontos transzkriptumok expresszidja jelentésen

megvaltozik akut fert6zés soran

A virologia egyik igen kutatatott alapkérdése a virusfertézés soran kialakuld tiinetek
kialakulasdnak hatterében allo folyamatok molekularis mechanizmusa, ennek ellenére nagy
része maig ismeretlen. A virusfertdzott novényen megjelend tiinetek a molekularis €s fiziologiai
valtozasok Osszességét tiikrozik (Rojas et al., 2014, Paudel & Sanfagon, 2018). A kiilonbozo
novényi virusok altal okozott altalanos tiinetek a klorozis, sargulds, a levél méretének
csokkenése ¢€s torzulasa vagy oregedése. Ezek a valtozasok sokszor egybeesnek a gazda
fotoszintetikus aktivitasanak vagy kloroplasztisz szerkezetének megvaltozasaval (Dardick,

47



dc 1674 19 , . » .
- - Varallyay Eva: MTA doktori értekezés

2007, Satoh et al., 2013, Liu et al., 2014, Ahmed et al., 2017, Huang et al., 2017, Seo et al.,
2018). A kloroézist és a sargulast okozhatja a klorofill lebomlasa, ami a levél 6regedésének egy
korai jele. A klorofill lebomlasanak egyik kulcs regulatora a pheoforbid-a oxigenaz, a PAO,
ami a pheoforbid porfirin gyiriijének hasitasat katalizalja. A reakci6 soran egy voros klorofill
intermedier (red Chl catabolite intermediate (RCC)) keletkezik, ami kés6ébb a vakudlumban
bomlik le (38. abra/A). Biotikus stresszek soran a PAO szintje megné (Xiao et al., 2015, Zhu
et al., 2017). Sajnos a microarray chipen nem talaltunk PAO specifikus probat, de Northern
blottal megvizsgalva kimutattuk, hogy indukalodik a szintje akut (CymRSV és crTMV)
fertézéskor (38. abra/B). Ezzel ellentétben az RNS-seq eredményeink S. lycopersicum-on azt
mutattak, hogy harom kiilonb6z6 PAO-szerli gén szintje enyhén csokken PV X ¢és alig valtozik
TMV-UL fert6zéskor (38. abra/C).

A
NYE1L
—— . NYCI HCAR ;------- NYE2 PPH ;-----—-----; PAO ------ ,
' Chlb | ' Chla | . Pheidea :— RCC | —| degradation invacuole
,,,,,,,, ' NOL '1 '1
MgZ*  phytol
B Nicotianabenthamiana C Solanumlycopersicum
& & Id ch
b
490 ::g. & Q?g- Gene ID Log2 Fold change
¢ ~Ng PVX |TMV-U1
Wno PAO  [Solyc06g060310.2 | -2,42872)
12 07 15 Solyc11g012850.1 | -1,7198¢ -1,47708
- virus RNS Solyc05g052470.2 1,42353]
rRNS

38. abra A A/ PAO szerepe az anyagcsere-folyamatokban és B/ génexpressziojanak valtozasa
virusfertézott/ N. benthamiana és C/ S. lycopersicum névényekben. A Northern blott panelje a PAO-
ra specifikus radioaktiv probaval végzett Northern hibridizaciot mutatja. A jelek alatt a valtozasok
mértékét a mock fertdézott ndvényben detektalt expresszidhoz viszonyitva adtam meg (mintafelviteli
kontrollként az EtBr festett gél rRNS-eket tartalmazo régioit adtam meg). A C panel tablazata a PAO-
ra specifikus S. lycopersicum DEG-ek virusfert6zés soran megvaltozott expressziojat mutatjak.

Akut fertézéskor a klorozis és a sargulds mellett mindkét gazda enyhe torpiilése is
megfigyelhetd volt. Ha a sejtfal szintézis megvaltozik, a levelek mérete csokkenhet, alakjuk
torzulhat és a teljes névény mérete is csokkenhet. Ezt lehet megfigyelni a sejtfal szintaz (cell
wall synthase - CESA) mutans, vagy CESA-géncsendesitett novényekben (Burton et al., 2000).
Ezzel ellentétben, a sejtfal invertaz (cell wall invertase - CWINV), ami a szaharozt fruktozza
alakitja, altalaban indukalodik korai védekezési reakciokban (Essmann et al., 2008)(39.abra/A).
Paradicsom sarga levélsordodéas virus fertézott paradicsomban, kiilondsen, ha paradicsom
klorozis virussal egyiitt fertozték, a torpiilés kdzvetleniil kapcsolhato volt a CESAS8 expresszid
csokkenésével és a CWINV2 expresszio indukcidjaval (Seo et al., 2018). A virusfert6zott N.
benthamiana és S. lycopersicum vizsgalata soran mi is hasonlo trendet figyeltiink meg (39.
abra/B és C), ti. a CESAS8 tipust szintazok szintje le-, mig az invertazok szintje fel-
regulalodott.
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39. abra A A/ CESA és a CWINV szerepe az anyagcsere-folyamatokban és génexpressziéjanak
valtozasa virusfertézott B/ N. benthamiana és C/ S. lycopersicum novényekben. A B és C panel heat-
map-je az adott enzimre jellemz6 DEP-ek (B) és DEG-ek (C) expresszids valtozasat mutatja. A panelek
jobb oladalan az adott gén expresszidjanak qRT-PCR-rel vald vizsgalata soran kapott eredményt
mutatom be bajusz diagrammon.

Eredményeink szerint a PAO, CESA és CWINV expresszios szint korrelalt a fert6zés
tipusaval, akut fert6zés soran mindkét gazdaban sokkal kifejezettebb volt. Ezek a véltozasok
pedig hozzajarulhatnak a fertézés soran kialakuld torpiiléses tlinetekhez.

Az akut fertézés soran sokszor megjelend kiilonbozé fejlédési rendellenességeket a
megvaltozott hormon anyagcsere is okozhatja (napjainkban 6sszefoglalva: (Paudel & Sanfagon,
2018). A novény novekedését, fejlodését és megnyulasi folyamatait regulald auxinek,
citokininek, gibberellin sav és brassinoszteroidok szintjének valtozésa a virusfertézés soran
nem egyértelmii (6sszefoglalva: (Mazen & Na-Sheng, 2015). Ugyan a microarray chip és a
paradicsom genom nem megfeleld annotildsa nem tette lehetdvé, hogy e folyamatokban
résztvevd DEP-eket és DEG-eket teljesen feltérképezziik, az egyértelmii, hogy akut fertézéskor
az ezen utvonalakban résztvevd gének expresszidja mindkét gazdaban megvaltozott, mig
perzisztens fert6zésnél alig mutattak valtozast. A tobbi névényi hormon: etilén, abszcizinsav,
jazmonsav vagy szalicilsav altal szabalyozott transzkripcios faktorok eltérden regulalhatjak a
szeneszcenciaban résztvevl géneket (senescence-associated genes (SAGSs)), ami végiil a
klorofill lebomlasahoz és a levél 6regedéséhez vezet (Robatzek & Somssich, 2002, Woo et al.,
2013). A hormon bioszintézis és regulacio teljes, vagy kombinalt megvaltozasa vezethet végiil
a levél oregedéséhez. Az akut fertézések soran bekdvetkezd valtozasok a hormon anyagcsere-
utvonalak minden szintjén kifejezettebbek voltak, ami magyarazhatja azt, hogy miért alakulnak
ki stilyosabb tiinetek e fertdzések soran.

6.2.5 Fiziologiai valtozasok virusfert6zott N. benthamiana és S. lycopersicum

novényekben

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, hogy vajon az akut fertézés soran bekdvetkez6 molekularis
valtozasok valoban fiziologiai valtozdsokat idéznek-e eld, megvizsgaltuk a gazda
fotoszintetikus  aktivitdsanak valtozasat. Ehhez a virusfertézott ndvények klorofill
fluoreszcencia, levélhdmérséklet fotoszintetikus aktivitds és performance index paramétereit
jellemeztiik, fiziologiai mérések segitségével.

Hokameras vizsgalataink eredményei azt mutattdk, hogy a beteg és az egészséges
novények parolgas soran bekovetkezd hdvesztesége eltér. Az egészséges novények a beteg
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novényeknél tobb vizet parologtatnak, aminek lehet az az oka, hogy sztoma reguldciojuk
hatékonyabban miikodik, vagy akar az is, hogy a patogén a sztdma zarodésat idézi elo.

Hokameras vizsgalatokkal a fert6zott novények és a ndvényt korilvevd levegd
hémérsékletét hasonlitottuk dssze (40. abra).

A mock fert6zott novények transpiracids ratdja a perzisztens virusokkal fertézott
novényekhez hasonlitott jobban. Akut fertézéskor a levélhdmérséklet szignifikansan magasabb
volt, majdnem elérte a levelet koriilvevo levegd hdmérsékletét, ami azt sugallja, hogy az akut
fertdzést okozod virusok a gazda légcseréjét gatoljak.

Nicotiana benthamiana Solanum lycopersicum
c mock PVX TMV-U1
mock CymRSV crTMV l .
X U1
B D ma:‘
Az | i,"l'
.
5.02 E P
$ .05 2951
0o @
5-0.8 08
;g -1.1 © 1.1
T-1.4 1.4

40. abra A kisérleteinkben hasznalt virusfert6zott novények képe lathaté fényben (A és C) és
hékameras felvétellel (B és D). A B és D paneleken az adott levél héérsékletét a kornyezethez
viszonyitva is bemutatom oszlopdiagrammokon.

Klorofill fluoreszcencia mérésekkel is jellemeztiik a virusfert6zott névényeket és azt
tapasztaltuk, hogy a Il fotorendszer donor és akceptor oldalanak elektrontranszferét jellemzo
paraméterek az akut fertdzések sordn jelentOsen valtoztak, mig a perzisztens virusok esetében

ezek az értékek a kontrollal megegyeztek, vagy akar, a TCV esetében, kicsit meg is emelkedtek
(41. abra).

Nicotiana benthamiana B Solanum lycopersicum
—+—CymRSV —+—crTMV  —=—TCV —o—PVX = TMV-...
Fo Fi
1.5 15 |
Fm " Pl 1.0 Fm
U
(1-Vj) 1 Vj Fv/Fn1-Vj) / Vj Fv/Fm Fv/Fr(n-Vj) / Vj FviFin
Fv/Fo Area Fv/Fo Fv/Fo Area
RC/ ABS RC/ ABS RC/ABS

41. abra A Klorofill fluoreszcenciat jellemzé paraméterek valtozasa virusfertézott A/ N.
benthamiana és B/ S. lycopersicum novényekben pokhalédiagrammon bemutatva.

A mért fizioldgiai paraméterek igen hasonlon valtoztak, mint a molekularis véaltozasok,
perzisztens fertdzéskor enyhe, mig akut fertézéskor jelentds valtozdsok voltak
megfigyelhetdek, mar a fert6zés korai stadiumaban.
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6.2.6 Olyan szabalyozasban fontos gének is hasonloan valtoztak az azonos
tipusu virusfert6zésekben, melyek a sejtmagban fejtik ki hatasukat

novényekben bekdvetkez6 molekularis €s fiziologiai valtozasok is igen hasonloak voltak, ami
egy altalanos szabalyozd folyamat jelenlétére utal. In vitro transzkripcios kisérletekkel
kimutattuk, hogy a shut-off a sejtmagban, transzkripcidés szinten torténik, ott, ahol a
transzkripcids faktorok is szabalyozzak célgénjeiket (Havelda et al., 2008). Microarray
kisérleteink soran szamos ilyen szabalyozo fehérjeként annotalt DEP-et azonositottunk. Ezek
koziil ugyan tobbet megvizsgaltunk részletesebben, de végiil csak hathak az expresszids
mintazatat tudtuk Northern blottal is igazolni (42. abra). A bazikus leucin zipzar (BZL)-4, NAP-
szerl (nucleoszoma Osszeszereld fehérje), a zink-ujj (ZF) P11 és egy WRKY70 transzkripcios
faktor aktivitasa jelentdsen nott, mig egy leucin gazdag (LRR) transzmembran kinaz és egy
transzmembran kinazszerti (TMKL)-1 fehérje expresszioja csokkent akut fertézések soran. A
BZL-4 a BZIP transzkripcios faktor csalad tagja, és a biotikus stresszek soran betdltott szerepe
nem ismert. Tudjuk viszont azt, hogy taltermelve a dohany noévekedése csokken, az
interndduszok megrovidiilnek, kisebbek lesznek a viragok és kevesebb a pollen termelddik
(Tim et al., 2010). Ha az egyik lehetséges Antirrhinum majus ortoldgjat taltermeltették, akkor
csokkent a klorofill a/b koté fehérjék traszkripcidja (Strathmann et al., 2001). Ezzel
Osszhangban a megnétt BZL-4 expressziot mutatd novények: a CymRSV, crTMV-fertdzott
dohany ¢és a PV X-fertdzott paradicsom ndvekedése mérséklodott, és ezzel pahuzamosan a CAB
fehérjéket kodolo génjeik expresszidja nagyon lecsokkent, azt mutatva, hogy ez a BZL
transzkripcids faktor biotikus stresszekben is szerepet jatszhat.

Transzkripciés faktor Préba Log?2 Fold change S. [vcopers}cum Log2 Fold change
A CymRSV | cTMV_| TCV homoldg PVX ™V
BZL4 A_95_P006856| 3,70 3,65 Solyc01g100460.3 1,30748
AP A 95 P126537 211 6,28 Solyc04g005610.3 2,64939 1,2741%
- Solyc05g007770.3 1,18952
Solyc05g054660.1
Solyc05g054650.1 3,6686
VFP19 A_95_P305473 6,47 7,75 5olyc058054655.1
Solyc11g066400.1 1,57711 1,23239
RKY70 A_95_P258031 3,49 3,34 Solyc05g014040.1
LRR transzmembrankindz | A_95_P084700 -5,27| -5,83 Solyc08g081940.3 -1,51834
[TMLK1 A 95 P122827| -5,11 -5,57] Solyc09g061930.3
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42. abra Kiilonbo6zd, virusfertézés soran markans valtozast mutaté transzkripcios faktorok
expressziojanak vizsgalata virusfertézott N. benthamiana és S. lycopersicum névényekben. Az A/
tablazatok az adott génre specifikus DEP és DEG-ek virusfertdzés soran megvaltozott expressziojat
mutatjak. A Northern blottok paneljei B/ az adott endogén génre specifikus radioaktiv probaval végzett
Northern hibridizaciét mutatjak. A jelek alatt a valtozasok mértékét a mock fert6zott novényben

1 03 09 0.3

\ virus RNS
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detektalt expressziohoz viszonyitva adtam meg (mintafelviteli kontrollként az EtBr festett gél rRNS-
eket tartalmazoé régidit adtam meg).
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A NAC-szeri transzkripcids faktorokat széles korben tanulmanyoztak: tudjuk, hogy
fontos szereplik van az Oregedési folyamatokban, és hogy az etilén érzéketlen (ethylen
insensitive; EIN)-2 utvonalon keresztiil szabalyozodnak (Kim et al., 2014). A NAP-szer(i proba
a microarray chip-en egy AtNAP (ANACO019-like) transzkripcios faktorként volt annotalva,
ami a virag primordiumban termelddik, és az APETALA 3 (AP3) és a PISTILLATA (PI)
transzkripcios faktorok is szabalyozzak az expresszidjat (Sablowski & Meyerowitz, 1998). Az
AtNAP taltermelése korai Oregedést okozott (Guo & Gan, 2006), ahogy szintjének
megemelkedése is a korai Oregedéssel parosult (Vogelmann et al.,, 2012). Mind a N.
benthamiana és a S. lycopersicum homologjanak az expresszidja megnott akut fertdzéskor, azt
mutatva, hogy a korai oregedési folyamatok elkezdddtek.

Ismert, hogy a ZF transzkripcios faktoroknak a stressz folyamatokban, igy a bioikus
stresszben is fontos szerepiik van. Az AtZAT11 (At2g37430) expresszioja A. thaliandban
biotikus stressz soran a flagellin22 elicitor peptid hatasara megnétt (Zipfel et al., 2004), mig
nyarfaban a ZF11 homolégjanak, a PtiZFP1-nak az expresszidja szalicilsav (SA) és jazmonat
(JA) kezeléskor és rozsdagomba fertézéskor nott meg (Hamel et al., 2011). Kisérleteinkben a
P305473, ami egy ZF11 homolégként volt annotalva, expresszidja ndtt meg mindkét gazdaban
akut fertézéskor, jelezve, hogy ennek a regulacios utvonalnak is szerepe lehet a sulyosabb
tiinetek kialakuldséban.

A WRKY transzkripcios faktorokrdl tudjuk, hogy szerepet jatszanak a névény védekezo
folyamataiban. Maga a WRKY70 SA hatasara indukalodik, mig a JA gatolja az expressziojat.
Kolcsonhat a ,,Nem-expresszal patogén-regulalt fehérjétl” (Nonexpressor of pathogenesis-
regulated protein 1; NPR1) génnel, és azt gondoljak, hogy biotikus stresszek soran gatolja a
védekezéshez kotédé JA valaszt (Jing et al., 2006). A legijabb eredmények szerint a
brassinosteroid-regulalt novekedésben is szerepet jatszik (Chen et al., 2017). A WRKY70
szintje akut fertézések sordn megndtt, ami azt mutatja, hogy nemcsak bakterialis és gomba,
hanem virus fertézéskor is fontos a szerepe.

Az LRR transzmembran kinaz egy feltételezetten inaktiv kinazként volt annotalva, de
Arabidopsis homologja (At4g23740) aktivalodott (foszforilalodott) a bakterialis és gomba
fertézést mimel6 flagellin és xylanaz kezelés hatasara (Benschop et al., 2007). Ennek a
kindznak az expresszidja akut fertézéskor csokkent, azt sugallva, hogy mégis csak aktiv és,
hogy a virusfertdzés korai szignalizacidjaban vehet részt.

Egy masik kinazt, a TMKL1-t is azonositottuk microarray kisérleteinkben, mint aminek
csak akut fert6zéskor csokken az expresszidja, és ezt Northern blottal igazoltuk is N.
benthamianaban. Ez egy olyan Arabidopsis transzmembran kinaz homoldg, aminek igen
szokatlan a kinaz doménje, de funkciéja nem ismert (Valon et al., 1993). Paradicsom
homologjanak nem valtozott a szintje, még PVX fertézéskor sem, igy a virusfertézés soran
betoltott szerepét nem tudtuk bizonyitani.

6.2.7 Asejtmagban mUkddé RNSi folyamatok lehetséges szerepe az akut

fertozes soran bekovetkezo ,shut-off”-ban
A transzkripcids faktorok a sejtmagban fejtik ki hatasukat, de az RNSi folyamatok altal

MiRNS-eken és siRNS-eken keresztiil sokszor 6k maguk is regulalodnak (6sszefoglalva
(Zvereva & Pooggin, 2012, Seo et al., 2013, Paudel & Sanfagon, 2018).
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A transzkripcionalis RNSi (transcriptional gene silencing - TGS) soran a 24nt hosszu
SRNS-ek az ARGONAUTE 4 fehérjébe (AGO4) éplilnek be és igy vesznek részt a metilacios
¢s hisztonmoddositas alapt szabalyozasban. Azt mar régebben leirtak, hogy patogén fertézéskor
a TGS is megvaltozik (Dowen et al., 2012). Mi is azt talaltuk, hogy az AGO4 expresszidja
megvaltozott, akut fertdzésnél csokkent, csakligy, mint tobb metiltranszferaze (43. abra).

Y
A F & &
& é‘ (,§ & Préba Log2 Fold change S. Iycopersicum Log? Fold change
cymRsV | crTMv | Tev homoldg PVX TMV
¥ | AGo4 Solyc06g073540.3 | -1,02895
1 0.06 0.06 1 A_95_P267014 -3,47 -3,54 Solyc06g073530.2
| virus RNS Kolyc01g008960.3
rRNS
B N .benthamiana $. lycopersicum Log2 Fold Change Log2 Fold Change
g Ty e TV PVX__ TMV-U1 Préba  |cymRsv| oy | Tey | SIveopersieum | oyl gy
K u homolég
E -
: ) h_o5_P092778 | -4,9852|-5,6606 bolyc01g006100.2 | -2,58695 -1,06544
2] B b o5 P018246 | -4,5027]-5,1737
: |
p. 25 P032611 EEiseRlEniou] Solyc12g100330.1| -1,08887
p_95_P045291 | -3,8118-4,9458
h 95 pasi627 | -4,0812 4,0849

43. abra A sejmagban miikodé szabalyozo enzimek A/ AGO4 és B/ metiltranszferazok
expressziojanak vizsgalata virusfertozott N. benthamiana és S. lycopersicum novényekben. A
tablazatok az adott génre specifikus DEP és DEG-ek virusfertézés soran megvaltozott expresszidjat
mutatjadk. A Northern blot az adott endogén génre specifikus radioaktiv probaval végzett Northern
hibridizaciot mutatja. A jelek alatt a valtozasok mértékét a mock fert6zott ndvényben detektalt
expressziohoz viszonyitva adtam meg (mintafelviteli kontrollként az EtBr festett gél rRNS-eket
tartalmazo régioit adtam meg). Az oszlopdiagrammok a microarray analizis (N. benthamiana) vagy az
RNS-seq (S. lycopersicum) soran a metiltranszferazokat reprezentalo DEP-ek, vagy DEG-ek-re kapott
expressziot log2-szeres valtozasat mutatjak.

6.2.8 Az akut fertdzést jellemzd haztartasi gén expresszio gatlas nem a

nekrozis kovetkezménye

Ahogy azt bemutattuk, akut fertdz¢s soran a gazdanévény génexpresszios rendszere igen
nagy valtozast mutat. Nem volt azonban vildgos, hogy vajon ezek a valtozasok a késdbbi
nekrozis okai vagy kdvetkezményei.

A tombusvirusok, mint a CymRSV ¢és a CIRV, a N. benthamianat szisztemikusan
fertdzik, és ez a fert6zés végiil a gazdandvény pusztuldsat idézi eld. Ezek a virusok egy igen
hatékony VSR-t kodolnak, a p19-et. A pl19 az antiviralis RNSI soran keletkez6 SiRNS-eket
duplex formaban koti (Vargason et al., 2003), igy meggatolja azok beépiilését az RNSI
végrehajto komplexébe, gatolva az RNS alapt védekezd folyamatokat. VSR hianyos
rekombinans virusokkal (CymRSV19S és CIRV19S) fertézve a novényeket az antiviralis
védekezés jol miikodik, és a novények kigyogyulnak a fert6zésbél (Varallyay et al., 2014). A
kigyogyulas folyamatanak végén egy majdnem egészséges fenotipus jelenik meg, és a hatékony
fertézésnek koszonhetden a virus csak kis mennyiségben van jelen. Az RNSi hatékonysaga
alacsony homérsékleten csokken (Szittya et al., 2003), igy alacsony homérsékleten a VSR
mutdns virusok is nagyobb mennyiségben tudnak felhalmozdédni. Azt is kimutattak, hogy a
CymRSV19Stop ¢és a CIRV19Stop virusok még alacsony hdémérsékleten sem okoznak
nekrozist (Havelda et al.,, 2005). Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, hogy a gazdagének
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expressziojanak gatldsa vajon a korai nekrozis kovetkezménye-e, alacsony hémérsékleten
(15°C-on) CymRSV19Stop és CIRV19Stopfertdzott novények génexpressziojat vizsgaltuk.
Ehhez frissen fejlodd (12dpi) szisztemikus levelek kivonataiban vizsgéltuk két haztartasi gén
(Rubisco és CP29) és egy stresszgén (PR-Q) expresszidjat Northern blottal (44. abra).
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44, abra Vad tipusu és pl19 deficiens mutans A/ CymRSV, B/ CIRV, virussal fertozott N.
benthamiana névényekben bekovetkezo génexpresszids valtozasok vizsgalata Northern blottal. A
jelek alatt a valtozasok mértékét a mock fert6zott novényben detektalt expressziohoz viszonyitva adtam
meg (mintafelviteli kontrollként az EtBr festett gél rRNS-eket tartalmazo régioit adtam meg).

A Rubisco és a CP29 szintje, csakagy, mint a CymRSV19S fertézéskor a Gapdh és
tubulin expresszioja, csokkent mindkét VSR deficiens virus fertézése esetén(Havelda et al.,
2008), mig a PR-Q szintje emelkedett, fiiggetleniil a VSR jelenlététol. Ezen eredményeink azt
mutatjak, hogy a haztartasi gének ,,shut-off’-ja nem a nekrozis kovetkezménye és fiiggetlen a
VSR jelenlététdl is.

6.2.9 Akilonbozd fert6zési stratégiaju virusfert6zések soran bekovetkezd
génexepresszios és fiziologiai valtozasok vizsgalatanak 6szefoglalasa

genom-szinten a génexepresszios ¢s fiziologiai valtozasokat. Az akut lefolyasu virusfertézések
kiilonb6z6 virusok (Tombus, Tobamo ¢és Potex) esetén, mindkét gazdandvényben hasonlo
valtozasokat eredményeztek, ami arra utal, hogy egy altalanos szabdlyozasi folyamat all a
valtozasok hatterében. A fert6zés soran a virusok a gazda eszkozrendszerét hasznaljak
replikaciojukhoz. E folyamatok soran a gazda membranrendszerét, RNS-transzport folyamatait,
transzkripcids €s transzlacios eszkoztarat is lefoglaljak. Logikus kovetkeztetés lenne, hogy a
gazda enzimatikus folyamatainak hidnya kozvetleniil vagy kozvetve felel az intenziv lefolyasu
fert6zés soran bekdvetkezd génexpresszids €s fiziologiai valtozasokért. A latens moddon,
folyamatosan jelenlevd virusok igen nagy mértékben halmozodnak fel, igy a gazda
traszkripcids és transzlacids rendszerének kihasznalasa mégsem lehet az akut fertdzés soran
bekovetkezd nagymértékli génexpresszids valtozasok elsddleges oka. Azt is bizonyitottuk,
hogy a haztartasi gének ,,shut-off” -ja nem a nekrézis kdvetkezménye és fiiggetlen a jelenlevd
VSR-t6l is. Kordabban azt feltételezték, hogy a virusfertdzés soran megjelend tiinetek
kialakitasaban a VSR-eknek jelentds szerepe van, mert interferalnak a gazda RNS alapu
szabalyozé mechanizmusaival (Mallory et al., 2002, Dunoyer et al., 2004). Ezt a lechet6séget
késébb a p19 esetében kizartak (Kontra et al., 2016), mert annak ellenére, hogy a pl19 igen
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hatékonyan koti a siRNS-eket, virusfertézés soran nem volt képes az endogén sRNS-ek
kotésére. Igy azt gondoljuk, hogy a jelentSs transzkriptom és fiziologiai valtozasok ugyan
befolyasoljak a miRNS regulalt fejlédési folyamatok szabalyozasat, a megfigyelt
anyagcserevaltozasok elsésorban mégsem ezen valtozasok miatt kovetkeznek be. Mivel akut
fert6zés soran a TGS kulcsregulatora, az AGO4 expresszidja is megvaltozott, lehetséges, hogy
a nagymértékii génexpresszios valtozasok kialakitasdban a TGS-alapti szabalyozasnak
kulcsszerepe van. Ennek eldontéséhez azonban a TGS mediatorainak, a 24nt hossz( endogén
SRNS-eknek és ezek metilacios folyamatokban betoltott szerepének vizsgalatara van sziikség.
Ezt a komplex mintdzatot pedig tovabb bonyolithatja az AGO1-nek (amire specifikus proba
nem volt a microarray chipen, és génexpresszids valtozasat nem detektaltuk) transzlacios
regulacioja.

6.3 VIGS vektor fejlesztése, hasznalata a genomikai, novénykortani
kutatasokban

6.3.1 VIGS vektor fejlesztése eqy pillangosviraguakat fert6z6 tobamovirusbol

A Medicago truncatula a pillangésviraguak modell ndvénye (Cook, 1999). Kis diploid
genomja, onterményiilése és gyors életciklusa miatt erre kivaloan alkalmas. Genomja az els6
szekvenalt genomok kozott szerepelt. Noha széles korben felhasznaljak a genetikai
kutatdsokban, foként a szimbiotikus nitrogénkotést célzo kisérletekben, mint virusgazdat nem
emlitik a szakirodalomban. A VIGS elsé felhasznalasa ota szdmos ndvénybdl, koztiik
pillangdsokat fert6z6 virusokbol is késziilt VIGS vektor: a pea early brown virus (PEBV) a
Pisum sativum (Constantin et al., 2004); a bean pod mottle virus (BPMV) pedig a Glycine
maximus (Zhang & Ghabrial, 2006) gazdandvény funkcionalis vizsgalatara lett kifejlesztve.
Noha igen hasznos lett volna olyan VIGS vektor fejlesztése, ami a pillangdés modellt, a M.
truncatulat fertdzi, ilyet a kozleményiink megjelenéséig nem irtak le. Grolund és munkatarsai
(Gronlund et al., 2008) megprobaltak a PEBV vektort a M. truncatuldn hasznalni. 21 6kotipust
fertdztek, és azt talaltak, hogy csak négyet tudtak szisztémasan fert6zni, de a szekvenalt genomu
Jemalong Al7-et nem. Mi az SHMV-t, egy tobamovirust felhasznalva készitettiink egy, a
Medicago truncatuldaz fert6z6 VIGS vektort.

6.3.1.12 Az SHMV szisztemikusan fert6zi a M. truncatuladt, de nem okoz rajta tineteket

SHMYV izolatummal (Salamon Pal gytijteményébdl) M. truncatuldat (Jemalong A17) fertéztiink.
6 nappal a fertdz€s utan a szisztemikus levelekben ki tudtuk mutatni a virus jelenlétét. Annak
ellenére, hogy a virus nagy mennyiségben akkumulalodott a levelekben, gyokérben €s szarban
még 40 nap utan sem tudtunk tiineteket megfigyelni (45. abra/A és B). A fert6zott ndvények
nemcsak tovabb néttek, viragoztak, hanem a mock fert6zott novényekhez hasonldan
Shinorhizobium meliloti-val inokulalva giiméztek is. A virust még a giimokben is ki tudtuk
mutatni in situ hibridizacioval, virus-specifikus DIG jelolt probat hasznalva (45. abra/C).
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45. abra Az SHMYV fert6zott M. truncatula vizsgalata. A/ SHMV fert6z6tt és mock inokulalt M.
truncatula, B/ Az SHMV detektalasa Northern blottal és C/ in situ hibridizacioval a fert6zott novény
kiilonb6z6 szerveiben, az. SHMV pozitiv szal negativ kontrollként szolgalt.

6.3.1.2 Fert6z6képes SHMV kldn készitése

Az SHMYV szekvenciajat hagyomanyos Sanger szekvenalassal hataroztak meg (Silver et al.,
1996). Ezt a szekvenciat alapul véve primereket terveztiink, és a birtokunkban levé SHMV
izolatumrdl cDNS szintézist kovetden 3 darabban amplifikaltuk a virust. A harom virusdarabot
restrikcids endonukledzokkal torténd hasitasokat felhaszndlva ligaltuk és épitettiik pUC18
vektorba ugy, hogy az 5’ végéhez egy T7 RNS polimeraz promoter szekvenciat, a 3° végéhez
pedig egy linearizalasra alkalmas Pmll restrikcios hasitohelyet épitettiink. A rekombinans
plazmidot Pmll endonukleazzal linearizaltuk, és ezt a tisztitott linearizalt plazmidot hasznaltuk
templatként CAP analdggal torténd in vitro transzkripciohoz. Fert6zést kovetden a virust N.
benthamiana és M. truncatula szisztemikus leveleiben is ki tudtuk mutatni mar a fertdzést
kdvetd 7. napon.

6.3.1.3 SHMV alapu VIGS vektor készitése

Az SHMV-vel rokon virus, a TMV, mar régota alapul szolgalt VIGS vektorok épitésére.
Ezeknél a probalkozéasoknal elég sok buktatd meriilt fel, igy az SHMV vektorok épitésénél mi
mar épiteni tudtunk a TMV vektorok épitésénél nyert és publikalt tapasztalatokra. Ezeket
figyelembe véve két vektort épitettiink: az SHMVProSHMV vektorban egyszeriien
megduplaztuk a CP szubgenomikus RNS promoterét és a vektorba az elsé promoter utan
kozvetleniil egy Smal klonozo helyet épitettiink (46. abra) Az SHMVProTOMYV vektorban a
masodik CP szubgenomikus RNS promoétert egy heterolog, egy masik tobamovirusbol, a
paradicsom mozaik virusbdl (tomato mosaic virus — TOMV) szarmazo6 CP szubgenomikus RNS
promoterre cseréltiik ki (46. abra).
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46. abra Az A/ SHMYV és a B/ beléle épitett VIGS vektorok genomszervezédésének sematikus
képe.
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Ennek az volt a célja, hogy csokkentsiik a virus replikécioja soran a duplikalt promoter
rekombinacioval vald elvesztésének lehetdségét (Shivprasad et al., 1999). Elészor az igy
elkészitett ,,lires” vektorokrol készitettliink in vitro transzkripcioval CAP-es transzkriptumot,
amivel N. benthamiana és M. truncatula novényeket fertéztiink, hogy teszteljikk a vektorok
biologiai aktivitasat. Az SHMVProSHMYV a vad tipusu virushoz hasonldan viselkedett, mig az
SHMVProTOMYV lassabban terjedt el a tesztnvényekben.

6.3.1.4 Az SHMV VIGS vektor képes idegen gént csendesiteni N. benthamiana
gazdanovényben

Ahhoz, hogy konnyen detektalni tudjuk a vektorunk alkalmassagat mind idegen gének
expresszidjara, mind csendesitésére, a két vektor klonozoé helyére GFP riportergént épitettiink.
Az SHMVProSHMVGFPs, SHMVProTOMVGFPs vektorok a riportergént sense
orientacioban tartalmaztak, igy roluk funkcionalis GFP transzkriptum keletkezett, arrol pedig
aktiv GFP fehérje transzlalodhatott. Vad N. benthamiana-t fertézve az SHMVProTOMVGFPs
esetén tudtunk, mig az SHMVProSHMVGFPs esetén nem tudtunk GFP-t detektalni (47. abra).

13 dpi
8 dpi v

47. abra Az SHMVProTOMVGFP-vel fertézott N. benthamiana képe UV fényben.

Ugyanezekkel a vektorokkal GFP transzgenikus N. benthamiana névényeket fertézve 14
nappal a fert6zés utan hatékony RNSI-t figyeltiink meg (48. abra) szisztemikusan is, és ez a
hatas akar 1 honapig megmaradt. A frissen fejlodo levelek mindig a csendesitett fenotipust (UV
fényben piros levél) mutattak.

SHMVProSHMVGFP

L SHMVProTOMVGFPs

48. abra SHMVProSHMVGFP, SHMVProTOMVGFP és mock inoklukalt GFP transzgenikus
N. benthamiana névények képe UV fényben.

57



dc 1674 19 , . » .
- - Varallyay Eva: MTA doktori értekezés

6.3.12.5 SHMV VIGS vektorok képesek endogén géneket csendesiteni N. benthamiana és
M. truncatula névényben is
Ahhoz, hogy a transzgéneken kiviil endogén gének csendesitését is tesztelni tudjuk, a N.
benthamiana endogén génjének a PDS 80bp-os darabjat épitettiik a vektorokba:
SHMVProSHMVPDSas, SHMVProTOMVPDSas. A fitoen deszaturaz hidnyara jellemzd
kifehéred6 fenotipust a fejlodo levelek 11-13 nappal a fert6zés utan mutattak, de a kifehéredés
csak a levelek egy-egy szegmensén jelent meg, soha nem terjedt ki az egész levélre (49. abra)

11 dpi 13 dpi

49, abra SHMVSHMVProSHMVPDSas vektorral fertozott N. benthamiana szisztemikus
leveleinek képe a fertozést kovetden.

A M. truncatulan torténd VIGS tesztekhez a novény chalcone szintdz (CH42) génjének
200 és 100bp-os darajait klonoztuk a vektorokba (Turnage et al., 2002). Elészor N.
benthamiana novényeken teszteltiik, hogy vajon a klonozott gén darabjait tartalmazo
virusvektorok képesek-e replikalodni és szisztemizalodni. A CH42 darabokat hordozo
SHMVProSHMV ¢és az SHMVProTOMYV vektor is jol replikalddott, fiiggetleniil a klonozott
DNS méretétdl, noha az SHMVProTOMV fert6zési sebessége jelentésen csokkent (a
szisztemikus levelekben a masik vektorhoz képeset 10 nappal késébb jelent meg). Ezen
eredményeink azt mutattak, hogy a rekombinans vektoraink biologiailag is aktivak. Ezek utan
a vektorokkal M. truncatula novényeket fert6ztiink, de sajnos ebben a gazdaban az endogén
CH42 darabokat hordozd vektorok nem tudtak terjedni. Mivel az iires vektorok ebben a
gazdaban is jol replikalodtak, azt gondoltuk, hogy esetleg a klonozott gén nagysaganak lehet
meghatarozo6 szerepe abban, hogy a vektor megtartja-e bioldgiai aktivitasat. Mivel az SHMV
esetében a vad virusban a replikdz, a mozgési és a kdpenyfehérje atfedéssel kodolodnak ez a
lehetéség valosziniiek tiint. Ahhoz, hogy ezt a hipotézist teszteljiik, a hatékonyabb vektorba, az
SHMVProSHMV-be, a CH42 csupan 40bp hosszusagti darabjat épitettiik. Elvileg mar egy 2 1nt
hosszt, az endogén génnel megegyezd szekvencidju DNS-t illesztve a vektor klonozo helyére
is indukalodhat az RNSi. A fertézést kovetéen a kontroll SHMVProSHMV ¢és a
SHMVProSHMVCH4240as fert6zott novények szisztemikus leveleibdl tisztitott RNS-eket
vizsgaltuk a virus és a CH42 darab meglétére Northern hibridizacioval (50. abra/B).

Mindkét  vektor jol  replikdlodott és  szisztemizalodott, de csak az
SHMVProSHMVCH4240as-val fert6zott novények 10%-a mutatott a gén hidnyara jellemzd
sargulo fenotipust (50. abra/A). Ezekben a levelekben viszont sSRNS Northern blottal (antisense
CHA42 specifikus RNS probat hasznalva) ki tudtuk mutatni CH42 specifikus sSRNS-eket, ami
azt mutatta, hogy az RNSi az endogén génnel szemben indukalddott (50. abra/C). Az eredményt
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tovabb erdsiti az a tény, hogy a CH42 mRNS szintjének drasztikus csokkenését
szemikvantitativ PCR reakcidban is ki tudtuk mutatni (50. dbra/D).
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50. abra Ures és CH42-t tartalmazé VIGS vektorokkal fert6zott M. truncatula vizsgalata. A/ a
fertézésre jellemzo tiinetek, B/ a virus akkumulacidja az A 4bran jeldlt novényi részek RNS-eibol
készitett kivonatokban, C/ a CH42 specifikus sSRNS-ek jelenlétének vizsgalata ugyanezen RNS-ekben
Northern blottal D/ és a CH42 specifikus mRNS expresszidjanak vizsgalata RT-PCR-rel.

6.3.1.6 Az SHMV VIGS vektor felhasznalasanak korlatai

Annak ellenére, hogy az SHMV igen bonyolult szerkezetli virus, kodold szakaszai
egymassal atfednek, sikeriilt beldle egy fertdzoképes, klonozo hellyel rendelkez6 VIGS vektort
készitentink. A heterolog prométert tartalmazé SHMVProTOMYV replikalodott, de a vad tipusa
virussal Osszehasonlitva lassabban. Elképzelhetd, hogy a kdpenyfehérje ilyen modon vald
megvaltoztatasa okozta a virus mozgéasanak lassuldsat. A két vektor kiilonb6zd hatékonysaggal
expresszalta a GFP-t, az SHMVProTOMYV jol, mig az SHMVProSHMYV rosszul. Ennek oka
lehet, hogy a két vektor kiillonbozOképpen toleralta azt, hogy mekkora darabot épithetiink a
klonozd helyére. Az SHMVProSHMV ebbdl a szempontbdl sokkal érzékenyebb volt.
Transzgenikus N. benthamiana névényekben mindkét vektor hatékonyan csendesitette a GFP
transzgént. A CH42 100 és 200nt hossza darabjait a VIGS vektorok klonozo helyébe épitve a
vektorok nem tudtak szisztemizalodni. Ezen eredményeink azt sugalljak, hogy a virus mozgasa
a M. truncatula-ban sokkal érzékenyebb a beépitett addicionalis szekvenciakra, mint a N.
benthamiana-ban.

6.3.2 Lisztharmat-rezisztencia kialakitasa buzan

A buzalisztharmat a vildg buzatermesztd 6vezeteiben évrdl évre megjelend, akar 40%-0s
terméskiesést is 0kozo betegség. Okozdja egy obligat parazita gomba (Blumeira graminis f. sp.
tritici). A koztermesztésben allo buzafajtak tobbsége lisztharmat-fogékony. A fellelheté néhany
rezisztens fajta ellendllésaganak genetikai hattere nem ismert. A lisztharmat genetikailag
valtozatos koérokozo, a nagygénes rezisztenciaval rendelkezd, adott rasszra ellendllo fajtak
rezisztenciajat gyorsan képes attorni.

Az arpaban ismertek széleskorli lisztharmat-ellenalld fajtak, melyekben az ellenallosag
egy gén mutacidja miatt kovetkezik be (Buschges et al., 1997). Amennyiben az arpaban az Mlo
gén mutans (= mlo arpa), nem termelédik MLO fehérje és az arpa lisztharmat-ellenallo lesz. Az
Eurdopaban koztermesztésben alld arpafajtak tobb mint fele tartalmazza ezt a mutaciot. A buza
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esetén ilyen széles spektrumu rezisztencia nem ismert, az arpa MIo ortologjait azonban
megtalaltak a buzaban. Az MLO egy transzmembran fehérje, nem fertdzott szovetekben
represszalja a novény védekezd reakcioit (Panstruga, 2005), szerepet jatszik a sejt pusztulasban,
a biotikus és az abiotikus stresszek elleni védekezésben (Piffanelli et al., 2002). Ha nincs jelen
funkcioképes MLO, a novény védekezo reakciodi hamarabb beindulnak, €s a lisztharmat sporak
epidermalis sejtekbe jutdsa gatlodik, nemesak egyszikiiekben, hanem kétszikiiekben is (Bai et
al., 2008, Consonni et al., 2006). A hexaploid buzasban hét Mlo cDNS-t irtak le (Konishi et al.,
2010). Harom (TaMlo-1A, 1B és 1D) a harom &si genomon helyezkedik el és igen nagy
homologiat mutat az arpa Mlo-val (Devoto et al., 2003, Elliott et al., 2002). Az MLO mutans
arpat — egy modellkisérletben egy sejt szinten — a buza TaMlo1B-val transzformalva a mutans
gén funkcidja komplementalhato volt, az arpa jbol lisztharmat-fogékony lett (Schweizer et al.,
2000). Ezzel bizonyitottak, hogy a buzéaban talalt Mlo az arpa Mlo funkcionalis ortologja.

Munkank soran célunk az volt, hogy a buza MLO-t RNSi-vel inaktivaljuk és vizsgaljuk
azt, hogy e gén hidnydban kialakul-e a széles spektrumu lisztharmat-rezisztencia. Mivel a buza
nehezen transzformalhatd, elsé Iépésben mi VIGS-szel akartuk ellendrizni, hogy
munkahipotézisiink igaz-e: az Mlo gén csendesitésével kialakithato-e lisztharmat-rezisztencia
buzan?

6.3.2.2 A BSMV VIGS rendszer adaptalasa magyar buzafajtakra
A BSMV VIGS vector rendszert Holzber és munkatarsai fejlesztették ki (Holzberg et
al., 2002) (51. abra).

BSMV VIGS vektor
a —
)

v———ﬁ

51. abra A BSMV alapu VIGS vektor sematikus abrazolisa

Lacomme és munkatarsai e rendszert hasznalva tanulmanyoztak a lisztharmat
rezisztenciat arpa novényeken (Hein et al., 2005). Mivel a magyar buzafajtak virus
érzékenysége eltér, eldszor ot fajtat (Bezosztaja, Chull, Mv Hombdar, Mv Téltos és Axminster)
fertéztiink a klonozé helyén tlires BSMV-vel. A BSMV haromosztatt RNS genomjanak
mindegyikérdl in vitro transzkriptumot készitettiink és ezek keverékét inokulald pufferrel
elkeverve 10 napos novények masodik levelét fertéztiik. 15 nappal a fertézés utdn RNS-t

tisztitottunk a ndvények szisztemikus levelébdl és Northern blottal vizsgaltuk a virus jelenlétét
(52. abra).

Chul Mv Hombar Mv Taltos I HvParis Axminster Bezosztaja

M1 23 456 M1 23456M123456 M1.23 456 M1 2345 6M123 456

FTETTEIE O ff| TR

52. abra Kiilonb6z6 buzafajtak BSMYV fogékonysaganak vizsgalata Northern blot
hibridizaciéval, virus specifikus probat hasznalva.
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A BSMYV fertdzésre legjobban fogékony fajtat, a Bezosztajat ezutan olyan VIGS vektorral
fert6ztiik, mely a klonozoé helyén PDS-t tartalmazott, hogy vizualizaljuk, illetve a riportergénen
teszteljilk az RNSI hatékonysagat. A BSMVy klonozo helyén levé PDS-t tartalmazd virus
rosszabbul replikalddott, kisebb mértékben halmozddott fel a ndvényben (53. abra/A).

B

mock BSMV:0 BSMV:PDS 120
E 100

2

— e — _— E

o

Relativ expresszios szint %

4dpi 7dpi  10dpi  13dpi  17dpi  20dpi
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53. abra A BSMYV VIGS jelenlétének vizsgalata virusfertozott novényekben. A/ BSMV
jelenlétének vizsgalata virus specifikus Northern blottal, B/ a PDS expresszidjanak vizsgalata
gRT-PCR-rel.

Mivel a novényen a PDS hidnyara jellemz0 fenotipus megjelent és a PDS mRNS szintje
drasztikusan csokkent, megbizonyosodtunk arrél, hogy ez a csokkent jelenlét is elegendd volt
a PDS hatékony csendesitéséhez (53. abra/B).

6.3.2.2 Buza fert6zése Mlo darabot tartalmazé BSMV vektorral

A kiilt')nbt')z('i rokonségi csoportokba (clusterekbe) tartdz6 Mlo gének kozott igen kevés
homologgal igen nagyfokd homoldgiat mutatott, de nagyon kiillonbozott a buzaban, nem e
rokonsagi korbe tartozd Mlo-tol. Holzberg és munkatarsai nem taladltak Osszefliggést a
klonozott endogén gén mérete (1215-185bp kozott vizsgaltak) és az RNSi hatékonysaga kozott.
Scoefiled és kollégai viszont azt talaltdk, hogy a 120bp-nal kisebb méretli géndarab mar nem
eredményezett hatékony RNSi-t. Mivel a mi el6kisérleteink szerint a beépitett gén jelenléte
miatt a virus fert6zési hatékonysaga csokkent, mi olyan 120bp-os buza Mlo darabot klonoztunk
a VIGS vektorba, ami az Mlo 3’ végét, a 3° nem traszlalodo (untranslated — UTR) egy részét is
tartalmazta. Két kiilonb6z6 BSMV -t allitottunk el6 (54. abra).

""*\* 1.
DURY
ATG -

[UTR] [UTR]

MLO1/PDS

54. abra Az MLO és az RNSi soran hasznalt BSM VIGS vektor sematikus képe.
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Az egyikben az MLO-t PDS-t tartalmazd, mig a masikban PDS-t nem tartalmazo
vektorban hasznaltuk. Bezosztaja buzakat fertézve, 15 nappal a fertézés utan RNS kivonatok
készitve vizsgaltuk a virus, a PDS és az MLO jelenlétét Northern hibridizacioval (55. abra).

BSMV:PDS:MLOA BSMV:MLOA hd v

123 4 56 7 8 91011 12 13 14 1516 1718 21 22 19 20 23 24

L'nﬂ” ——— Lﬂ'J-*‘“ BSMV y
W %

‘"' ' ‘ Mio

55. abra A BSMYV VIGS kisérletek hatékonysaganak vizsgalata Northern hibridizacioval,
kiilonb6z6 radioaktiv probakat hasznalva.

Az iires €s a csak PDS-t tartalmazo BSMV vektorok 100%-0s hatékonysaggal fert6zték
a buzat, mig a BSMV: MLOA esetén ez 75% (8 n6vénybdl 6), a BSMV: PDS: MLOA esetében
ez csak 62,5% (8 novénybdl 5 fert6zodott). Mig a BSMV:MLOA esetén a vektorok meg6rizték
az Mlo darabot, a BSMV: PDS: MLOA fertdzéskor 2 esetben az Mlo kirekombinalddott a
vektorbol. Ezek a megfigyeléseink Osszecsengenek azzal, hogy a klonozott génszakasz
méretének novekedése a virus replikacidjanak lassuldsat, és a klonozott darab elveszését
okozhatja. Az RNSi hatékonysaganak ellendrzésére Northern hibridizacioval vizsgaltuk a
novényekben jelenlevé MLO specifikus RNS-ek jelenlétét, mennyiségét. Azt talaltuk, hogy
azokban a novényekben, melyekben a virus megtartotta az Mlo darabot, minden esetben
keletkezett Mlo specifikus SRNS (55. abra)

6.3.2.3 Az Mlo sRNS-t tartalmazo buzak lisztharmatfertdzés ellenalloak lettek

Ahhoz, hogy a lisztharmatfert6zés lefolyasat konnyen vizsgalhassuk buza ndvényen, egy
egyszerti fertézési és festési eljarast dolgoztunk Ki:Varallyay Eva*, Vida Gyula, Giczey Gébor,
Veisz Otto, Burgyan Jozsef és Havelda Zoltan (2010): Egyszer(i festési eljaras egyszikiiek
lisztharmatfertézésének  megallapitdsaira és  alkalmazdsa  buzafajtdk  jellemzésére
Novényvédelem 46 (5), 233-239. Kevert torzseket tartottunk fenn lisztharmat fogékony buzan,
¢és ezeket felhaszndlva befujasos modszerrel buzaleveleket fertdztiink. A levelek klorofill
tartalmat ecetsavas etanollal kioldva a sosavval fixalt leveleket Trypan kékkel festettiik, majd
mikroszkop alatt vizsgaltuk a spordk kiilonbozo fejlodési allapotainak megjelenését. Az
ellenalld novényekben a sporak csak a kezdeti csirazasig jutnak el, tovabb nem fejlddnek. A
sporakat fejlettségi szintjiik alapjan négy csoportba soroltuk és ezen csoportok megoszlasat
vizsgaltuk. Az eredmények szazalékos megoszlasat oszlopdiagramon abrazoltuk (56. abra felsé
panel).

A VIGS vektorral fert6zott novények leveleit lisztharmattal megfertézve azt tapasztaltuk,
hogy azokon a leveleken, melyekben megjelent az Mlo specifikus SRNS, a lisztharmat sporak
megrekedtek az elsddleges csirdzds stddiumaban, sem masodlagos micéliumot, sem
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sporatartokat nem fejlesztettek (56. abra). A kontrol — Mlo RNS-t nem tartalmaz6 — virusokkal
fert6zott buizalevelek lisztharmatfert6zésével Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy az Mlo
géncsendesitett buzak ellenallobbak lettek a lisztharmatfertézéssel szemben.

Eredménytelen fertézés Hatékony fert6zés

£y

MLO1/PDS/BSMV-vel fertz6tt névények NG

6

80,00 -
70,00 +
60,00 -
50,00 -
40,00 A
30,00 A
20,00 +
10,00 A
0,00 A

ONG
B PG
gSsG
B SM

56. abra Az Mlo tartalmu VIGS vektorral fert6zott biizanovények RNS kivonatainak
SRNS Northern blot hibridizaciés képe és lisztharmat fertdzési tesztje.

Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy az MLO 3’ végét célzd6 RNSis blizasban hatékonyan
mukodott, és a ndvények rezisztenciajat eredményezte.

6.3.3 VIGS vektorok hasznalatakor nem célzott valtozasok is torténhetnek a
gazdandvény génexpressziojaban

A VIGS, mint genetikai eszkdz, széles korben elterjedt. Hasznalataval szamos gén
funkciojat deritették fel, elsésorban N. benthamiana és S. lycopersicum névényeken (Lange et
al., 2013, Ramegowda et al., 2014). Amint azt mar az el6z6ekben bemutattam, a VIGS
hatékonysaganak tesztelésére a gazda endogén PDS-ének egy darabjat épitik a vektorba és a
VIGS sikerességére abbdl kdvetkeztetnek, hogy az ijonnan fejlodo levelek kifehérednek. Mint
azt el6z6 munkainkban megallapitottuk a VIGS vektorok, mint virusok, a beépitett gazdagén
darabok miatt sokszor sériilnek, mozgasuk €s szisztemizalddasuk lassul. Ezek a problémak
sokszor a beépitett géndarab nagysagaval allnak aranyban. Mig egy viszonylag kis géndarab
beépitését a rekombinans virus elviseli, addig egy nagyobb darab a virus alapfunkcidinak
hib4jat okozhatja. A virusvektorral fertdzott ndvényben kialakuld génexpresszios valtozasokat
bonyolitja, hogy a virusfert6zés soran nemcsak az RNSi folyamatok indukaloédnak. A virus a
virus-gazdandvény kapcsolattdél fiiggéen kisebb mértékben, de akar alapvetden is
megvaltoztathatja a gazdandvény génexpresszidjat. Bizonyos esetben alapvetéen fontos
haztartasi gének, mint pl. a Rubisco, Gapdh mRNS-énck mennyisége igen nagy-mértékben
lecsokken (Aranda & Maule, 1998, Havelda & Maule, 2000)(5.2. fejezet). A ,shut-off”
jelenségét virusfertézott novények szisztemikus leveleiben vizsgalva azt talaltuk, hogy N.
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benthamiana leveleiben PVX és TMV fert6zéskor is, mig S. lycopersicum leveleiben csak a
PVX fertézésekor alakul ki ,,shut-off” (Havelda et al., 2008). Mind a PV X-et, mind a TMV-t
sz¢les korben hasznaljak VIGS kisérletekben vektorként. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk meg,
hogy vajon a leggyakrabban hasznalt VIGS vektorok milyen hatassal vannak a gazdanévény
néhany haztartasi génjének expresszidjara. Ez azért is kiilondsen fontos kérdés, mert a VIGS
hasznalatakor a kivalasztott gének mRNS szintjének valtozasat altalaban qRT-PCR-rel
vizsgaljak, és ezekben a tesztekben referencia génként sokszor a Gapdh, tubulin, vagy akar a
Rubisco szerepel. A kérdés megvalaszolasara N. benthamiana és S. lycopersicum névényeken
aPVX, TMV és TRV VIGS vektorok, C. annuum névényen a TMV és TRV VIGS vektorok és
T. aestivum novényen a BSMV VIGS vektor hatasat vizsgaltuk. A vektorok klénozé helyére
PDS darabot épitettiink (PDS), vagy iiresen hagytuk (U). A fertézés szisztemizalodasa utan a
szisztemikus levelekb6l RNS-t tisztitottunk és Northern blottal vizsgaltuk néhany haztartasi
gén: a Rubisco, a Gapdh, a tubulin, egy elongaciés faktor, egy ciklofillin és az aktin
génexpresszios mintdzatat a VIGS vektorral fertézott (U és PDS), valamint mock (M)
ndvényekben.

6.3.3.12 VIGS kisérletek N. benthamiana gazdandvényen

Virusfert6zott N. benthamiana novényekben azt tapasztaltuk, hogy PVX és TMV-VIGS
vektorral fert6zott novények esetében a Rubisco, Gapdh és a tubulin génexpresszids szintje
nagymértékben lecsokkent a mock novényekhez képest (57-58. abra).

mock Ures vektor  PDS vektor

PVX

T™MV

TRV

57. abra PVX, TMV és TRV (Ures, PDS) VIGS vektorral fertézott Nicotiana benthamiana
novények képe, a fert6zést kovetd 7. (PVX és TMV-VIGS vektor) és 10. napon (TRV-VIGS vektor).
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58. abra Endogén gének (Rubisco, Gapdh, tubulin, Ef, Cph és aktin) expresszios szintjének
vizsgalata Northern blot analizissel. Ures (U) és PDS-t tartalmazo VIGS vektorokkal (TMV, PVX,
TRV) szisztemikusan fert6zott N. benthamiana levelekben. A ndvényi mintakat PVX és TMV
vektorral valo fertézést kdvetd 7. napon, mig a TRV vektorral valo fertézést kdvetd 10. napon vettiik.
Minden esetben mock (M) inokulalt mintdkat haszndltunk kontrollként. A mintdk egyenld nukleinsav

crer

Ezzel ellentétben az Ef génexpresszidos szintje a PVX-VIGS vektorral fert6zott
novényeknél enyhén megemelkedett, mig a TMV-VIGS fert6zott novényeknél enyhén
csokkent. PVX, TMV, TRV-VIGS vektorral valo fertézés soran a ciklofillin (Cph)
génexpresszios szintje megemelkedett a mock novényekhez képest. TMV-VIGS vektorral
fert6zott novényeknél, az aktin génexpresszios szintje kis mértékben lecsokkent, mig a PV X-
szel fertézott ndvények esetében valtozatlan maradt a mock névényekhez képest. TRV-Ures
VIGS vektorral fertdzott novények esetében az altalunk vizsgéalt mRNS szintekben nem
tapasztaltunk drasztikus valtozast, azt sugallva, hogy a TRV idealis VIGS vektor a dohany
esetében. Ezzel ellentétben, amikor TRV-PDS VIGS vektorral fertdztik meg a dohany
novényeket azt tapasztaltuk, hogy a Rubisco, Gapdh és az aktin mRNS szintje is nagymértékben
lecsokkent a mock ndvényekhez képest. A tubulin és az Ef mRNS szintje nem valtozott,
hasonldan TRV-Ures fertézéshez. A Rubisco, Gapdh, Ef, aktin, tubulin gyakran szerepel
kontrollként VIGS kisérletekben, annak ellenére, hogy eredményeink azt mutatjak, hogy
expresszios szintjiik sok esetben megvaltozik a virusfertdzés soran. Virusfert6zott N.
benthamiana novényekben Liu és mtsai. 14 referencia gén expresszids szintjét vizsgalta
kiilonb6z6 szoftver csomagokkal (Liu et al., 2012). Eredményeik azt mutattdk, hogy a
leginstabilabb a Gapdh expresszioja volt, ezt koveti a tubulin és az aktin. Kisérleteink soran mi
is azt tapasztaltuk, hogy PVX- és TMV-VIGS vektorral fert6zott N. benthamiana névényekben
a Gapdh és a tubulin génexpresszios szintje drasztikusan lecsokkent a mock névényekhez
képest. PVX-VIGS vektorral fertdzott novényekben az aktin génexpresszios szintje nem
valtozott, de TMV-VIGS vektorral fert6zétt novényekben lecsokkent, igy PVX-VIGS
kisérleteknél a dohany esetében az aktin megfeleld referencia értékként alkalmazhaté qRT-
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PCR-hez. A referencia helyes megvalasztasat bonyolitja, hogy a kivalasztott gén expresszidja
szovet és szerv szinten és a kisérleti koriilményektdl fiiggden is eltérhet (Guenin et al., 2009).
Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a qRT-PCR soran hasznalt referencia gén expresszios
szintje ndvény-virus kapcsolatoktol fiiggden is valtozhat. Vizsgalataink alapjan a dohany
esetében az altalunk vizsgalt VIGS vektorok koziil, a TRV-VIGS vektor alkalmazasa a
legoptimalisabb. Rotenberg és mtsai. azt talaltak, hogy TRV-VIGS vektorral fert6zott N.
benthamiana novényben legjobb referencia gén az Ef, melynek expresszios szintje nem
valtozik (Rotenberg et al., 2006). Kisérleteink igazoltak, hogy TRV-VIGS vektorral fert6zott
N. benthamiana névényekben az Ef génexpresszios szintje és a tubulin génexpresszios szintje
is valtozatlan maradt, ezért TRV-VIGS esetében mindkettd alkalmazhat6 referenciaként a qRT-
PCR adatok kiértékelésekor. Ezzel ellentétben Liu és mtsai Szerint a virusfert6zott novények
génexpresszios vizsgalata soran az Ef referencia génként vald hasznalata nem optimalis
valasztas (Liu et al., 2012). Ezzel 6sszhangban mi is azt tapasztaltuk, hogy PVX-VIGS
vektorral fert6zott N. benthamiana novényekben az Ef génexpresszios szintje megemelkedik,
mig TMV-VIGS vektorral fertézott novényekben nagymértékben lecsokken a mock
novényekhez képest. Eredményeink tehat alatdmasztjdk az elobbi megfigyelést, hogy az Ef gén
referencia értékként valo megvalasztasa nem minden esetben megfeleld.

6.3.3.2 S.lycopersicum gazdanévényen a TMV optimalis VIGS vektorként mikodik

A virusvektorok fertézése soran S. lycopersicum novényekben a PVX-Ures VIGS
vektorral valo fert6zés soran a Rubisco, Gapdh és a tubulin génexpresszidjanak csupan enyhe
csokkenést tapasztaltunk, mig a PDS gén egy darabjat tartalmazé VIGS vektorral valo
fertézéskor mindharom gén mRNS szintje nagymértékben lecsékkent a mock ndvényekhez
képest (59-60. abra).

TRV

mock Ures vektor ~ PDS vektor

Ures vektor PDS vektor

59. abra PVX, TMV és TRV (Ures, PDS) VIGS vektorral fert6zott Solanum lycopersicum
novények képe a fertézést kovetd 14. napon (PVX és TMV-VIGS vektor) és 24. napon (TRV-VIGS
vektor).
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60. abra Endogén gének (Rubisco, Gapdh, tubulin, Ef, Cph és aktin) expresszios
szintjének vizsgilata Northern blot analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmaz6 VIGS vektorokkal
(TMV, PVX, TRV) szisztemikusan ferté6zott Solanum lycopersicum levelekben. A névényi mintakat
PVX és TMV vektorral val6 fertdzést kovetd 14. napon, mig a TRV vektorral vald fert6zést kovetd
24. napon vettiik. Minden esetben mock (M) inokulalt mintakat hasznaltunk kontrollként. A mintak

“y ey

Sem a TMV-Ures, sem a TRV-Ures VIGS vektorral fert6zott novényeknél nem
tapasztaltunk drasztikus valtozast az altalunk vizsgélt endogén gének expresszids szintjét
tekintve a mock novényekhez viszonyitva. Ezzel szemben PVX-PDS, TRV-PDS vektorral
fert6zott novényeknél az altalunk vizsgalt gének expresszios szintje a Cph kivételével
drasztikusan lecsokkent. A dohanynél tapasztaltakhoz hasonléan a paradicsomnal is
megfigyeltiik, hogy a VIGS vektorba beépitett idegen szekvencia jelenléte befolyasolhatja a
,shut-off” kialakulasat. VIGS vektor hasznalatakor a paradicsomnal az aktin és az Ef a
leggyakrabban hasznalt referencia gének. Virusfertézott paradicsom levelekben a Gapdh-nek
¢s az aktinnak a legstabilabb a génexpresszios szintje (Mascia et al., 2010). Kisérleteink soran
mi azt tapasztaltuk, hogy TMV-VIGS vektorral fert6zott paradicsomban a Rubisco, a Gapdh és
a tubulin expresszios szintje sem valtozott. Ezzel ellentétben PVX-VIGS vektorral és TRV-
PDS VIGS vektorral torténd fertézés soran a Rubisco, a Gapdh és az aktin génexpresszios
szintje is nagymértékben lecsokkent. Az Ef génexpresszios szintjét CMV fert6zott paradicsom
novényekben vizsgalva Mascia és mtsai (Mascia et al., 2010) azt tapasztaltak, hogy szintje
megemelkedett, és referencia értékként alkalmazva ez eredmények félreértelmezéséhez
vezetett. Kisérleteink soran PVX VIGS vektorral fert6zott paradicsomban mi iS hasonlot
figyeltiink meg, az Ef génexpresszios szintje megemelkedett, tehat az Ef ebben az esetben sem
a megfelel6 referencia gén. Eredményeink alapjan paradicsomnal legcélszeriibb a TMV-VIGS
vektor alkalmazasa, mivel nem okoz drasztikus génexpresszids valtozast a novényekben.

6.3.3.3 C.annuum gazdandvényen nem taldltunk optimalis VIGS vektort
A paprika genom publikussa valasa ota az addig nehezen vizsgalt paprika génfunkcio
analizisek is megkezdddtek, altalaban a TRV vektort hasznalva (Zhang et al., 2015). A PVX a
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paprikan nagyon sulyos tiineteket, sokszor nekroézist is okoz, igy VIGS vektorként vald
alkalmazasa ennél a novénynél fel sem meriilhet (61. abra).

mock

Ures
vektor

PDS
vektor

PVX TMV TRV

61. abra PVX, TMV és TRV (Ures, PDS) VIGS vektorral fert6zott Capsicum annuum névények
képe PVX és TMV vektorok esetén a fertdzést kovetod 20. napon, mig TRV vektorral valo fertdzést
kovetden a 44. napon.

Kisérleteinkben TMV és TRV Ures és PDS tartalmu VIGS vektorokkal fertéztiink

Fehérozon fajtaju paprikat. Az tires és a PDS tartalmu vektorok is hasonld valtozasokat okoztak
(62. abra).
Capsicum annuum
™MV TRV
U M PDS M U M PDS M

62. abra Endogén gének (Rubisco, Gapdh) expresszios szintjének vizsgalata Northern blot
analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmazé TMV és TRV VIGS vektorral szisztemikusan fertdzott
Capsicum annuum levelekben. A ndvényi mintakat a PVX és TMV vektorok esetén a fert6zést kovetd
20. napon, mig TRV vektorral val6 fert6zést kovetden a 44. napon vettiik. Kontrollként mock (M)

bromiddal festett agar6z gél mutatja.

A TMV vektorok fertézésekor mind a Rubisco, mind a Gapdh szintje nagyon
nagymértékben lecsokkent. Sajnos, bar klonoztuk a paprika elongacios faktorat és az aktint,
ezekkel a probakkal a Northern hibridizacios kisérleteink nem sikeriiltek. Erdekes modon, a
tobbi ndvényen tapasztaltakhoz képest a TRV VIGS vektor fertdzése mind a Rubisco, mind a
Gapdh expresszidjanak jelentds emelkedését eredményezte. Ennek okanak vizsgalatahoz
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tovabbi kisérletek lesznek majd sziikségesek, azonban eredményeink alapjan a paprika esetében
sem a TMV sem a TRV hasznalatat nem javasolnank VIGS kisérletekhez.

6.3.3.4 ABSMV VIGS hasznalata T. aestivum gazdandvényen

Ahogy azt az el6z6 fejezetben ismertettem, buzat célzo kisérleteinkben — a szinte
kizarolagosan hozzaférheté - BSMV vektort hasznaltuk. Jelen kisérleteinkhez szintén ezzel a
vektorral fertéztiink buza ndévényeket (63. abra).

- l I -
Ures 1 1 }
vektor ‘

PDS Y

vektor

63. abra BSMV (Ures, PDS) VIGS vektorral fert6zott Triticum aestivum névény képe a fertdzést
kovetd 20. napon. BSMV-PDS VIGS vektorral valo fertézést kovetden a levél klorotikus tiinetei jol
lathatoak.

BSMV-Ures és BSMV-PDS VIGS vektorral fertdzott bizanal azt tapasztaltuk, hogy a
Gapdh, Rubisco és az aktin, a leggyakrabban hasznalt referenciagének, expresszids szintje
drasztikus mértékben lecsokkent a mock ndovényekhez képest (64. abra).

Triticum aestivum
BSMV

Rubisco

Gapdh|

Aktin

Virus |

rRNS

64. abra Endogén gének (Rubisco, Gapdh, aktin) expresszios szintjének vizsgalata Northern blot
analizissel Ures (U) és PDS-t tartalmazé6 BSMV-VIGS vektorral szisztemikusan fertézott Triticum
aestivum levelekben. A novényi mintakat a fert6zést kovetd 20. napon vettiik. Kontrollként mock (M)
inokulalt mintakat hasznaltunk. A mintak egyenl6 nukleinsav (rRNS) koncentracidjat az etidium-
bromiddal festett agar6z gél mutatja.
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A BSMV buzan nemcsak génexpresszids valtozast, hanem szembetling tilineteket,
sargulast, levélszaradast is okoz. Ezért a BSMV-VIGS vektor hasznalatakor kiilondsen
koriiltekintdnek kell lenni az eredmények kiértékelésekor, mivel maga a VIGS vektor is
nagymértékben képes befolydsolni a gazdandvény génexpresszids rendszerét. Elgondolkodtato,
hogy a buzanal BSMV-VIGS esectén, mely referencia gén legalkalmasabb az eredmények
kiértékelésére. Jarosova ¢és Kundu vizsgalataik alapjan azt ajanljak, hogy egy masik
virusvektorral, BYDV virussal, fert6zott buzaban négy referenciagén (Gapdh, 18SRNS, tubulin
¢és EIF4A) kombinaciojat hasznaljuk a QRT-PCR adatok kiértékelésekor (Jarosova & Kundu,
2010).

6.3.3.5 A VIGS vektorba épitett idegen szekvenciak hatasa befolyasolhatja a TRV VIGS
kisérletek eredmeényét

TRV-VIGS vektorral fertézott dohanynal és paradicsomnal, az Ures és a PDS-t
tartalmazé vektorok fertézésekor a Rubisco és Gapdh gének expresszidjat kiilonbozo
mértékben valtozott. Felmertilt benniink az a kérdés, hogy vajon mi lehet ennek az oka? Lehet,
hogy a VIGS vektorba épitett idegen szekvencia jelenléte befolyésolja azt, hogy az adott vektor
mennyire valtoztatja meg a gazdandvény génexpressziojat, de az is eléfordulhat, hogy a PDS
csendesitése soran lecsokkend klorofill tartalom az, ami a Rubisco és Gapdh génexpresszios
valtozasat eredményezi. A kérdés megvalaszolasara TRV-VIGS vektorba a GFP gén kiilonb6z6
méretli (100bp és 300bp) darabjait klonoztuk, majd GFP-t expresszalod transzgénikus dohany
novényeket fertdztiink meg TRV-GFP100 és TRV-GFP300 VIGS vektorokkal. Az infiltralast
kovetd 12. napon UV alatt ellendriztiik a virusfert6zeés sikerességét. A sikeres expresszidé a GFP
csendesitését okozza, igy az UV fényben a levelek erei ujra a vad tipusra jellemz6 piros szinben
fluoreszkalnak, ahogy ezt tapasztaltuk is (65. abra).

- TRV

N.benthamiana
UV fényben készilt felvételek

mock GFP100vector GFP300vector UPF1vector

65. abra TRV-GFP100, TRV-GFP300 és UPF1-et tartalmazé VIGS vektorokkal fert6zott GFP-t
expresszalo transzgénikus dohiny novények szisztemikus leveleinek UV alatti fényképe a
fert6zést kovetd 12. napon. A dohanylevél erei a GFP hatékony csendesitésekor kipirosodnak.

Northern blottal vizsgalva a Rubisco és a Gapdh génexpresszos szintjét azt tapasztaltuk,
hogy mind a TRV-GFP100, mind a TRV-GFP300 VIGS vektorral valo fertézéskor a Rubisco
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¢s a Gapdh mRNS szintje lecsokkent, hasonldoan a TRV-PDS fert6zésekhez, tehat a Rubisco és
a Gapdh gének expresszids valtozasa mogott nem a klorofill szint csokkenése all (66. abra).

Nicotiana benthamiana
TRV

U M PDSM GFP M GFP M UPF1 M
100 300

Rubisco |&

Gapdh

66. abra Rubisco és Gapdh expresszids szintjének vizsgalata Northern blot analizissel TRV-GFP100
¢s TRV-GFP300, TRV-Upfl-gyel fert6zott GFP-dohany szisztemikus levélben. A novényi mintakat a
fert6zést kovetd 12. napon vettiik. Kontrollként mock (M) inokulalt mintakat hasznaltunk. A mintak

“y ey

Ennek tudataban megvizsgaltuk azt is, hogy a VIGS vektorba épitett DNS szekvencianak
a mérete hatassal van-e e két haztartasi gén expresszidjara. TRV-Upfl (582bp) VIGS vektorral
fertdztlink dohany novényeket, és ezt kovetden Northern blottal ellendriztiik a Rubisco és
Gapdh expresszios szintjét. A TRV-GFP (100bp, 300bp) és TRV-PDS fertézésekhez
hasonldan, ebben az esetben is nagymértékben csokkent mind a Rubisco, mind a Gapdh
expresszidja. Mivel e gének expresszidja 100-200-582bp-0s eltéré szekvencia tartalmu DNS
szakaszok beépitésekor is hasonldo mértékben valtozott, azt gondoljuk, hogy a klénozé helyen
levé DNS jelenléte és nem a mérete vagy szekvencia specificitasa az, ami ezt a hatast el6idézi.
A jelenség mechnizmusanak mélyebb megértése tovabbi kisérleteket igényel.

6.4 Az sRNS HTS, mint virusdiagnosztikai modszer fejlesztése és
hasznalata

6.4.1 Az SRNS HTS, mint virusdiagnosztikai modszer optimalizalasa fasszaru

novények fert6zottségenek vizsgalatara

Az sSRNS HTS munkafolyamat attekintése az anyag és modszer fejezetben talalhato
(5.7), részletesebben pedig a Viral Metagenomics cimii Protocols in Molecular Biology cimi
konyvben (Czotter et al., 2018) kertilt leirasra.

6.4.2 SRNS HTS-sel hataroztuk meg tobb termo sz46l6iltetvény viromjat

A viroldgiai vizsgalatokhoz 9 borvidék dsszesen 14 kiilonboz6 koru és fajta-Osszetételii
termdiiltetvényérdl (18 kiilonbozo fajta) leveleket tartalmazd hajtas mintat gyQjtottiink 2014
majusaban: Sopron (Soproni borvidék), Pannonhalma (Pannonhalmi borvidék), Neszmély
(Neszmélyi borvidék), Szekszard (Szekszardi borvidék), Kecskemét (Kunsagi borvidék), Mad,
Erdébénye, Szegilong, Bodrogkisfalud (Tokaji borvidék), Eger (Egri borvidék), Villany
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(Villanyi borvidék). 2014-ben néhény esetben a begytijtott hajtatott vesszokrdl gytijtottiik be a
sziikséges novényanyagot: Balatonboglar (Balatonboglari borvidék), Erddbénye (Tokaji
borvidék) (67. abra).

12_DF 10_EH

67. abra Hazank termo szoléiiltetvényeinek virusdiagnosztikai felmérése soran mintazott
iiltetvények mintavételi helyei az SRNS konyvtar azonositokkal

Vizsgalatainkhoz a mintazott sz616 iiltetvényeken random modon, tiinetes és tlinetmentes
tokékrol egyarant gyljtottiink mintat 2014 majusaban, néhany esetben pedig hajtatott mintaval
dolgoztunk. A 14 terméiiltetvény fajtadsszetételét és korat tekintve is rendkiviil valtozatos volt.
Annak érdekében, hogy atfogdbb képet kapjunk az egyes iiltetvényekben jelen levd virusokrol,
az lltetvények egyedeit reprezentald RNS keverékeket (poolt) készitettiink az RNS
kivonatokbol. Ezekbdl készitettiink SRNS konyvtarakat, melyek az egyes sz010 iiltetvényeket
(1-13 konyvtar) reprezentaltak, illetve egy esetben ugyanazon iltetvény, kiilonbo6z6 fajtait (14-
18 konyvtar). Az elkészitett és egyedi index szekvencidkkal ellatott SRNS konyvtarakat
[llumina platformon szekvenaltattuk (8 minta/szekvenalo lane).

6.4.2.1 A szekvenalas és minéségének meghatarozasa

A szekvenalast kovetden az egyedi index szekvencidk alapjan szétvalogatott konyvtarak
szekvenalasanak mindségét minden esetben FASTQC programmal végeztiik. A konyvtarak
szekvenalasanak mindsége megfeleld volt, igy folytathattuk elemzésiiket. A nyers szekvenalasi
adatok alapjan a szekvenalt konyvtarak 8-14 millio read-et, atlagosan 10 milli6 read-et
tartalmaztak. Ez a tendencia a szekvenciak trimmelése utan sem valtozott meg (atlag 9.366.732
millié read), nem volt jelentds a szekvencia veszteség. A trimmelés soran a szekvenalashoz
sziikséges univerzalis indito és adapter szekvencidkat tavolitottuk el a leolvasasok végérérdl.
Az alapelemzési 1épéseket kovetden megsziintettiik a redundanciat adatainkban, vagyis
meghataroztuk a nem-redundans read szdmot (560.000-1.6 millié/kdnyvtar), anélkiil, hogy a

72



dc 1674 19 , : - ,
- - Varallyay Eva: MTA doktori értekezés

sz0616 specifikus SRNS-eket eltavolitottuk volna adatainkbol. Elemzésiink kdvetkezo 1épésében,
az SRNS read-ek virus referencia genomokra valo illesztésével meghataroztuk a viralis eredetii
SRNS-ek szamat. A viralis SIRNS szekvenciak illeszkedése a redundans read-ek esetében a
kapott leolvasasok 2,3-11,7%-a, mig a nem-redundans read-ek esetében 3,3-13%-a volt.

6.4.2.2 AviruseredetU siRNS-ek méreteloszlasa

Az sSRNS-ek a kiilonb6zé novényi DCL enzimek hasitdsanak eredményeként
keletkeznek. A. thaliandaban a DCL fehérjecsalad négy tagja (DCL1, -2, -3 és -4) ismert, melyek
részt vesznek az endogén folyamatok szabalyozasaban és az antiviralis RNSi-banegyarant
(Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009). A DCLA4 felelds a 21nt hosszisagu SRNS-ek kialakulasaért, a
DCL2 22nt hossztsagt, a DCL3 24nt hosszusagi SRNS-ket vag a dupla szala RNS-bdl
(dsRNS), mig a DCL1 szintén 21nt hosszusagu SRNS-ket hasit, elsdsorban miRNS-eket. A
négy Arabidopsis DCL enzim homologjait a Vitis vinifera genomban is azonositottak (Vv-
DCL) (Zhao et al., 2015). Kutatasukban kimutattak, hogy Vv-DCL1 egyetlen RNaz III domént
tartalmaz, a Vv-DCL2 és Vv-DCL3-bdl hianyzik a dsRB domén, tovabba a Vv-DCL4 nem
tartalmaz PAZ domént. Ennek ellenére, valdsziniileg teljesen funkcioképesek, mivel
mintainkban valamennyi méretii SRNS (21nt, 22nt, 23nt, 24nt) megtalalhat6 volt (68. abra).
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68. abra Az SRNS HTS eredményeképpen kapott sSRNS-ek méreteloszlasa A/ a minéségileg
megfeleld 6sszes read, B/ a nem redundéns read-ek esetében.

Megvizsgaltuk a redundans SRNS szekvencidink méreteloszlasat, ez alapjan a tobbségiik
a 21-24nt kozotti mérettartomanyba tartozik (68. abra/A), ami azt is igazolta, hogy maga a
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konyvtar készités sikeres volt. Az sRNS read-ek legnagyobb része 2Int hosszsagl
mérettartomanyba esett, mely tartalmazta a miRNS szekvenciakat is, egybehangzdan korabbi
vizsgalatokkal (Pantaleo et al., 2010). A nem redundéns read-ek esetében a 24nt hosszu SRNS-
ek talstlya érvényesiilt (68. abra/B), valdsziniileg a TGS kovetkezményeként. Az antiviralis
RNSi soran a DCL4 és DCL2 hasitja a viruseredetli dsSRNS-ket SRNS-ekre. A méreteloszlas
vizsgalatot a virus €s viroid specifikus SRNS-ekre szlikitve, azt tapasztaltuk, hogy mintdinkban
a 21-22nt hosszi SRNS-ek voltak a domindnsak, ami alapjan feltételezhetd, hogy szoldben is a
DCL2 és DCL4 enzimek jatszhatjak a kulcsszerepet a viruseredetli SRNS biogenezisben (69.

abra).
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69. abra Az SRNS HTS eredményeképpen kapott sSRNS-ek méreteloszliasa a virus és viroid
eredetii reak-ek esetében.

6.4.2.3 Az Ultetvények virusdiagnosztikaja SRNS HTS-sel

Az sSRNS HTS eredményének bioinformatikai értékelése soran a virusdiagnosztikat a
4.7.5 fejezetben részletezett modszerrel végeztiikk. A két eltérd stratégiai elemzéssel a szO16t
fert6z0 virusok jelenlétét vizsgaltuk. Az adatok elemzését koveten egy olyan kiiszobértékeket
hataroztunk meg, melyek nagy valdsziniiséggel megmutattak az adott virus jelenlétet:

e Legaldbb egy virus-specifikus kontig 0sszeépitése, barmelyik kmer érték (kmerl3, 15,

17) alkalmazasaval.

e Az adott virus genomjanak lefedettsége (%-ban) magasabb, mint 40% a virusok, illetve
tobb, mint 80% a viroidok esetében.

Az eredmények és elemzésiik alapjan elmondhato, hogy a vizsgalt iiltetvények mentesek
voltak GFLV, ArMV és GLRaV-2 virusfertdzéstdl, mig sok esetben akar 13 kiilonb6z6 virus,
viroid egyidejli jelenlétét tapasztaltuk ugyanazon iiltetvény esetében.

Az SRNS szekvenalasi eredményeket RT-PCR reakcioval vizsgaltuk €s igazoltuk vissza.
CDNS-t szintetizaltunk az RNS iiltetvény keverékekbdl, majd publikalt virus diagnosztikai
primereket, illetve sok esetben sajat, a meghatarozott SRNS szekvencidk alapjan tervezett
primereket, valamint pozitiv és negativ kontrollt hasznaltunk a PCR vizsgalatokhoz. A kapott
PCR termékeket 1.2%-0s agar6z gélen vélasztottuk el, termékeinket klonoztuk és nukleotid
sorrendjiiket hagyomanyos Sanger szekvenalassal is meghataroztuk. Ezt kovetéen a virus
szekvenciak elhelyezésre keriiltek az NCBI GenBank nemzetkozi adatbazisba. Az SRNS HTS
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alapu virus diagnosztika eredményeit és Osszehasonlitasat az RT-PCR eredményekkel a
Fiiggelék 1. tablazataban dsszegeztiik. Az eredményeink azt mutatjak, hogy az SRNS HTS, mint
diagnosztikai eszkdz alkalmazhatdsaga és megbizhatosaga virusonként nagyon eltérd lehet.
Az alabbiakban as SRNS HTS, bioinformatika és molekularis biolégiai modszerek
egyiittes kombindciojaval azonositott sz616t fert6z6 virusok eredményeit foglalom Gssze.

6.4.2.4 Sz06l6 krommozaik virus (GCMV)

Az egyetlen Nepovirus nemzetségbe tartozd virus, melyet a felmérés soran detektaltunk, a
GCMV volt, amit a 12_DF tokaji iiltetvényben mutattunk ki. A virus CPgénjének egy részét
amplifikaltuk, majd meghataroztuk az aminosav-szekvenciat (70. abra).

M1 2 3 4 5 6 78 9 1011 1213+K -K M 141516 17 18 +K-K

A TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS MK?
500 bp —-: i - il - < GCMV
391 bp
B g4 HG939485 H15 Hungary
61

HG939486 H27 Hungary

NC 003621 Refseq Hungary
L HG939484 HE Hungary

MF100927 HUDF

0.005

70. abra A/ A GCMY jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcidval, B/ A magyar
szolGiiltetvényen talalt GCMYV rokonsagi viszonyainak filogenetikai elemzése (M: GeneRuler
100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: ferté6zott ndvénybdl kivont
RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A filogenetikai vizsgalat soran Gsszehasonlitva a nemzetkozi adatbazisban talalhatd
izolatumok GCMV RNS2 kopenyfehérje szekvencidit, melyek szintén magyarorszagi
eredetiick (Elbeaino et al., 2014b), azt talaltuk, hogy azok egymassal kdzelebbi rokonsagban
allnak (t6bb mint 96% hasonldsag a CP régioban), mint az altalunk azonositott varianssal (88-
89% hasonlosag). Az adatbazisban taldlhatd magyar szdrmazasut GCMV RNS2 izolatumok
pontos eredete azonban nem ismert, igy nem zarhato ki azok kzos eredete sem.

6.4.2.5 Sz0I0 levélsodrodas asszocialt virus 1 és 3 (GLRaVa-3)

A 570106 levélsodrodas virus csoport tagjai koziil két virust azonositottunk és igazoltuk
vissza jelenlétiiket az altalunk vizsgalt tiltetvényeken.

A GLRaV-1 virust Osszesen 9 mintdban detektaltuk (1. tablazat). Az RT-PCR
visszaigazolas soran hasznalt, az irodalomban publikalt primerekkel azonban nem tudtuk mind
a 9 mintaban kimutatni a virus jelenlétét (71. abra/A fels6 panel).
alapjan 0j primer part terveztiink, melyekkel a 9-b6l 8 mintaban sikeresen igazoltuk a GLRaV-
1 jelenlétét (71. abra/A als6 panel). A 13_BV mintdban azonban nem kaptunk PCR terméket.
Ahhoz, hogy eldontsiik, hogy vajon ebben a mintdban valoban jelen van-e ez a virus, a
tovabbiakban az tltetvény pool helyett, visszanytltunk a 13 BV iiltetvény egyedeinek RNS
keverékeihez. Az iltetvényt alkot6 egyedek RT-PCR vizsgalata esetében az 5 egyedbdl csupan
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2-ben kaptunk virus-specifikus terméket (71. dbra/B). Ez megmagyarazza, mért nem tudtuk az
tiltetvény keverékbdl RT-PCR modszerrel kimutatni a jelenlétét.

A M1 2345 6 78 91011 1213+K-K M 14 15 16 17 18 +KK

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7

300 bp—: — — <|232bp

— = - GLRaV1
1000 b, — N —— — - S I

13_BV egyedi tékéi
B M 1 2 3 4 54+C C

1000bp — S Y S — GLRaV1

ME 446

7 MF446628 HUSZHT
23] HE794021 CSE 6.4 1 H Hungary

c 26|
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J r.}:rg,"g;"

AY754914 Sv12 5 Czech

E csoport

A csoport

71. abra A/ A GLRaV-1 jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval, B/ A 13_BV

iiltetvény egyedeinek tesztelése GLRaV-1 virus jelenlétére, C/ A magyar sz6loiiltetvényen talalt

GLRaV-1 rokonsagi viszonyainak filogenetikai elemzése (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker,

1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott novénybdl kivont RNS-rdl irt cDNS templat,
-K: MQ viz).

Az i1zolatumok HSP70 génjének 1032bp hosszli szakaszanak filogenetikai elemzése
szerint - Kominek és munkatarsai (Kominek et al., 2005) kézleményében megjelentekhez
hasonldan - a genetikai valtozékonysaguk alapjan két, A €és E csoportot lehetett elkiiloniteni
(71. abra/C). Tovabba az izolatumok és a referencia genom kozott csupan 82-92%-0S
hasonlésadgot tapasztaltunk, mely a virus nagymértékli valtozékonysagat mutatja.
Valtozékonysaganak kdszonhetden a GLRaV-1 virust a hagyomanyos diagnosztikai modszerek
sok esetben nem tudjak kimutatni (Esteves et al., 2013). Az NCBI GenBank tartalmaz egy
magyarorszagi eredetll, filogenetikailag E csoportba tartoz6 GLRaV-1 virus izolatumot
(CSE_6.4.1.H) (Cseh et al., 2013), mely azonos foldrajzi régiobol szarmazik, mint a mi HUTK
és HUHT jelzésti mintaink, de azoknem az E, hanem az A csoportba klaszterezodnek. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a fert6zés forrasa nem foldrajzi eredetli, hanem nagy valdszinliséggel
a fert6zott szaporitéanyag lehet.

A GLRaV-3 virust a 14 MK1 és a 15 MK3 konyvtarakban detektalta az SRNS
szekvenalasi elemzés, mely eredménnyel az irodalomban publikélt primerekkel végzett RT-
PCR visszaigazolasi eredmények teljesen megegyeztek (72. abra/A).

A két izolatum (HUMKI ¢és HUMK3) CP génje 336bp hosszii szekvenciajanak
filogenetikai analizise szerint 98%-ban megegyeznek, mig az amerikai referencia genomjukkal
91%-os hasonlosagot mutattak (72. abra/B).
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A M 1 2 3 45 6 78 91011 1213+K -K M 14 1516 17 18 +K-K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5MK7?
500 bp — == ok — ~= %= GLRaV3

—_ : 336 bp

KX701860 ISAB-BR Brazil
B KJ174518 Israel
43 GQ352632 623 SouthAfrica
£l MF446631 HUMK1
KC953898 F31BR8 Spain
MFB77862 HUMK3
g3 —— NC 004667 USA
| AJB06338 AUSG 5.2 Austria
AJBOG347 S8 5.1 Italy

99

| —
0,005

72. abra A/ A GLRaV-3 jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval, B/ A
magyar sz6léiiltetvényen talalt GLRaV-3 variiansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai
elemzése a kopenyfehérje (CP) szekvenciak alapjan (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18:
a vizsgalt liltetvények és azonositoik, +K: fert6zott novénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K:
MQ viz).

A két izolatum (HUMKI1 és HUMK3) CP génje 336bp hosszii szekvencidjanak
filogenetikai analizise szerint 98%-ban megegyeznek, mig az amerikai referencia genomjukkal
91%-o0s hasonlosagot mutattak (72. abra/B). Az izolatumok rokonsagi viszonyait a sz6l6
levélsodrddas virus csoportra jellemzé, HSP70 gén alapjan is megvizsgaltuk, ahol izoldtumaink
két csoportra kiiloniilnek el az orszag kiilonb6zé pontjairdl szarmazo mas, az adatbazisban
megtalalhatd magyarorszagi izolatumokkal (Cseh et al., 2013)(73. abra).

GLRaV3 — HSP70

20r HE794023 2.2 Hungary
NC 004667 Ref NY1 USA
AJ748512 AUSG5-5 Austria
MF991899 HUMK1 Hungary
HE794025 4.2 Hungary
HE794024 3.5 Hungary
AJT748510 AUSG5-2 Austria
DQ780889 C5-1 China
KJ174518 Israel
MF991900 HUMK3 Hungary
9 HE794022 1.4 Hungary
41} KX701860 ISAB-BR Brasil
GQ352632 623 SouthAfrica
EF508151 New Zealand

97

e
0.05

73. abra A magyar sz6léiiltetvényen talalt GLRaV-3 variansok rokonsagi viszonyainak
filogenetikai elemzése a kopenyfehérje (HSP70) szekvenciak alapjan.

A 14 MK1 és 15_MK3 mintak, bar azonos iiltetvényrdl szarmaznak, de két eltérd fajtat
képviselnek. Mivel ezek a foldrajzilag azonos helyrdl szdrmazo6 véltozatok filogenetikailag
eltértek egymastol, igy valdsziniibb, hogy a virus variansok jelenléte szaporitdanyag eredetl,
mint egy esetleges helyszini fert6zés eredménye.
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6.4.2.6 Sz6l6 A és B virus (GVA, GVB)
Két Vitivirus nemzetségbe tartozo virus jelenlétét mutattuk ki: a GVA virust 5
tiltetvényben, mig a GVB virust 2 iiltetvényben detektaltuk (1. tablazat, 74. abra/A).

A M1 2 3 45 6 78 9 1011 1213+K -K M 14 15 16 17 18 +K-K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
300 bp— w—
o e — —— E — <+ GVA
272 bp
M 1 2 3 45 6 78 9 1011 1213+K -K M 14 15 16 17 18 +K-K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BY MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
500 bp —— — -— = SO - 4 GVB
- - 460 bp
B 12_DF egyedeinek kivonatai
M V1120321 2/22/3 3N N233 411 4/24/3 5115253 M 6/1 82 B/3 7/1 7i2 TI3 B/1 82 83 K +K
500= 500 S5 o
- — " o — 4= GVA
— . - e 272bp
12_DF egyedeinek kivonatai
M 111213211 202 2/3 311 3123/3 411 412 413 5/1 512 5/3 M 61 62 63 T T2 T3 B/ B2 B3 +K K
-
500 = 500 46%\';3

74. abra SRNS HTS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval A/ GVA és GVB
virus esetében, B/ a 12_DF iiltetvény egyedeinek tesztelése GVA és GVB virus jelenlétére. (M:
GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt tiltetvények és azonositoik, +K: fertdzott
ndvénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A 12_DF mintdban a két virus kimutatasa nem volt egyértelmii. Annak ellenére, hogy
PCR terméket kaptunk, az SRNS HTS eredmények a GVB virust egyaltalan nem jelezték elore,
és a GVA esetében sem volt egyértelmi jelenléte az iiltetvényben. A kérdés tisztazasara
teszteltiik az 12_DF iiltetvény egyedeit a GVA és GVB virusokra. Igy fény deriilt arra, hogy az
tiltetvény egyetlen egyede volt fert6zott a virusokkal (Fliggelék 1.tablazat, 74. abra/B). Az HTS
soran errdl az lltetvényrdl 8 egyedet vizsgaltunk, igy a 7 egyed GVA és GVB virusokat nem
tartalmazé RNS higitotta a kivonatot. Igy lehetséges az, hogy ezekrdl a virusokrol keletkezo
SRNS-ek mennyisége a detektalasi hatar ala csokkent, és csokkentette a modszer érzékenységét.

A GVA virus izoldtumok filogenetikai vizsgalatuk szerint, az olaszorszagi eredetii
referencia genommal (NC_003604) 85-90% hasonlosag mutatnak, valamint izolatumaink, mas
eurdpai eredtli GVA variansokkal egyiitt az I. filogenetikai csoportba tartoznak (Goszczynski,
2014) (75. abra).

GVA 39 JN860999 1H23 Poland
36 AF007415 PA3 Israel

n MF446634 HUTK

68 a " dovak
_1 KR091886 SK13 Slovakia

85 MF446636 HUSZHT
S l-es csoport
e LK937679 954 Grreece
NC 003604 Refseq italy
DQB55084 GTG11-1 South Afrca
DQ855083 KWVMod-1 South Afica Il-es csoport

DQ787959 GTR1-1 South Afica  [Il-as csoport

75. abra A magyar széléiiltetvényen talalt GVA variansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai
elemzése.
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A GVB variansok esetében nagyobb mértékii genetikai variabilitast tapasztaltunk: az
izolatumok 85%-0s hasonlosdgot mutattak egymadssal Osszevetve, ennek megfeleléen
kiilonb6z6 rokonsagi csoportokba tartoztak (Fonseca et al., 2016) (76. abra).

GVB
a9 KX268371 GP_3 Portugal
60 { JX513897 3138-01 USA
% MF446632 HUHT
GU733707 GVB-H1 South Africa
MF446633 HUMK3

100 GVB RefSeq ltaly
' KJ524452 953-1 South Africa

| e |
0.02

76. abra A magyar széloiiltetvényen talalt GVB variansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai
elemzése.

Az eredmények szerint az SRNS HTS alapu virus diagnosztikai eljaras a Vitivirusok
esetében is jol miikodott. Azonban eredményeink alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy
ha az iiltetvény pool sok nem fert6zott egyed RNS kivonatait is tartalmazza, az jelent6sen
csOkkentheti a kimutatés érzékenységét és tovabbi kiegészitd vizsgalatok nélkiil az egyenlétlen,
enyhe fertézések nem mutathatdak ki egyértelmiien.

6.4.2.7 Sz06l6 foltosodas virus (GFKV)
A GFKkV virus az egyik legelterjedtebb virusnak bizonyult vizsgalatunk soran: 18-bol
14 iltetvény esetében tapasztaltunk GFkV fertozottséget. Az SRNS HTS alapt virus

diagnosztika €s a virus RT-PCR visszaigazolasa a legtobb esetben, 6sszhangban allt egymassal
(1. tablazat, 77. abra).

M 1 2 3 4 56 7 8 910 1112 13+K K M 14 15 16 17 18 +K -K

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
200bp— R p—— L e e - e - - <) 79hp
GFkV
bp— -
400bp - ——— — — [e—— - —— —— —— =l a5 pp

77. abra Az SRNS HTS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakciéval GFKV virus
esetében. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K:
fert6zott ndveénybdl kivont RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A 8 ET mintanal azt tapasztaltuk, hogy az irodalmi primerekkel nem volt sikeres a PCR
alapu visszaigazolas, igy a kapott SRNS szekvencidk alapjan 0j primer part terveztiink a virusra,
mely hasznélatdval alatamasztottuk az adott iiltetvényben a virus jelenlétét.

A GFkV izolatumok filogenetikai elemzése nagymértékii variabilitast mutatott: 85-95%-0s
hasonldsag az olasz referencia szekvenciaval (NC _003347) (78. abra).
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82 — MF446641 HUTK
MF446643 HUHT

MF446642 HUPH

KF594429 1d Macedonia

NC 003347 RefGen ltaly

MF446648 HUEH

KJ466278 E95 Spain

MF446644 HUPP

MF446647 HUSZHT

MF446645 HUMP

HQ688990 CI-1155 Chile

HMG36851 GFkV-4527 Chile

MF446652 HUMK3

MF446651 HUMK1
MF446650 HUBV

3 MF446653 HUMK7

56l MF446646 HUET

MF446649 HUDF

[ MF461275 HUCS GRVFV

L NC 034205 RefSeq GRVFV

GFkV

100

o
ale

0.05

78. abra A magyar széloiiltetvényen talalt GFKV variansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai
elemzése.

Az 5 CS minta esetében kideriilt, hogy a klonozott PCR termék szekvencidja alapjan az
1zolatum nem GFkV, hanem GRVFV (az izolatum NCBI GenBank azonosit6ja: MF461275)
eredetli, ami a két virus magas szintli hasonlosagara utalhat. A Tymovirusok kozeli
rokonsagban allnak, sok esetben egyiitt is élhetnek ugyanabban a ndvényben. A GFkV virusrol
leirtak GRGV-al, GAMaV-al és GRVFV-val (Sabanadzovic et al., 2000) és néhany esetben
GSyV-1-el val6 egyiittes el6fordulasat is, ezért nem meglepd, hogy ezeket a virusokat a legtobb
mintankban detektalni tudtuk.

6.4.2.8 Grapevine redglobe virus (GRGV)

Ugyan Eurdpa kiilonboz6 teriiletein (Sabanadzovic et al., 2000, Beuve et al., 2015,
Cretazzo et al., 2017, Voncina et al., 2017), valamint Brazilidban korabban mar jelentették a
virus el6fordulasat (Fajardo et al., 2017), a GRGV virus hazankban egy altalunk Gjonnan
azonositott sz616 virus. Szekvenalasi adataink tobb iiltetvényben is jelezték a virus lehetséges
eléfordulasat (1. tdblazat), majd a visszaigazolassal 7 iltetvényben sikeriilt alatdmasztani
jelenlétét (79. abra/A).

A GRGV virust az orszag kiillonboz0 régidiban is megtalaltuk; a szekvenalt torzsek 87-
95% hasonldsdgot mutattak a referencia szekvenciaval (NC _030693), ezt a valtozékonysagot
mutatta szdmunkra a varidnsok rokonsagi kapcsolatdnak vizsgélata is (79. abra/B). A Red
Globe egy kaliforniai eredetii csemegeszOl0 fajta. Termesztését, Sabanadzovic szerint,
Olaszorszagban kezdték meg eldszor, igy feltételezik a virus olaszorszagi eredetét. A
kiilonboz6 izolatumok variabilitasa és a tény, hogy a GRGV eddig nem fordult eld
Csehorszagban és Szlovakiaban — még HTS vizsgalattal sem detektaltak (Eichmeier et al.,
2016) — alatamasztja azt a feltevésiinket, hogy a virus nem kozép-europai eredetli, hanem

80



dc_1674_19

Varallyay Eva: MTA doktori értekezés

valosziniileg az eltérd foldrajzi szdrmazasu fert0zott szaporitdanyaggal keriilhetett be a
térségbe.

M 1 2 3 4 56 7 8 910 1112 13+K K M 14 15 16 17 18 +K -K
A TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS MKT
—
SDObp—z.- -

s —

= * GRav
538 bp

B GRGV
a8 | MF510392 HUTK
I

MF510397 HUSZHU
MF510334 HUPP

NC 030693 RefSeq Graciano-T101 Spain
MF510396 HUSZHT

391 2 KX828704 CF-BR Brazil

46  — MF510393 HUHT

L MF510398 HUBV

100 MF510395 HUET
|

AF521977 htaly

0.m

79. abra A/ A GRGYV jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval, B/ A magyar
szoloiiltetvényen talalt GRGYV variansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai elemzése. (M:
GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt {iltetvények és azonositoik, +K: fert6zott
novénybol kivont RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz)

6.4.2.9 Grapevine asteroid mosaic associated virus (GAMaV)

A GAMaV szintén egy olyan virus, mely hazankban val6 eléfordulasa korabban nem

volt ismert. Jelenlétét 8 mintdban detektaltuk az SRNS HTS és az RT-PCR visszaigazolasok
soran (1. tablazat, 80. abra/A).

M 1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13+K -K M 14 15 16 17 18 +K K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV

MK1 MK3 MK4 MKS5S MK7
A - - ..,

- < GAMaV
. 405 bp

B GAMaV

91 MF510405 HUEH

EL KU976280 Canada
43 MF510406 HUSZHU

24 MF510399 HUTK
—{_— MF510400 HUHT
a FN555305 Hungary

65 MF510402 HUCS
MF510403 HUMP

—%Ii MF510404 HUSZHT

79 AJ249357 Italy

KY123917 CS France

43

NC 031692 Refseq USA GV30

"
0,005

80. abra A/ A GAMaV jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakciéval, B/ A magyar
széloiiltetvényen talalt GAMaV variansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai elemzése. (M:
GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertdzott
névénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)
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Annak ellenére, hogy 1994 ota ismert a virus (Boscia et al., 1994), nagyon kevés
szekvencia informdaci6 4all rendelkezésiinkre vele kapcsolatban. Referencia genomjat
(NC_031692) 2016-ban tették k6zzé a NCBI GenBank-ban, és azota - koszonhetéen az HTS
alapu kutatasoknak is - leirtdk a virust Kanadaban (Xiao & Meng, 2016) és Franciaorszagban
(Candresse et al., 2017a). A 8 klonozott izolatum 94-96%-ban azonos a referencia genommal,
mig egymassal 93-96%-0s egyezést mutatnak. A filogenetikai vizsgalat szerint a magyar
GAMaV izolatumok kiilonb6z6 foldrajzi szarmazast variansokkal képeznek rokonsagi
csoportokat (80. abra/B), igy a virusfertézott szaporitdanyag hasznalata a legkézenfekvébb
magyarazata a kiilonb6z6 GAMaV variansok elterjedésének az orszagban.

6.4.2.10 Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV)

A GRVFYV virus, egy olyan Tymovirus, melyet el6szor talaltunk magyarorszagi szo16
tiltetvényekben. A virus detektdlasdhoz egy teljes genom szekvenciat (AY706994) és az
idokozben megjelent referencia genomot (NC_034205) (Reynard et al., 2017) vettiik alapul.
Elébbivel 11, utébbival 13 iltetvényben azonositottuk a virust bioinformatikai moédszerekkel
(1. tablazat). A francia referencia genom ¢és a kaliforniai szarmazast teljes GRVFV
genomszekvencia kozott 77%-os hasonlosagot taldltunk, ami a virus nagymértéki
variabilitdsara utal. Ez a vdltozékonysdg lehet az oka a virus sok esetben sikertelen
detektalasanak (Pantaleo et al., 2010, Reynard et al., 2017). A ¢cDNS szintézist ez esetben virus
specifikus primerrel végeztiik el, ndvelve a kimutatas érzékenységét. Az SRNS szekvencidk
alapjan tervezett primerekkel 9 iiltetvényben kaptunk GRVFV specifikus terméket, de 4
mintaban nem volt sikeres az HTS eredmények visszaigazolasa (81. abra/A).

M1 2 3 4 56 7 8 910 1112 13+K K M 14 15 16 17 18 +K -K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7

wE- B-— @ - —-— I g
— = _ 1413 bp

B GRVFV

MF497525 HUTK2

KX828705 TRAJ3-BR Brazil
MF497528 HUPP2

KY513702 Switzerland isolate CHASS
KY513701 RefGen France isolate Mauzac
MF497526 HUPH

MF497533 HUSZHU

MF497524 HUTK1

MF497529 HUCS1

MF497530 HUCS2

95

—100:”“9’5“ o
MF497535
99 MF497535 HUDF2
MF497531 HUMP
99 )
MF497527 HUPP1
100
b1 MF497532 HUSZHT
r MF497536 HUBV

AYT706994 USA

R
81. abra A/ A GRVFY jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval, B/ A magyar
szOloiiltetvényen talalt GRVFYV variansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai elemzése. (M:
GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertdzott
névénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)
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A 9 izolatum 79-96% és 79-87% hasonldsagot mutatott az AY 706994 és NC034205
genomokkal, megerdsitve a kiilonb6z6 virus izoldtumok kozott mutatkozo diverzitast. Tovabb
vizsgalva a virus variansok sokféleségét, ugyanazon iiltetvény (HUCS1-2, HUPP1-2, HUTK1-
2, HUDF1-2) tobb egyedének szekvenciajat is meghataroztuk. Filogenetikai elemzésiik
ravilagitott, hogy egy iiltetvényen beliil tobb GRVFV virus varidns is eléfordul (78-92%
azonossag az egyedek kozott) (81. abra/B). Az eset megmutatta szamunkra, hogy az SRNS HTS
eljards a varidbilis virusok pontos és érzékeny diagnosztizdlasara nem minden esetben
alkalmas, de egy Tymovirus jelenléte pontosan meghatarozhatoé volt.

6.4.2.11 Sz6I6 Syrah virus1 (GSyV-1)

A sz616 Syrah virus-1-et (grapevine Syrah virus - GSyV-1) egyTymovirus, széles korii
jelenlétét csoportunk irta le magyarorszagi iltetvényekben (Czotter et al., 2015). A
szekvenalasi eredmények 15 mintaban mutattak a virus el6fordulasat (1. tablazat). A virus
mozgasi fehérje génjére (MP) tervezett DetF-DetR primer parral (296bp-os termék)(Al
Rwahnih et al., 2009) 10 minta esetében kaptunk virus specifikus terméket, mig a
kopenyfehérje gén egy darabjanak sokszorozasaval (720bp-os termék)(Sabanadzovic et al.,
2009) maradéktalanul sikeriilt alatamasztani az HTS eredményeket (82. abra/A).

M1 2 3 4 56 7 8 910 1112 13+K -K M 14 15 16 17 18 +K -K
A TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS MK7
800 bp—=—~ RO S i S = —
ass e — 4] 72000
400bp— GSyv1
P — —— —— e —— — —_—— =] 795bp
B
GSyV1

NC 012434 Ref USA

55
ST: FJ977044 GVQ USA
6 KT005401 HU11TKY

KX130754 TRAJ-BER Brazil
KP221256 SK30 Slovakia
KT005402 HU13Szht

KT005400 HUT1TKZ

R — KT005393 HU18DF
L KTO005405 HU21BY

KT005398 HUACS

i’i KT005403 HU15EH
GU56E024 CI-5042 Chile

KT005404 HU17Szhu
KP221255 CZ10 Czech *
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82. abra A/ A GSyV-1jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakciéval, B/ A magyar
szoloiiltetvényen talalt GSyV-1 variansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai elemzése. (M:
GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iltetvények és azonositoik, +K: fertdzott
noveénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A virus elterjedtségére Csehorszdgban és Szlovakidban is felfigyeltek, és nagyfoka

crcr

al., 2015), mely alnegativ eredményeket eredményezhet az erre a régiora tervezett primerek
diagnosztikai célu alkalmazasaval, mint esetiinkben is. Az izolatumokban azonositott CP gének
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720bp hosszu szakaszanak filogenetikai elemzése szerint (Glasa et al., 2015) két f6 csoport
kiilonithet6 el, amelyen kiviil egy izolatum elkiiloniilve képviseli a harmadik csoportot (82.
abra/B). Megvizsgalva ugyanazon iltetvény (11 TK) kiilonb6z6 egyedeiben azonositott
GSyV-1 variansokat (HU11TK2 és HU11TKD9) azt talaltuk, hogy ezek szintén nagymértékii
variabilitdst mutattak, ami alatamasztja azon elképzelésiinket, miszerint a Kozép-Eurdpai
GSyV-1 variansok nagyobb mértékii valtozékonysagot mutatnak, mint az Eszak-Amerikai
valtozatok.

6.4.2.12 Sz06I0 rupestris faszoveti barazdaltsag virus (GRSPaV)

A GRSPaV a vilagon és hazankban is egy régota ismert, széles koriien elterjedt szolot
fert6zo virus. A szekvenalasi adatok szerint azonban csupan 3 iiltetvényben bukkantunk a virus
nyomara, a virus jelenlétének elfogadasara vonatkozo feltételeink alapjan (1. tablazat). Ezzel
¢les ellentétben a publikalt, a replikdz gén egy nagyon rovid szakaszat amplifikalo,
diagnosztikai primerrel végzett PCR reakcioval 16 mintaban kaptunk virus specifikus terméket

(83. 4bra).
M 1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13+K K M 14 15 16 17 18 +K -K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS5 MK7
200bp—" e — — — — e (G _--_ T‘-— - - 155bp
— = RSPaV
1500 bp— == P  — — g — Ve iy 1541 bp

83. abra Az SRNS HTS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval a GRSPaV
virus esetében. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik,
+K: fert6zott ndvénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A GRSPaV replikdz génjérdl ismert, hogy gyakori rekombinéacios események jellemzik,
¢és viszonylag sokat hibazik (kicsi a proofreading aktivitasa), ennek kovetkeztében a kiilonb6zo
variansok egyiittléte ugyanabban a novényben eltérd virus variansok kialakuldsahoz vezethet
(Glasa et al., 2017). Megvizsgaltuk, hogy a GRSPaV specifikus readek szama, illetve a genom
lefedettség novekszik-e, ha a bioinformatikai elemzéshez 5 kiilonboz6 teljes GRSPaV varians
genomjat hasznaljuk. Az elemzés szerint, 40%-nal magasabb lefedettséget csupan tovabbi 2
mintdban tapasztaltunk. A GRSPaV foként vegetativ szaporitds utjan terjed; ennek
eredményeként, rendkiviil nehéz eliminalni, mely igy hosszt idon keresztiil él egyiitt a szol6vel
(Meng et al., 2006).

GRSPaVv 75 — NC 001948 Ref 1 USA

5
L sy
b—————— AY881626 SG1 USA
AY368590 SY USA
AY368172 PN USA
KR054734 JF China
KX274277 SK30 Slovakia
AY881627 BS Canada

00

84. abra A magyar szélgiiltetvényen talilt GRSPaV varidnsok rokonsagi viszonyainak
filogenetikai elemzése.
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Ez a koevolucié kolcsonds eldnyok révén a gazdandvény génexpresszidjanak
valtozasahoz vezetett, igy a virus jelenléte a stresszgének enyhe ,,down” regulacidjat
eredményezte (Gambino et al., 2012). Ennek koszonhetd, hogy az egyiittélés kovetkeztében a
virus ¢és a gazdaszervezet kozotti védekezési reakcid egyensulyba kertilt. Lehetséges azonban
az is, hogy a GRSPaV kddolta VSR-ek gatoljak a virus eredeti SRNS-ek biogenezisét, de ennek
igazolasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A GRSPaV izolatumok filogenetikai vizsgalata
érdekében, egy hosszabb 3’ végi CP genom darabot amplifikaltunk a virusbol. A filogenetikai
vizsgalatok azt mutatjdk, hogy a magyarorszagi varidnsok az amerikai és uruguayi
izolatumokkal alkotnak kozelebbi rokonsagi csoportot (84. abra).

6.4.2.13 Grapevine Pinot gris virus (GPGV)

Virusdiagnosztikai felmérésiink szerint a GPGV, mely hazankban egy wjonnan leirt
virus, rendkiviil elterjedt, az altalunk vizsgalt iltetvények koziil 17-ben talaltuk meg (1.
tablazat), melyet az RT-PCR alapt igazolas is alatamasztott (85. abra).

M 1 2 3 456 78 91011 1213 +K-K M 14 15 16 17 18 +K K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7

500 bp— T

o ——— s — — — — —— — S — — — — = GPGV

411bp

85. abra Az SRNS HTS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval a GPGV
virus esetében. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és
azonositdik, +K: fert6zott novénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)

Ahogy korabban bemutattam, a szekvenalt, virus eredeti SRNS-ek esetében a 21
nukleotid hosszii SRNS-ek ttlstlya a jellemzd, igy a GPGV esetében is ezt tapasztaltuk.
Azonban ezzel ellentétben, két mintdban (1_TK és 11 _SZHU) a 24nt hosszi GPGV eredetii

crer

200 20000 15000 20000 40000 )
1o 20000 10000 30000 30000

acoo
100 00 . 20000 20000 =10
100 5000 0 00
50 10000 10000 .
o M | 0 l - 0 B _ 0 . - » o 0 -—
21 £ 2 24 2 2 2 ou 7 2 ;1 M 2 2 ;o 1 z 1w om 7 2 23
as w3 mas
T_FP & ET 9_BZHT 10_EH 11.82HU 12_0F
40000 30000 15000 20000 150 16000
e 20000 10000 13000 104 0000
20000 10000
00e l 10000 . o l I s a 000
a - ¢ el - 9 - o M - 0 =
2 2 23 24 2 2 2 2 21 22 23 24 z1 2 2 2 1 2 3 2 21 3
=g mag = =ac
13 BV 14_MK1 15_MK3 16_MK4 A7_MKS 18_MKT
20000 20000 0000 15000 15000 BOOD
1500 isac0 20000 10008 10008 8000
10000 10000 4000
5000 . 5000 l 10000 | | 500 | | 5000 | | 2000 .
a - 0 - o = [} - n = D -
2t 2 23 o 21 2 23 =2 71 22 73 2 2 2 M 222 om o 2 22 T

86. abra A GPGYV eredeté sRNS readek méret eloszlasa (a narancssarga és a kék szinek a pozitiv-
negativ orinetaciot jelzik, kék keret jelzi a 24nt read-ek dominanciajat).

Ezekben a mintdkban a virus specifikus read-ek szdma nagyon alacsony volt, azonban
mindkettében kaptunk 2-2 db GPGV eredetii kontig szekvenciat, melyek a genom 5’ régidjarol
szarmaznak. Ezt a genom régiét megvizsgalva (155-235bp) azt taldltuk, hogy az olasz
referencia genom (NC _015782) ezen régidja kiilonbozik a tobbi adatbazisban levé GPGV teljes
genomszekvenciatol, mivel tartalmaz egy szakaszt, mely illeszkedik a V. vinifera szekvenciara.
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Hasonléan a GPGV elsé leirasahoz (Giampetruzzi et al., 2012), a bioinformatikai
adatfeldolgozasunk soran mi sem tavolitottuk el a gazda/sz6l6 specifikus read-ket a
virusdiagnosztikai elemzés soran. igy a GPGV virusként azonositott SRNS szekvencidk
ezekben a konyvtarakban alpozitiv/gazda eredeti szekvenciak lehetnek, mely megmagyarazza
méreteloszlasukat, valamint a kontig szekvenciak jelenléte és az SRNS-ek direkt illesztésével
kapott eredmények kozotti ellentmondast. Kisérleteink 6ta mas kutatok, és a virus leirdi is
¢észlelték ezt a hibat, és ezt javitva a GenBankban ma mar egy olyan GPGV referencia genom
talalhato, ami ezt a régiot nem tartalmazza. Tovabbi kérdésként meriilt fel, hogy miért kaptunk
ennek ellenére GPGV-specifikus PCR terméket a 11 SZHU mintaban (85. abra).
Megvizsgaltuk az iltetvény egyedeit és azok kiilonb6zé szerveit RT-PCR-rel, és
kideriilt, hogy ebben a nagyon fiatal iiltetvényben csak egyetlen tesztelt egyed volt fert6zott, és
csupan a fiatal levelekben és a hajtascstcsban volt kimutathato a GPGV virus jelenléte (87.

abra).
egyedi tokék az ultetvényen A fert6zott egyedek kiilonbozo szerveibdl készilt RNS kivonatok
10_EH 11_SZHU EH5 SZHU1
M 123451 23 45+ M12 3 45-K+K 1 2 3
g 5 g A — - 1663bp CE iben Ry G 411bp

|
LI

1-hajtascsucs, 2- fiatal levél, 3-idésebb levél, , 4-viragzat, 5-kacs

87. abra A GPGYV jelenlétének vizsgalata az EH és az SZHU iiltetvényeken. A bal oldali
panelenaz 10_EH és 11 _SZHU iiltetvény egyedeinek, mig a jobb oldali panelenaz EH5 és SZHU1
egyedek szerveinek tesztelése GPGV virus jelenlétére. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-8:
DF iiltetvény 8 egyede, +K: fert6zott ndvénybdl kivont RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A GPGV jelenlétét 11 mintaban (14-18 azonos iiltetvény mintéit pooloztuk) Northern
blottal is igazoltuk (88. abra).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14-18
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EHSZHU DF BV MK -K1 -K2

- - - e b Rs

88. abra Az SRNS HTS eredmények igazolasa Northern blot hibridizacioval a GPGV virus
jelenlétére. (1-13/ ultetvény pool, 14/ a 14-18 azonos iiltetvények poolozasabol készitett RN'S
keverék. —K1: egészséges sz616 RNS, -K2: Nicotiana benthamiana negativ kontroll, az EtBR-dal
festett gélen lathato rRNS-ek a mintafelvitel egyenletességét mutatjak.)

A 10_EH mintdban a felvitt RNS alacsony mennyisége, mig a 11 _SZHU mintdnal az
alacsony GPGYV koncentracio lehet az oka, hogy nem kaptunk specifikus jelet a vizsgalat soran.
A virus CP szekvenciajanak vizsgélata alapjan az izoldtumok minimalis eltéréseket mutattak,
de filogenetikai vizsgalatuk soran eltérd csoportokat alkottak és kiilonbozé foldrajzi eredetii
izolatumokkal mutattak kdzelebbi rokonsagot (89. abra).
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87 | MF538652 MK1
—{u 53 MK3
MF538647 SZHT1

MF538650 OF

KX522755 Riesling25-3 Germany
MF538642 PP4
MF538643 CS

MF538646 ET1
KF134124 SK01 Slovakia

MF538641 HT6

MF538644 MP2

MF538640 PH4

KF134123 SK30 Slovakia
KM491305 Mer France
KU194413 BC-1 Canada

KR528581 Tannat Korea
KT894101 TN USA

NC015782 Ref Italy

0.005

89. abra A magyar sz6léiiltetvényen talalt GPGV varidansok rokonsagi viszonyainak filogenetikai
elemzése.

Ez aldtdmasztja azt a hipotézist, hogy a GPGV Kelet-Eur6pabol Olaszorszag irdnyaba
terjedt (Bertazzon et al., 2016), majd Europabol keriilt el a vilag mas tajaira (Wu & Habili,
2017). Terjedésében feltételezhetden a fertdzott novényekrdl szarmazo gubacsatka vektorok
(Bertazzon et al., 2017) jatszanak szerepet, mely magyarazata lehet az egyéves iiltetvényben
(11_SZHU) valo6 egyenlétlen jelenlétének. Nagymértékii elterjedtségének ellenére, a GPGV
altal okozott és megjelend tiinetek ritkak, az altalunk mintazott egyedek koziil egy sem mutatott
GPGV fertdzésre utalo tiineteket. A latens és virulens torzsekre vonatkozé informaciok jelenleg
még nem egyértelmiick (Saldarelli et al., 2015); azonban a MP vég polimorfizmusa szerint,
valamennyi izoldtumunk a latens csoporthoz tartozik, amelynek képviseldi MP végiikon
rovidebbek 6 aminosavval.

6.4.2.14 Malna bokros torpulés virus (RBDV)

2003-ban kozolték elészor Szlovéniaban, hogy az RBDV virus természetes modon
képes fertdzni szOl6t (Mavric et al., 2003). Azodta kevés erre vonatkozo informaciora deriilt
fény, 2012-ben azonban szintén megtalaltak a virust Magyarorszagon (Plesko et al., 2012).
Vizsgalataink soran a 11_SZHU mintank szintén RBDV jelenlétét mutatta (1. tablazat). A
11_SZHU iiltetvény, egy nagyon fiatal, 1 éves Furmint iiltetvény, melyben a virus mindkét
RNS-ét (RNS1, RNS2) sikeriilt RT-PCR-rel kimutatni (90. abra/A), valamint az RNS1 esetében
Northern blottal is kimutattuk a virus jelenlétét (90. abra/B).

Habar a 13 BV iiltetvényben is kaptunk RBDV specifikus SRNS read-ket, valamint
mindkét RNS-e esetében a lefedettségi érték elérte a 40%-ot, ennek ellenére PCR terméket nem
kaptunk. Ennek az ellentmondasnak a feloldasahoz az iiltetvény egyedeit vizsgaltuk meg a virus
jelenlétére. Az RNS1 esetében, egyetlen egyednél (BV2) kaptunk terméket a vart méret
tartomanyban (90. abra/C). Sanger szekvenalassal bizonyitottuk, hogy a BV2 egy RBDV
specifikus szekvencia, mely 98.6%-o0s hasonlésagot mutatott a 11 _SZHU izolatumunkkal. A
BV2-vel jelolt egyed egy Balafant, egy 0Osi, magyar fajta, amely sokdig jelen van a
gyljteményben. Felmeriil a kérdés, hogy a virus hogyan fertézhetett az orszadg északkeleti
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részén. A 11 SZHU RNSI1, 1324bp hosszu szakaszanak filogenetikai elemzése szerint
jelentdsen eltér az egyéb, Rubus gazdaban talalt RBDV RNSI1 szekvenciaktol (91. abra/A).

A M1 2 3 456 78 9101 1213 +K-K M 14 15 16 17 18 +K K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7

1200bp—5 - - § - <« 1;?8;/_RNA1
1200bp_E -— - = @ <l RBDV_RNA2
_— 1243 bp
13_BV egyeditskék
B 11_SZHU  3_HT C 2BV egyeditoke

M 123 4 5+4K-K

|
- RBDV RNS1

- — rRNAS

= RBDV_RNA1
— -
1000

RBDV_RNA2
1000 -

[reer [t

90. abra Az SRNS HTS eredmények igazolasa A/virus-specifikus RT-PCR reakcioval, B/
Northern blot hibridizaciéval az RBDV virus jelenlétére C/A 13_BYV iiltetvény egyedeinek
tesztelése RBDYV virus jelenlétére (A, C/M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, +K: fert6zott
ndvénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz, BBRBDV_RNSI jelenlétét 11 _SZHU

tiltetvényben vizsgaltuk, 3_HT pool RNS-ét hasznaltuk negativ kontrollként.)

szakaszan (91. abra/B, mely szerint a tokaji eredetli RBDV izolatumunk kozelebbi rokonsagban
all a Szlovén Vitis szarmazasu izolatummal, mint a magyarorszagi V. vinifera variansokkal
(JQ928628 ¢s JQ928629). Ez azt sugallja, hogy a virus megjelenése szaporitdanyag eredetii

lehet.
RBDV_RNS1
86 NC 003739 Ref UK Rubus
99 KJ007639 Ecuador Rubus
FR687349 Sweden Rubus
AB948214 Japan Rubus
MF446639 SZHU
—
e
RBDV RNS2 58 EU796086 Slovenia Vitis

84 JQ928629 Hungary Vitis
100

JQ928628 Hungary Vitis

; MF446640 SZHU

KJ007640 Ecuador Rubus
7 AB948215 Japan Rubus
100 NC003740 Ref UK Rubus

FR687357 Belarus Rubus

s
0,005

91. 4bra A magyar széldiiltetvényen talalt RBDV RNS1 és RNS2 rokonsagi viszonyainak
filogenetikai elemzése.

6.4.2.15 Sz0610 szatellit virus (GSV)

A Sz0616 szatellit virust el6szor Kaliforniaban dsRNS szekvenalassal azonositottak (Al
Rwahnih et al., 2013), majd Iranban is leirtak jelenlétét (Candresse et al., 2017b). Mintainkban
2 esetben (1_TK, 13 BV) azonositottuk a GSV virust (1. tablazat). Az 1 TK mintdban RT-
PCR-rel (92. abra/A) és Northern blottal (92. abra/B) is sikeresen igazoltuk a jelenlétét.
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A M1 23 456 78 91011 1213 +K-K M 14 15 16 17 18 +K K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7

1000 bp —m— e,
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— - 4= GSV
— - == 927 bp

1.TK 2_PH
B LT 2 c

GSV RNS

13_BV egyedi tékék
1 2 3 4 5 +K-K

1000
—_— - GSV

rRNS

I =

T MF446638 TK Hungary
1 NC 0214801 USA
KY211673.1 Iran

—
0.005
92. abra Az SRNS HTS eredmények igazolasa A/Virus-specifikus RT-PCR reakciéval,
B/Northern blot hibridizacioval GSV jelenlétére C/A 13_BYV iiltetvény egyedeinek tesztelése
GSYV jelenlétére, D/ a hazai GSV izolatum filogenetikai analizise. (A, C/M: GeneRuler 100bp Plus
DNS Marker, +K: fert6zott novénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz, B/ a2 PH
tiltetvény pool RNS-¢ét hasznaltuk negativ kontrollként.)

A 13 BV mintdban azonban az iltetvény RNS pool-bol nem, csak az iltetvény
egyedeinek tesztelése soran kaptunk specifikus terméket (BV4) (92. abra/C). Habar a GSV
“helper’ virusat még nem azonositottdk, megfigyelték, hogy a GSV-vel fert6zott sz616ben
vitivirusokat és kiilonb6z6 GLRaV virusokat is talaltak (Al Rwahnih et al., 2013). Esetiinkben
al TK és 13 BV iiltetvényekben a GVA és GLRaV-1 virusok szintén megtalalhatdak voltak,
ez alapjan feltételezhetd esetleges ’helper’ virus szerepiik, de ez jelenleg még nem bizonyitott.
A 925bp méreti GSV klonunk (HUTK) szekvencia Osszehasonlitisa szerint kozelebbi
rokonsagban 4ll a kaliforniai izolatummal, mint az irani eredetlivel, €s némileg a masik BV4
egyed szekvenciajatol is eltér, igy eredete nehezen magyarazhato (92. abra/D).

6.4.2.16 Komlo torpilés viroid (HSVd)

Felmérésiink szerint csaknem az dsszes konyvtarunkban kaptunk HSVd eredetii SRNS
szekvenciakat (1. tablazat). Méreteloszlasuk és polaritasuk is Gsszhangban allt Navarro és
munkatarsainak (Navarro et al.,, 2009) viroidokra vonatkozé részletes vizsgalataval.
Bioinformatikai eredményeinket RT-PCR-rel is sikeriilt alatamasztani (93. abra/A).

Mivel a kiilonb6z6 variansok HSVd szekvencidi nagyon hasonloak voltak, igy egyetlen
tokaji szarmazasi HSVd klon szekvencidjat hataroztuk meg (MK4). A HUMK4 izolatum
filogenetikai analizise azt mutatta, hogy 95%-ban azonos a referencia genommal, azonban az
eredetileg Egerbdl szarmazo ENTAV115 Pinot noir német izolatummal (Navarro et al., 2009),
X06873) ¢és a masik hazai HSVd valtozattal (Y14050) nem all kézeli rokonsagi kapcsolatban
(93. abra/B).
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A M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 +K K M 14 1516 17 18 +K K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
400bp_ 1 o S HSVd
------—-d--‘-- 297bp
B 100 ||‘»'|F49?538 MK4
a9 L kc427097 USA

49 |— DQ444475 Brasil
¥ 14050 Hungary

MNC 001351 Ref Japan citrus

X06873 Riesling Germany

v —
0z

93. abra A HSVd jelelétének vizsgalata. A/ A HSVd jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-
PCR reakcidval, B/ A magyar sz6ldiiltetvényen talalt HSVd rokonsagi viszonyainak filogenetikai
elemzése. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K:
fert6zott ndvénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)

6.4.2.17 Sz06l6 sarga foltossag viroid (GYSVd-1, 2)

A Sz016 sarga foltossag viroidot vizsgalatink soran dsszesen 16 mintdban azonositottuk
(1. tablazat). Ahogy a tablazatban is lathato, a GYSVd-1 viroid 16 mintaban volt jelen, azonban
a GYSVd-2 viroid jelenlétére vonatkozd bioinformatikai elemzések nem voltak olyan
egyértelmiiek. A GYSVd-1 RT-PCR igazolasa sikeres volt, valamennyi minta esetében (94.
abra/A), azonban a GYSVd-2 esetében specifikus PCR terméket egy esetben sem kaptunk.

A M1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 +K-K M 14 15 16 17 18 +K K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHTEH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
G00DD = s - ——— - —— - - - -UH U- -« 3G5§Xd-1
p
B o
MF510390 PP

65
82 _L JF746184 China

MF510391 ET
X06904 Australia
AB742222 India
KU668664 Brasil
3 KT000348 Czech
X87911 Germany
MF510389 HT
—— JN008866 Iran

89

NC 001920 Ref USA

0.01

94. abra Az A/ GYSVd jelenlétének igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval, B/ a magyar
sz6l6iiltetvényen talalt GYSVd rokonsagi viszonyainak filogenetikai elemzése. (M: GeneRuler
100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fert6zott névénybol kivont
RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz)

Ezen eredmények arra utalhatnak, hogy a magyarorszagi iiltetvényekben eléforduld
variansok inkabb a GYSVd-1 viroidhoz allhatnak kdzelebbi rokonsagban. Az orszag kiilonb6z6
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tajair6l szdrmazo harom GYSVd izolatum szekvenciajanak vizsgélata sordn jelentds eltéréseket
tapasztaltunk, ahogy ezt a filogenetikai fa is mutatja (94. abra/B).

Osszegezve az SRNS HTS alkalmazasanak tapasztalatait az iiltevények virusfertézott
ségének felmérésében elmondhatjuk, hogy mintdinkat random modon gytjtéttiik minden
esetben, egy-egy tiinetet mutatd egyed mintazasa helyett, és e mintakbol a virusdiagnosztikahoz
RNS keverékeket készitettiink. Az iiltetvények egészségi allapotat igy felmérve, szamos
hazankban ismert sz616t fert6z6 virust azonositottunk. Az iiltetvények mentesek voltak GFLV,
ArMV ¢és GLRaV-2 virusoktol. A kotelezden sziirendd virusok koziill GCMV és GLRaV-3
fertdzottséget egy, GVB esetében hiarom, mig GVA virus eléfordulasat 5 iiltetvényben
tapasztaltuk. Korabbi vizsgélatokkal és tapasztalatokkal megegyezden, ahogy varhat6 volt, a
GLRaV-1 és GFKV széleskori elterjedtségét tapasztaltuk. A leggyakoribb el6fordulast a HSVd
¢s GYSVd-1 viroidok (14 és 13 iiltetvényben), valamint a GRSPaV virus (14 iltetvény)
mutatta.

Az ujgeneracids szekvenalas egyik legnagyobb eldnye, hogy 0 virusok detektalasat is
lehetévé teszi. Igy sikeriilt leirnunk szdmos, hazankban Gjonnan megjelent viralis korokozot,
melyek meglepd mddon orszagszerte széles korben elterjedtek voltak, és az egyes ujonnan
megjelend virusok variansai esetében nagymértékii genetikai variabilitast tapasztaltunk. Ilyen
uj virusok a GRGV, GAMaV, GRVFV ¢és meglep6 modon a legnagyobb fertdzottséget mutatd
GSyV-1 és GPGV virusok. Két iiltetvényben megtalaltuk a korabban hazankban sz6l6n mar
leirt RBDV virust, illetve a vilagszerte még kevésbé ismert GSV szatellit virust is. A
dolgozatban szerepld virus izolatumok szekvenciai és adatai elhelyezésre keriiltek az NCBI
GenBank, nemzetk6zi adatbazisban.

Eredményeinkbdl kitlinik, hogy a legtobb esetben az iiltetvények parhuzamosan tobb
virussal voltak fert6z6dve, sok esetben 10-13, illetve 2-3 virus, viroid jelenlétét is tapasztaltuk
egy-egy lltetvényben munkank soran (Fiiggelék 1.tablazat). A jelenlevd virusok szama és az
iltetvény kora kozott azonban nem talaltunk Osszefiiggést. Az egyik legfert6zottebb iiltetvény
(12_DF) tobb mint 100 éves és 12 virust detektaltunk benne, mig egy alig egyéves liltetvényben
(11_SZHU) 9 virus egyidejli jelenlétét tapasztaltuk. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a
nagymértékii fert6zottség és tobb virus kevert fertézésének egyiittes eléforduldsa a nem
megfeleld, fertdzott szaporitbanyag hasznalatanak a kovetkezménye lehet. Ezt az elméletet
tamasztja ala a virusok és variansaik filogenetikai vizsgalatanak eredménye, mely Szerint egy
adott virus foldrajzilag azonos helyrdl szarmaz6 valtozatai filogenetikailag jelentdsen eltérnek
egymastol. A virusok terjedésében az adatok alapjan a kereskedelemnek ¢és az ellendrizetlen
szaporitdanyag hasznalatnak lehet a legnagyobb szerepe.

6.4.3 SzOI0 alanyiltetvenyek virologiai felmérése sRNS HTS-sel

A termd szdldiiltetvények virusfertdézottségét vizsgald felmérésiink eredményei azt
mutattak, hogy a jelenlevd virusfertézések f6 forrasa maga a szaporitéanyag. A sz6lo
szaporitoanyag (altalaban oltvany) elballitisa soran a fajtajellegeket — és a késObbi bor
mindségét meghatarozd fajtat a filoxéranak ellenalld alanyra oltjak, igy a fert6zés a nemes
fajtan kiviil az alanybol is szdrmazhat. Szél6alanyokat a XIX. szazad végi filoxéra vész oOta
hasznalnak szerte Europaban. Az akkori pusztitas utan hazank toérténelmi szol6iiltetvényeinek
20-25%-4t allitottak helyre oltvanyok segitségével. Mig az alanyok legfontosabb tulajdonsaga
napjainkban is a filoxéra-ellenallésag (még az Gjonnan megjelend agressziv valtozatok ellen
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is), az alany tulajdonsagai hatarozzak meg tobbek kdzott a sz610 dsvanyianyag- €s vizfelvételét,
valamint részben a téke novekedését is. Egy 0j tanulmany szerint ezen kiviil még a gyokér
mikrobialis O0sszetételére is hatassal vannak, ami a sz610 terroir jellegét hatarozza meg (Marasco
et al., 2018). Az iitetvény telepitéseckor a legmegfelelobb alany kivalasztasakor ezeket a
paramétereket mind figyelembe kell venni. E kihivasoknak megfeleléen az elmult évszazadban
szamtalan alanyfajtat nemesitettek, de a Berlandieri-Riparia (SO4 és 5BB) és Berlandieri-
Rupestris (110R, 1103P és 140Ru) hibridek kozé tartozd ot fajta a kezdetektdl megodrizte
dominans szerepét (Ollat et al., 2016). A Teleki Zsigmond altal francia eredetii
magoncpopulaciokbdl eldallitott, illetve az 6 anyagaibol mas nemesitok altal szelektalt vonalak
(Teleki 5C, Teleki-Fuhr SO4, Teleki-Kober 125 AA és a Teleki 5BB), a legkedveltebb alanyok
kozé tartoznak, és igen széles korben elterjedtek, igy hazankban is a leggyakrabban hasznalt
alanyok koz¢ tartoznak (Poczai et al., 2013). A Bakonyi Karoly altal nemesitett Georgikon 28
szintén megtalalhaté hazank alanyiiltetvényeiben, de a leginkabb elterjedt alanyfajta, a francia
eredetli Fercal (Laucou et al., 2008). A hatalyos jogszabalyok szerint az oltvanyeldallitashoz
hasznalt nemes ¢és alany sz6l6nek is mentesnek kell lennie a legjelentdsebb virusoktol. Ugyan
a modernebb modszerek, pl. az RT-PCR hasznalata legalabb 10%-kal érzékenyebb, mint az
ELISA és a biotesztek, a hatosagi teszteket még mindig szardproba-szertien ELISA tesztekkel
végzik. Noha az 1j, metagenomikai megkozelitésen alapuld nagy-ateresztoképességii
szekvenalason alapuld modszerekkel mar tobb termd tiltetvény diagnosztikai felmérésdl késziilt
tanulmany (Megrelishvili et al., 2016, Buciumeanu et al., 2010, Eichmeier et al., 2018), az
alanytiltetvények fert6zottségét bemutatd diagnosztikai felmérésrél nem tudunk. Munkdnk
soran e hianyt poétlandé hazank 17 alanyiiltetvényén és két szOl6 alanygyiijteményben
végeztiink virologiai felmérést sSRNS-ek nagy-ateresztoképességii szekvenalasaval (95. abra).

17_LB
Legyesbénye [~ 7
15/16_TC/TC2

Tarcal

UA

144D | o
<i| Aldebrs |

3_FH

) X RO
Fityehaz

4_BH
Becsehely

HR

95. 4bra Hazank sz616 alanyiiltetvényeinek virusdiagnosztikai felmérése soran mintazott
iiltetvények mintavételi helyei az SRNS konyvtar azonositokkal.

Magyarorszdg 10 borvidékén, Osszesen 17 szlldalany-iiltetvényben tortént a
mintagyijtés, amit gy végeztiink el, hogy a véletlenszertien kivalasztott 10-20 toke az adott
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iiltetvény Osszes fajtajat képviselje. Igy Gsszesen 11 alanyfajtarol: Fercal, 5C, 5BB, S.0.4,
Ruggeri, 125AA, Georgikon 28, Richter 110, Borner, Berlandieri, Paulsen; valamint két
szOl6alany fajtagylijteményt is vizsgalva tovabbi tobb mint 30 fajtajardl gyijtottiink mintat. A
mintavétel a leveleken kiviil hajtascsticsra, kacsra, és ahol volt lehetség, a viragra is kiterjedt.
Az egyedekbdl tisztitott RNS kivonatokat tiltetvényenként egyesitettiik és 19 SRNS konyvtarat
készitettlink, amelyet Illumina platformon szekvenaltattunk. A bioinformatikai elemzés
eredményeit kisérletesen RT-PCR mddszerrel igazoltuk vissza.

A konyvtarak szekvenalasakor 12,8-26,4 milli6 nyers szekvenciat kaptunk, melyeket a
korabbiakkal ellentétben nem scripteken alapuld, korabban hasznalt pipeline-nal, hanem a
Qiagen CLC Genomic Workbench programcsomagjaval elemeztiink (Az elemzés soran kapott
eredményeket fiiggetlen modszerrel — RT-PCR-rel igazoltuk vissza (Fiiggelék 2. tablazat).

6.4.3.1 Az alanyiltetvények mentesek voltak a vizsgalatkoteles virusoktol

Hazankban szO0l6 iiltetvényeken vizsgalatkoteles virusok: GFLV, ArMV, GFkV,
GLRaV1-3, GVA, GVB. A rendszeres sziiréseknek koszonhetden az iiltetvényeket mentesnek
talaltuk ezektdl a virusoktol, kivéve a 10V, 12 KSZ és 12 TC2 iiltetvényeket, ahol a GFkV
jelenlétét észleltiik. Az SRNS HTS eredményeinek visszaigazolasa alatamasztotta ezt (96. abra).

M 1 2 345 6 7 8 9 10111213 14 15 M 16 17 18 19 +C -C
1852 288 3 484 5ZE 620 7NG BMT 9 MR 10V 11 P 12 KSZ13 2 14 AD 15 TG 16.7G217_LB 18_AS 1918
200 bp- = — GFLV
- — - 118 bp
= = ANV
500 bp- == ==
P e i il 402 bp
= GFkV
200 bp- — —— — — - 179 bp
= -
ad e  GLRav2

500 bp- 543 bp

500 bp- GLRaV3
i 336 bp
-C+C -C
- GVA
272 bp
- 1 +C +C -C
500 bp- == B G&,Bb
460 bp

LI l‘ﬂ' (L T

300 bp-
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96. abra Az SRNS HTS validalasa RT-PCR-rel az alanyiiltetvényeken a vizsgalatkoteles virusok
esetében (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K:
fert6zott ndveénybdl kivont RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A fajtagyiijteményekben ez a rendszeres ellendrzés nincs jelen. Az altalunk vizsgalt
pécsi Ultetvény kb. 20 éves, mig a tarcali igen fiatal, csupan 2 éves. Mig Pécsett GFLV, AtMV,
GFkV és GLRaV-2 fert6zést is talaltunk, Tarcalon csupan GFkV fert6zés mutatott az SRNS
HTS (97. abra).

Az eredmények RT-PCR-rel valo visszaigazolasa a GFLV (34-b6l 13 egyed volt Pécsett
fertozott), a GFkV (Pécsett 19 egyed volt fert6zott, Tarcalon csupan 33-bdl 3) és a GLRaV-2
(Pécsett volt jelen 3 egyedben) esetében sikeres volt.
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97. abra Az SRNS HTS validalasa RT-PCR-rel az alany fajtagyiijteményekben a vizsgalatkoteles
A/ Nepovirusok, B/ GFKYV és C/ levélsodrédas virusok esetében. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS
Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott novénybol kivont RNS-r6l irt cDNS

templat, -K: MQ viz)

Noha detektaltuk az ArMV jelenlétét Pécsett, a virus jelenlétét nem tudtuk RT-PCR-rel
visszaigazolni. A GFLV ¢és az ArMV igen kozeli rokon Nepovirusok (mindkét RNS-iik igen
hasonldo — 72%-ban azonos). Amikor az ArMV-nek azonositott kontigokat az NCBI-ban
talalhatd nem referencia genomokhoz hasonlitottuk azt vettiik észre, hogy azok egy, a
referenciagenomtol kiilonboz6 varianshoz hasonlitanak (GFLV-GHu). Ezt a varianst
hazénkban talaltdk egy esettanulmany kapcsan, mely az egy ndvényben eléforduld rokon
virusok kozott kialakuld interspecifikus hibridekr6l szolt (Vigne et al., 2008). Az elemzés soran
talalatot kaptunk a sz616 deformacids virusra is (Grapevine deformation virus), mely a GFLV-
GHu-hoz hasonldan egy GFLV-ArMV hibrid. Az RT-PCR valosziniileg azért lett negativ, mert
az ArMV diagnosztikai primerek erre a hibridre nem specifikusak. fgy csupan azt mondthatjuk
biztosan, hogy a pécsi fajtagylijteményben jelen van egy ehhez hasonld hibrid nepovirus. A
GLRaV-3 esetében pont az ellenkezd problémaval szembesiiltiink. Ugyan nem kaptunk
GLRaV-3 specifikus kontigot az elemzés soran, a virus lefedettsége (annak ellenére, hogy egy
18000nt hosszu virusrdl van sz6), igen magas (87,1 %) volt. Amikor az iiltetvényen jelenlevd
egyedetekben egyenként vizsgaltuk a virus jelenlétét 4 pozitiv mintat is talaltunk. Ez esetben
valdsziniileg az tortént, hogy a keverékként elemzett tobb negativ minta a keverék készitésnél
korabban, a termd iiltetvények felmérésénel is tapasztaltuk, és arra hivja fel figyelmiinket, hogy
a sSRNS konyvtar készitésekor maximalisan 8-10 egyed RNS-eit hasznalhatjuk fel. Ennél tobb
egyed RNS-ének keverése soran az adott virust nem tartalmazd mintdk meghigitjadk az
esetlegesen fert6zott egyedekbdl szarmazd keveréket, ami alnegativ eredményhez vezethet.

6.4.3.2 Az alanyok viroidokkal fert6zottek

A konyvtarak bioinformatikai elemzése azt mutatta, hogy a HSVd mindentditt jelen van.
Ugyan a normalizalt redundéans readek szdma néha a hatarérték ala esett, a viroid lefedettsége
minden konyvtarban 100%-0s volt. A GYSVd-1 viroid szintén gyakori, de nem volt jelen
minden tltetvényen: az 1 BSZ, 3 FH, 5 ZE, 8 MT és a 13_SZ mind mentes volt e viroid
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fert6zésétdl. A pécsi alanygyiijteményben ezen kiviil még egy: az ausztral sz616 viroid (AHVd)
fertézését mutatd kontigokat is talaltunk. A viroidok jelenlétének validalasa RT-PCR-rel a
HSVd esetében sikeres volt (98. abra)

M1 2 345 6 7 8 9 101112 13 14 15 M 16 17 18 19 +C -C

1BSZ 2 BB 3 FH 48B4 57E 670 7_NG BMT 9 MR 10V 11_P 12 KSZ13 SZ 14_AD 15_TC 16 TC217_LB 18 AS 1278

300 bp . e D e B = — B G e - e —Besdldlas HSVd

297 bp
00bp TR DT e e e ggssb‘;d'1
— -C +C
400 bp-~—— . — - AGVd
370 bp

98. abra Az SRNS HTS validalasa az alanyiiltetvényeken a sz616t fert6z6 viroidok esetében RT-
PCR-rel. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K:
fertdzott ndvénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A GYSVd esetében a4 BH mintaban nem tudtuk a viroid jelenlétét kKimutatni. Itt ugyan
talaltunk viroid specifikus kontigot, a normalizalt redundans readek szama kisebb volt, mint
200. Igy lehetséges az, hogy ebben a mintaban nem a GYSVd-1, hanem az ehhez hasonlé, kozel
rokon GYSVd-2 volt jelen és a primerek ezt a varianst nem tudtak felszaporitani. De ennek az
elméletnek a bizonyitasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek. Az AHVd-t a fajtagyiijteményben
2 fajtaban is megtalaltuk (99. abra).

11_P M 12 3 45 6 7889 1011 12 13 14 15 M 1617 18 192021 22 23242526 27 28 29 30 31 M 32 33 34 -C +C
400bp- F ) prad - = - AGVd
R . 370 bp
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fr
’he,a ’/nft'a S Oy

99. abra Az AHVd fertozott fajtak kimutatasa RT-PCR-rel. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS
Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott novénybol kivont RNS-rél irt cDNS
templat, -K: MQ viz)

Mindkét AHVd fert6zott egyedbdl felszaporitottuk a teljes viroid genomot és
hagyomanyos szekvenalassal meghataroztuk a bazissorrendjét, ami azonosnak mutatkozott. A
varians az olasz, tunéziai és ausztral varianssal mutat szorosabb rokonsagot, az azsiai
variansoknak tavolabbi rokona. Sajnos azt nem tudjuk, hogy ezek a fajtdk honnan kertiltek a
fajtagytijteménybe (100. abra).
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DQ362911 1 (China)

EL743601.1 (China)

EU743605 1 (China)
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100. abra A pécsi fajtagyiijteményben azonositott AHVd rokonsagi vizsgalata.

6.4.3.3 A nem vizsgalatkoteles virusok szinte minden alanyUltetvényen megtalalhatoak

A nem regulalt virusok koziil konyvtarainkban a GRSPaV-t, a GPGV-t és a GDefV-t
azonositottuk. A GDefV-rdl a korabbiakban ejtettiink szot. Ez a virus valosziniileg egy, vagy
tobb GFLV, ArMV hibrid jelenlétét jelzi a pécsi gylijteményben. A GRSPaV esetében a korabbi
munkainkhoz hasonldan azt talaltuk, hogy ugyan az SRNS HTS nem mindig mutatta ki a
jelenlétét, de RT-PCR mddszerrel a mintakban detektalni tudtuk. Ugyan az SRNS HTS-sel
csupan a 19 TB-ben volt kimutathat6 (ezt a konyvtarat hajtatott vesszobdl tisztitott RNS-bdl
készitettiik), az RT-PCR a 18 AS minta kivételével jelenlétét mindeniitt kimutatta (101. abra).

M 12 3456 7 8 910111213 141516 M 17 18 19 +C +C -C

1852 2BB 3FH 48B4 526 620 7NG BMT G MR 10V 11 P 12 KSZ13.52 14 AD 15.7C 16.TC2 1716 18.AS 19.T8

200 bp- GRSPaVv
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M 16 17 18 19+C -C
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101. abra Az sRNS HTS validalasa RT-PCR-rel az alanyiiltetvényeken a nem regulalt virusok
esetében. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K:
fert6zott ndvénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)

Ennek okat sajnos még mindig nem tudjuk, de szerepet jatszthat benne: a/ az, hogy a
virus variansai jelentdsen kiilonboznek (igy, ha ne a referencia genomhoz hasonl6 varians van
a mintankban esetleg nem mutatjuk ki), b/ a virus VSR-e nem ismert, ha esetleg van és az
gatolja az SRNS-ek keletkezését, akkor szintén félrediagnosztizalhatjuk jelenlétét ezzel a
modszerrel, ¢/ a GRSPaV esetében kimutattdk, hogy a hosszl ideig tart6 koevolcio a virus €s a
sz616 szamara kolcsonds elényokkel jarhat (Gambino et al., 2012), ami szintén csdkkentheti a
gazda védekezési reakcioit a virus ellen.

Az sSRNS HTS eredényét tanulmanyozva meglepeten tapasztaltuk, hogy a GSyV-1
specifikus kontigot nem talaltunk, annak ellenére, hogy a termd {iltetvényeken igen elterjedt
volt. A GSyV-1 eurodpai variansai sokkal diverzebbek, mint az amerikai variansok, ezért a
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kontigok azonositasat elvégeztiik, egy eurdpai (SK-30)(Glasa et al.,, 2015) varians

szekvenciajat hasznalva.

A > X
2
1_BSZ 2_BB 3_FH / 5_ZE 6_7ZG 7_NG ‘b§ 9_MR 10_V
M 12 12 3 1 2 12 3 4 5 67 M 1 2 1 2 3 1 2 3 4 1 2 -C +C
400 bp- | = GSyv-1
374 bp
* cDNA was prepared only with the RNA from the non-sy ic individuals
12_Ksz 13_8z 14_AD 16_TC2 17_LB 18_AS
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400bp- = S s e e e - - - ~ — GSyV-1
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102. abra Az SRNS HTS validalasa RT-PCR-rel a GSyV-1 esetében az A/ alanyiiltetvények,
illetve a B/alany fajtagyiijtemények egyedeire. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a
vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fert6zott novénybdl kivont RNS-rdl irt cDNS templat, -K:

MQ viz)

Ekkor mar 6 konyvtarban talalatot

kaptunk a virusra. RT-PCR segitségével tovabbi

konyvtarakban, dsszesen 14-ben tudtuk kimutatni a jelenlétét (102. abra).

Tovabb vizsgalva a fajtak fertézotts

¢gét a kiilonbozo tltetvényeken azt talaltuk, hogy a

fajtak GSyV-1 fert6zottsége nem egyenletes (102. abra), ami azt jelzi, hogy a ferz6zés nem az
tltetvényben tortént, hanem nagy valoszinliséggel az alany iiltetvénybe mar a fertézott

szaporitdanyag kertlt telepitésre.

A termdiiltetvényken tapasztaltakkal 6sszhangban GPGV specifikus kontigot minden
konyvtarban talaltunk, és a virus jelenlétét minden konyvtarban sikeresen visszaigazoltuk (103.
abra). A GSyV-1-hez hasonldsan a fajtak GPGV fert6zottsége sem volt egyenletes (103. abra).
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* cDNA was prepared only with the RNA
16_TC2 17_LB

M 12 3456 7 89 101112131415 M

1_p

a005p- =
-

15TC M 1 2 3 4 56 7 89 101112131415
— | s ~ =]

W08 e e e e

16 17 18 1920 21 22 23 24 25 2627 28 29 30 M 313233 34 +C -C
=
-l - S ~ — GSyV-1
. 374 bp
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M 313233 +C -C
- I e —
i i SO T GSyV-1
374bp

97



dc 1674 19 , . » .
- - Varallyay Eva: MTA doktori értekezés

103. abra Az SRNS HTS validalasa RT-PCR-rel GPGV esetében. A/ az alanyiiltetvényeken és a
B/ fajtagyiijteményekben. (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és
azonositoik, +K: fertézott ndvénybdl kivont RNS-rdl irt cDNS templat, -K: MQ viz)

A GPGYV igen elterjedt szerte Eurépaban. Ugyan még mindig nem ismert pontosan,
hogy mi az, ami a latens ¢és tlineteket okoz6 varianst megkiilonbozteti, az biztos, hogy a
fehérjét kodol (Saldarelli et al., 2015). Hazankban eddig egyetlen esetben talaltunk ilyen tiinetes
varianst, Csokakon egy olasz szaporitasbdl telepitett Pinot gris iiltetvényben (egyetlen tékén,
9. ébra). A termdiiltetvények felmérésekor ezt a varidnst nem talaltuk meg, mig az
alanyiiltetvényeken négy esetben ezt a tiineteket okozo varianst is ki tudtuk mutatni (104. dbra).

Felmérésiink soran, sRNS HTS-sel alanyiiltetvényeket és alany fajtagyiijtemények
virusfertdzottségét vizsgaltuk szerte az orszdgban. A felmérés soran az adott iiltetvény
egyedeinek RNS-ébol készitett keveréket vizsgaltunk. Azzal, hogy az indexelésen kiviil ezt a
stratégiat hasznaltuk, tovabbi koltséghatékonyan noveltiik az iiltetvény reprezentaltsigat.
Azonban, ha ilyenkor csak egy egyed fert6zott a keverékben, anyira lecsokkenhet az SRNS
koncentracio, hogy alnegativ eredményt kapunk. Tapasztalataink szerint ezért 8-10 mintanal
tobbet nem érdemes egy keverékként kezelni.

Kbnyvtar kéd Fercal 5C 5BB S.04 Ruggeri 125AA Georgikon Richter Borner Berlandieri Paulsen
GSyV1 GPGV |GSyV1 GPGV |GSyV1 GPGV |GSyV1l GPGV |GSyV1l GPGV |GSyV1 GPGV |GSyV1l GPGV |GSyV1l GPGV |GSyV1 GPGV |GSyV1l GPGV |GSyV1l GPGV
1 BSZ CAA CAA
2 BB CAA
3 FH CAA
4_BH CAA
5 ZE CAA CAA CAA
6_2G CAA
7_NG CAA CAA
8 MT
9_MR CAA CAA
10_V CAA
11 P 4:6 3.8
12_KSZ CAA CAA CAA CAA CAA TAA
13_SZ CAA CAA
14_AD CPA CAA CAA
15_TC
16_TC2 CAA CAA
17 1B CAA
18_AS CAA
19 7B CAA
az adott fajta
gyakorisiga 14 11 9 7 6 4 3 3 2 1 1
afajta adott | gspva 4 9 7 4] 2 2 0 1 1 0 1
virussal valé 28,57, 81,82 77,78 57,14 33,33 50 0 33,33 50 0 100
fertdzottsége 9 6 5 5 3 2 1 1 1 1] 1
% GPGV [64.29] 545 5,56 71,43 I so 50 83,33 33,33 50 100 00

104. abra A szél6alany-iiltetvényeken és fajtagyiijtemények fajtiinak GSyV-1 és GPGV
virusokkal valo fertézottségének dsszehasonlito tablazata. (a sziirke cellak jelzik, ha az adott fajta
jelen volt az iiltetvényen. sarga szin jelzi, ha a GSyV-1, mig z6ld, ha a GPGV pozitiv mintakat. A
GPGYV esetében feltiinetttiik a tlinetet okozd variannsal kapcsolt triplet fajtajat is)

"or

Az alanyiiltetvények felmérése tovabb erdsitette azt az elképzelésiinket, hogy a jovében
a rutin diagnosztikat bizonyos esetekben a HTS alapu moédszernek kell felvaltania, illetve
kiegészitenie. Ahhoz azonban, hogy ezt elérjiik, tovabbi standardizalasok sziikségesek, és
feltétleniil 6ssze kell hangolni a hasznalt bioinformatikai médszereket. Az SRNS HTS validalas
sok esetben nem sikeriilt, és ennek oka altalaban nem is a bioinformatikai modszerekben,
hanem a nem megfeleld, vagy nem elegendd referencia szekvencidban keresendd. Azt
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gondoljuk, hogy az adatbézisban talalhato szekvenciak alapjan készitett ,,mester” referencia
szekvenciak hasznalata a jovében jo megoldas lehet ilyen problémakra.

6.4.4 Kajszitorzsiltetvények vizsgalata sSRNS-ek Ujgeneracios
szekvenalasaval

A kajszi (Prunus armeniaca) hazank kedvelt gylimolcsfaja, hiszen nemcsak friss
gytimolcsként fogyasztjuk, hanem lekvart és palinkat is készitiink beldle. 1950 o6ta intenziv
nemesitési program folyik, melynek soran sok 0j allamilag elismert magyar fajtat nemesitettek.
A nemzetkozi rutinnak megfeleléen (Varveri et al., 2015) az 1j, elismert fajtak virusmentes
anyafait izolatorhal6 alatt tartjak, hogy megel6zz¢k a virus, elsdsorban PPV fert6zéseket. A
szaporitdoanyag eldallitas azonban nem ezekrdl a fakrol, hanem ezek szabadf6ldi
torzsiiltetvényekben fenntartott utddairdl torténik.

A kajszit sok viralis patogén fertézheti, melyek koziil Magyarorszagon a PPV, a PNRSV,
a szilva toriilés virus (prune dwarf virus - PDV), a kajszi latens virus, az alma mozaik virus, az
alma klorotikus levélfoltossag virus vizsgalatkoteles virusok, igy jelenlétiiket rendszeresen
ellendrizni kell a torzsiiltetvények egyedeiben (Barba et al., 2015). Ezeket a hatosagi teszteket
hagyomanyos virus diagnosztikai modszerekkel (DAS-ELISA és RT-PCR) végzik, melyek
ugyan érzékenyek, de csak az adott, éppen tesztelt korokozé kimutatasara alkalmasak. Az
elmult évtizedben a szekvenaldsi modszerekkel parhuzamosan a gyiimolesfak HTS alapu
diagnosztikaja is rohamosan fejlédott (Barba et al., 2014, Boonham et al., 2014, Hadidi et al.,
2016, Jones et al., 2017). Tiinetes fak HTS analizise szamos 1j varians, vagy eddig nem ismert
virus azonositasat eredményezte (Elbeaino et al., 2014a, Marais et al., 2016, Marais et al., 2014,
Villamor et al., 2017, Acevedo-Garcia et al., 2017b), és kiilonb6z6 variansok egyidejli
elé6fordulasat és rekombinacios eredetiiket deritette fel (Marais et al., 2014, Koloniuk et al.,
2018, Marais et al., 2016). HTS-sel vizsgalva a tiinetmentes egyedeket 1j teriileteken (Safafova
et al., 2016) és 11j gazdandvényben is talaltak eddig nem detektalt virusokat (Safafova et al.,
2016, Gilbertson et al., 2018).

A CVA-t cseresznye gazdandvényben Jelkmann irta le Németorszagban (Jelkmann, 1995).
Azobta ezt a capillovirust (genus a Betaflexivirideae csaladban) szerte a vilagon megtalaltak,
cseresznyén €s meggyen is viszonylag gyakran eléfordul (Gao et al., 2017, Marais et al., 2012).
Tobb mas Prunus gazdat (kajszi, 6szi, szilva, japan kajszi) is fertéz (Kesanakurti et al., 2017,
Marais et al., 2008, Marais et al., 2012) és azonositasa sem biologiai indexeléssel, és
(ellenanyag hianyaban) ELISA-val sem lehetséges. A HTS megjelenése ota gyakran mas jol
ismert gylimdlcsfakat fert6zo virussal egyiitt, kevert fertdzésekben azonositottak, igy nagyon
nehéz jelenlétét specialis tiinetekhez kotni (Marais et al., 2012). Bar 6nmagaban latens, nem
okoz tiineteket, mas virusokkal egyiitt felerésitheti azok tiineteit. Vektorat eddig még nem
azonositottak, de oltassal, szemzéssel nagyon konnyen atvihetd, igy a jelenlétét tanédcsos
elkeriilni a faiskoldkban. A CVA genomja pozitiv egyszalu RNS, két ORF-et kddol: az ORF1
a replikaz és a kopenyfehérje, mig az ORF2 egy elcstsztatott leolvasasi keretben egy
feltételezett mozgasi fehérjét kodol.

A LChV1 a Closterovirideae csalad Velarivirus nemzettségébe tartozik és egy elapros6do
gylimolesot termé cseresznyén irtak le (Keim-Konrad & Jelkmann, 1996). Azota eltérd
variansait kiilonb6z0 rendellenességekhez tarsitottak, mint a Kwanzan torpiilés (Di Serio et al.,
2009) és Shirofugen torpiilés betegségek (Candresse et al., 2013). Cseresznyén szerte a
vilagban megtalaltak (Glasa, 2015, Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 2005, Komorowska &
Cieslinska, 2004, Bajet et al., 2008), sokszor a CVA-val kozos fertézésben. Igen sokféle
gazdandvényben kimutattak (mandula, 6szi, szilva) (Glasa, 2015, Di Serio et al., 2009) és
nemrég kajszin is leirtak az eléfordulasat (Safafova et al., 2016). Oltassal 4tvihetd, és ugyan a
kozeli rokonat a cseresznye aprogylimolcsiiség virus 2-t viaszos pajzstetvek terjesztik, a
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LChV1-nek eddig nem azonositottak a vektorat. Pozitiv egyszali RNS genomja 8 ORF-et
kodol, koztiikk az ORF3 egy hosokkfehérjét (HSP70), az ORFS5 €s6 pedig két kopenyfehérjét
(Katsiani et al., 2018).

6.4.4.1 sRNS-ek Ujgeneracios szekvenalasaval detektaltunk a CVA-t és LChVi-et kajsziban

A gyiimolcsfak virologiai felméréséhez a NAIK GYKI Elvira telepén kajszi fakrol
gyljtottink levélmintakat. Olyan fajtakat valasztottunk, melyekbdl az izolatorhazban és a
torzsiiltetvényeken tartott egyedeken kiviil a virusmentesitett in vitro tenyészetek is
hozzaférhet6ek voltak. Harom ismert kajszi fajta (Ligeti orias, Pannonia és Magyar Kkajszi)
izolatorhazban és szabadfoldi torzsiiltetvényben fenntartott egyedeirél gyljtottiink
levélmintakat. RNS-t Gambino és munkatarsai altal leirt, a laborunkban optimalizalt CTAB
alapt modszere alapjan tisztitottunk (4.2.2.). Hat sSRNS konyvtarat készitettiink, kettt-kett6t
mindharom fajtabol, melyekhez az izolatorhazban és a szabadf6ldon talalt egyedek RNS
kivonatainak keverékét hasznaltuk fel.

Az Illumina szekvenalas eredményeit bioinformatikai modszerekkel elemeztiik (4.7.5).
Az elemzés sordn a PPV fert6zést azonositottunk a Ligeti orids €s a Magyar kajszi szabadfoldi
egyedeiben. Az egyedi fak PCR tesztje azonban megmutatta, hogy csupan 1-1 egyed volt
fert6zott (105. abra).

A PPV-re illeszkedd readeken kiviil talalatot kaptunk a CVA és a LChV1 virusokra. A
Pannonia kajszi izolatorhazban és szabadf6ldon tartott egyedeinek keveréke is tartalamazott
CVA specifikus SRNS-eket, mig LChV1 specifikus readeket csak a Magyar kajszi szabadfoldi
egyedeiben tudtunk azonositani.

P. armeniaca

Ligeti orias / Pannénia kajszi / Magyar kajszi /
Parkland giant / Pannonian apricot Hungarian apricot
A 3 P_ih 4 P sn B / 5_M_sn
CVA _I Replicase | M,F_ LChV-1 Replcnse Hso L
14000 16000 5000

4000

12000 [ 14000 Ty
0600 ‘ 12000 |
\

il
10000 |t
8000 |

2000

I
3000 ‘ =
e ‘ mas
6000 6000 2000 - -
4000 4000
2000 H 2000 _ 10001
0 —_ 0 - =
21 22 23

0 =
21 22 23 24 21 22 23 24 24

105. abra A sargabarack sRNS konyvtarak bioinformatikai analizisének eredménye azt mutatta,
hogy a Pannénia kajszi mintak A/ CVA, mig a Magyar kajszi torzsiiltetvényben talalhato6
egyedei B/ LChV1 virussal fertézottek. A virus genomok sematikus abraja alatt az illeszkedd SRNS
readeket tiintettiik fel. Az oszlopdiagrammok a virusra illeszkedd readek méreteloszlasat mutatjak (kék
— sense, piros/narancs — antisens iranyultsagu readek)

Az sRNS olvasatok mindkét virus esetében az egész genomrol elosztva képzddtek. A
CVA ¢és LChV1 specifikus readek nagyrésze 21nt hosszi volt, de a LChV1-rél egészen sok
22nt hossz SRNS is keletkezett, ami arra utal, hogy a DCL4-en kiviil a DCL2 is részt vesz a
biogenezisében (105. abra) (Pantaleo et al., 2010, Parent et al., 2012).
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6.4.4.2 A CVA jelenlétének igazolasa figgetlen modszerekkel

A CVA jelenlétét a Pannonia kajszi egyedeiben validalni tudtuk nemcsak RT-PCR-rel,
amihez a virus feltételezett mozgasi fehérjéjére terveztiink inditdoszekvenciakat, hanem
Northeren blottal is (106. abra/A, B). Ezen elemzések nemcsak azt mutattak ki, hogy a virus az
izolatorhézban is jelen van, hanem azt is, hogy a fajta 6sszes egyede fert6zott a virussal (106.

abra/C).
A M LOih LOsn Pih Psn Mih Msn - + B 10ih 1Osn Pih Psn Mih Msn
ot CVAMP
-——ew —-— P
1000b o CVA
500b
rRNA
Replicase J_
MP
-> -
1391bp
LO_in vitro P_in vitro M_in vitro
C M LOih LOsn Pih Psn Mih Msn _ + D M - *
e linel line2 linel line2 linel line2
= i o — R il CVA
1000 bp - - HHH‘H»— — b cva 1000bp

500 bp 500 bp

106. abra A CVA jelenlétének vizsgalata A/, C/, D/ RT-PCR-rel, B/ Northern blottal. C/ az 6sszes
egyed, D/ az izolatorhazi egyedek szaporitasakor felhasznalt in vitro vonalak vizsgalata. (LO-
Ligeti orias, P-Pannonia, M-magyar kajszi, ih-izolatorhaz, sn-torzsiiltetvény) (M: GeneRuler 100bp

Plus DNS Marker, +K: fert6zott ndvénybdl kivont RNS-16l1 irt cDNS templat, -K: MQ viz)

Ez az eredmény azt a lehetdséget is felveti, hogy a virus nem a kornyezetbdl jutott
valahogyan a fakba, hanem az anyafakban mar benne volt, és a virusmentesités nem tudta azt
hatékonyan eltavolitani. Eppen ezért leteszteltiik a még fellelheté in vitro vonalak egyedeit és
azt talaltuk, hogy az egyik vonal mindkét in vitro egyede fert6zott volt a virussal (106. abra/D),
ami aldtdmasztotta feltételezésiinket. Mivel a CVA nincs a kotelezden tesztelendd virusok
listajan, a virusmentesités soran nem is ellendrizték a jelenlétét. A CVA jelenlétét eddig nem
hoztak Osszefiiggésbe lathato tiinetek vagy betegségek kialakulasaval, kiilondsen nem kajszin.
Mivel azonban mas virusokkal egyiitt el6fordulva erdsitheti azok tiineteit, a jovOben
mindenképpen fontos lenne elkeriilni a jelenlétét a szaporitbanyagban. Az RT-PCR reakciot
nemcsak poolokbol, hanem egyedekbdl is elvégeztiik hibajavitasra képes Q5 DNS polimerazt
hasznalva. Az igy kapott terméket klonoztuk ¢és szekvencidjat hagyomanyos Sanger
szekvenalassal is meghataroztuk (GenBank azonosit6: MH321189). A kléon a referencia
genommal (NC_003689.1) nukleinsav szinten 92%-0s aminosav szinten 91% homoldgiat
mutat.
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Australia_LN379388_WK_P.cerasifera

% @ Hungary MH321189_P armeniaca
France_HQ267856_PF_P domestica
Canada_KY510919_13TF169_N11_P salicinata
() Canada_KY510873_13C244_N6_P.armeniaca
Canada_KY510874_13C245 N8 P mume

Cr Japan_LC125634_)_P.armeniaca
Canada_KY&10914_13TF128_P avium
Canada_KY510846_13C206_N11_P serratula
4g) Canada_KY510890_13C290_MZ_P serulata

€ Canada_KY510876_13C256_N8_P.armeniaca
China_KX370827_ChYT52_P avium

- Group V

Group VI

| Canada_KY510886_13C287_N10_P.sermatula

100

100 | Canada_KY510875_13C256_NE_P armeniaca
Canada_KY510881_13C260_N9_P. avium
Canada_KY510875_13C222_N6_P.avium

Germany_NC_003589_P avium

16 Czeh_Canada_KU215410_P.avium

1001 Canada_KY510897_13TF106_N6_P avium Group II
Canada_KY510843_13C206_N13_P serratula
Group IV
Canada_KY510859_13C222_N§_P avium
Canada_KY510882_13C260_N11_P avium | Group III
Canada_KY510852_13C206_N12_P avium
00 - - -
jkanada_KYS 10915_13TF133_NSA_P.avium Group [

3l Canada KY510918_13TF136_N7_P avium

om

107. abra A Pannénia kajszirol izolalt CV A amplifikalt régiojanak filogenetikai analizise.

Filogenetikai analizise szerint a CVA V-0s csoportjaba tartozik. Ez a csoport a nem
cseresznye gazdarodl leirt CVA-kat tartalmazza, koztik egy P. armeniacardl izolalt CVA-t is
(107. abra). A kiilonboz6 gazdak kozott a mozgasi fehérjében levé nagyfoki homoldgia felveti
azt a kérdést, hogy a virus adaptacidja soran vajon miért nem alakult ki nagyobb valtozatossag,
ahogy azt mar Gao is megkérddjelezte (Gao et al., 2017).

6.4.4.3 ALChV1jelenlétének igazoldsa figgetlen modszerekkel

A kajszir6l nem volt ismert, hogy a LChV1 gazdéja lenne. Rdadasul ezzel a virussal valo
mechanikai fert6zés is kudarcba fulladt (Jelkmann et al., 1997). Eredményeink els6, a 24.
ICVF-en vald, bemutatasaval egyidejlileg egy cseh kutatdcsoport is beszamolt a kajszin valod
eléfordulasarél (Safifova et al., 2016). A mi mintiinkban a LChV1-et Magyar Kajszi
szabadfoldi fainak SRNS konyvtaraban azonositottuk, és RT-PCR-rel vissza is igazoltuk a

jelenlétét (108. abra).

-+

= 1096bp LChV-1

o
> -

1096bp

Mih

Psn Msn

A M LOih LOsn Pih Psn Mih Msn

—

— —
1000bp ey -
500bp  wees

Replicase. HSP7O0
B M LOih LOsn Pih
1000bp
500bp

- W (hpiCchy-l

108. abra A LChV1 jelenlétének visszaigazolasa az a/ sSRNS konyvtarakban, a b/ a Magyar
kajszi torzsiiltetvényben fenntartott egyedeiben RT-PCR-rel. (LO-Ligeti 6rias, P-Pannonia, M-
magyar kajszi, ih-izolatorhaz, sn-torzsiiltetvény) (M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, +K:
fert6zott novénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz)
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Inditészekvencidkat nemcsak a kopenyfehérjére, hanem a rokonsagi vizsgélatok soran
sokszor hasznalt hésokkfehérjére is terveztiink. Ezek diagnosztikai célra nem megfeleléek
(tobb-kevesebb aspecifikus terméket is amplifikalnak), de arra alkalmasak voltak, hogy a
mintainkbol olyan terméket sokszorozzanak, amit klonozni tudtunk, és hagynomanyos Sanger
szekvenalassal is ellendriztiink (GeneBank azonosito: MH321190 és MH321191). A virus
varians nukleinsav szinten 92/95%, mig aminsoav szinten 93/96%-ban azonos a referencia
genommal (NC_001836.1). A fajta in vitro klonjainak tesztje azt mutatta, hogy a virus az in
vitro vonalakban nem fordul el6, ahogy azt valoszintsitettiik is, hiszen az izolatorhazban sem
volt jelen. Ez arra utal, hogy a fert6zés a szabadf61don, a kornyezetbdl eredeztethetd. A LChV1-
et egyes feltételezések szerint a LChV2-hoz hasonldan a pajzstetvek terjesztik (Jelkmann et al.,
1997). Attol fiiggetleniil, hogy ez igaz-e, a kajszi iiltetvények kdzelében talalhato cseresznye és
meggy iltetvény akar fertdzési forrasul is szolgalhatott. Az egyedek vizsgalata azt mutatta,
hogy csupany egyetlen fa volt fert6zott, de ez elegendé volt ahhoz, hogy leirjuk a LChV1-et a
Magyar kajszi fajtarol. A dolog érdekessége, hogy a Csehorszagban leirt variansot is ezen a
fajtan, Magyar kajszin talaltak. A Magyar kajszi klonszelekcidoval nemesitett fajta, igy nem
elképzelhetetlen, hogy a LChV1 mar hosszl ideje jelen van benne.

A magyar izolatum filogenetikai analizise szerint a I1I-as csoportba tartozik, ahova az olasz
ITMAR izolatum (109. abra), ami viszont a Kwanzan torpeség f6 okozoja (Candresse et al.,
2013).

A LChV1 kopenyfehérjék kiillonboz6 orszagok ¢és gazdafajok izolatumainak
Osszehasonlitasa szerint a legkdzelebbi rokona egy olasz P. salicina-rdl és egy gorog P. avium-
rol leirt varians. A HSP70h-t kodold szakasz Osszehasonlitasa alapjan viszont a német
referencia és az olasz ITMAR izolatum a legkdzelebbi rokona.
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filogenetikai analizise.

Sajnos a cseh varians szekvenciaja sem a CP, sem a HSP70 esetében nem hozzaférhetd,
igy nem tudjuk mennyire hasonlitanak. Ehhez nekiink kell majd a mintdinkban talalt LChV1-
b6l a cseh varians szekvencidjaval Osszevetheté szakasz nukleinsav —sorrendjét
meghataroznunk.
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6.4.5 A Sz4l6 vonalas mintazottsag virus szekvenciajanak meghatarozasa
HTS-sel

A sz0616 vonalas mintazottsag egy feltételezetten virus okozta betegség, melyet 1987-
ben Lehoczky Janos Magyarorszagon irt le (Lehoczky et al., 1987). A virus jelenlétérdl és a
tiinetekrdl az ICGV 9. konferencidjan szamolt be (110. abra). A megbetegedés jellemzd tiineteit
(klorotikus foltok, gyiriik, vonalas mintazottsag) 3 érzékeny fajtan (Irsai Olivér, Limberger,
Jubiluem 75) figyelték meg. A szimptomak megjelenése egyiitt jart polimorf virionok
megjelenésével, mely jellegzetesség alapjan a feltételezett virust az Ilarvirusok csoportjaba
sorolta. A virus azota is szerepel nemcsak az online adatbazisokban, hanem az 6sszes sz016
virologiaval foglalkozo Osszefoglaloban, konyvben. A virusra jellemzd tiineteket azdta sem
talaltdk meg mashol, és mivel szekvencia azdta sem rendelhetd a virushoz, esetleges latens
jelenlétét sem tudtak vizsgalni. Igy nem csoda, hogy eredeti, 30 évvel ezel6tti leirasa 6ta sem
talaltak meg mashol, csupan hazankban ismert a jelenléte.

11:45 LINE PATTERN, A NOVEL VIRUS DISEASE OF GRAPEVINE IN HUNGARY

J. Lehoczky, J. Burgyan, L. Beczner and G, Farkas (4)

2598 Lehoczky, J., Bosca, D., Burgyan, J., Castellano,
M.A., Beczner, L. and Farkas, G. (1989).
Proc. 9th Meeting ICVG, Kiryat Anavim, 1987,

pp. 23-30.
Plant Viruses Online 4

Descriptions and Lists from the VIDE Database JESS 2

@ '“m’:"::f“m IGlapevineV!ruses:
INTERNATIONAL COUNCIL Grapevine line pattern (?) ilarvirus |ssitil
for the Study of and Management

VIRUSES AND VIRUS DISEASES
OF THE GRAPEVINE

ISRAEL

PROGAAM sog AUSTAACTS.
iryat Anawn, 1ot Sostamoes 6-11, 1987

110. abra A Sz616 vonalas mintazottsag virus eredeti leirasa.

Lehoczky Janos nemcsak leirta a megbetegedést, hanem a virusos tékékrdl egy indikator
fajtara (Baco22A) oltva a potencialis korokozot fenntartotta Kecskeméten a patologiai
gylijteményben. A toke azota is fellelhetd ott, bar tiinetek nem mindig jelentkeztek rajta (111.
abra).

Felkeresve a kecskeméti patogénkertet, a GLPV-t feltételezetten tartalmazd tkérdl
mintat szedtlink €s azt a célt tliztiik ki, hogy SRNS HTS-sel szekvencia informaciot gytjtiink és
bizonyitjuk a virus jelenlétét.

AVaLN

Lehoczky Janos - :
ehoczky Janos Tunetek 2017-ben a patogén kertben (Baco22A)

111. abra Lehoczky Janos, és a GLPV krénikus tiinetei a Baco22 alanyfajtan, Kecskeméten, a
patogénkertben.
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A virusos tokérdl gyiijtott mintakbol RNS-t tisztitottunk, majd sRNS konyvtarat
készitettiink, melyet szekvenaltattuk. A kapott tobb mint 4 millio read-et bioinformatikai
modszerekkel elemeztiik.

A kezdeti elemzések utan a tisztitott RNS-t egy COST palyazat keretében egy masik,
ribodeplecios eljarassal is, szekvenaltattuk. Az elemzéseket ez esetben szintén a COST keretein
beliil egy Training School-on genious prime programcsomaggal elemeztiik.

6.4.5.2 A GLPV egy anulavirus

A bioinformatikai elemzések soran az atfedo sRNS szekvencidkat egymasba illesztve
hosszabb szakaszokat épitettiink és ezeket az NCBI-ban talalhaté virusgenomokhoz
hasonlitottuk. Az 6sszehasonlitasok soran a legnagyobb hasonlosagot a 2013-ban leirt, Amazon
lily mild mottle virussal (ALIMMYV) kaptuk, ami az Ilar virusokhoz nagyon hasonlé Anula
virusok csoportjaba tartozik. Az ALIMMV genomjat referenciaként hasznalva az HTS-sel
kapott SRNS-ekbdl hosszabb szakaszokat tudtunk épiteni, ami lehetévé tette, hogy a virus
osztott genomjanak mindhdrom RNS-ére az RT-PCR-rel valo visszaigazolashoz inditd
szekvenciakat tervezhessiink. Az RNS kivonatokrol cDNS-t szintetizaltunk és az eddig csak
feltételezett GLPV jelenlétét RT-PCR-rel visszaigazoltuk (112. abra).

| rRNS

112. 4bra A GLPV mindharom RNS-ének visszaigazolasa RT-PCR-rel és Northern
blottal.

A virus jelenlétét megvizsgaltuk a sz6l6 kiillonbozd szerveiben és azt talaltuk, hogy
levélben, viragban és kacsban is megtalalhat6 (113. abra).
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113. abra A GLPV RNS2 kimutatasa a Baco22A kiilonb6z6 szerveiben és az atoltott érzékeny
fajtakon.

Mivel a NAIK SZBKI-ben dolgozd kollegank, Lazar Janos, 2017-ben atoltotta a
Baco22-6t a korabban érzékenynek talalt fajtakra, az oltvanyokbdl is megprobaltuk kimutatni
a jelenlétét, annak ellenére, hogy tiineteket nem tapasztaltunk. Ez a probalkozasunk csupan a
Jubileum 75 esetében sikertilt.
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Olasz kollegakkal valo egyiittmiikodésiink keretében, a Baco 22A-r6l dsRNS
szekvenalas is tortént és a kollegdk 5° és 3° RACE vizsgalatokkal a teljes virus genomot
meghataroztak (a szekvenciak NCBI azonositoi: RNS1-MT319109, RNS2 - MT319110, RNS3
- MT319111).

A kapott termékek hagyomanyos Sanger szekvenalésa lehetové tette a virus genomjanak
filogenetikai vizsgalatat (114. abra).

——@ Pelargonium zonate spot virus

l_. Grapevine angular mosaic virus
llarviridae
— I—. Grapevine virus S

@ cwmv _Fny

putGLPVRNA2
Amazon Lilly mild mottle virus Anulaviridae

4. Cassava Ivorian bacilliform virus

114. abra A GLPV RNS2 filogenetikai vizsgalata.

A vizsgdlat sordn meglepden nagy hasonldsagot kaptunk a Kindban leirt koml6 sarga virus
(hop vyellow virus — HYV) mindharom RNS-ére, mely virusrél egyelére csak
szekvenciainformaci6 létezik. A hasonldsdg azonban olyan magas fokt, hogy a jelek szerint a
HYV és a GLPV ugyanazon virus két kiilonb6z6 variansa. Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy a
GLPV valdban létezik, az Anula virusok csoportjaba tartozik, és szekvencidjanak ismeretében
vizsgélhatjuk elterjedését €s szerepét a sz616n megjelend tiinetek kialakulasdban. Genomjanak
szekvenciajanak birtokaban pedig szerte a vilagban vizsgéljuk jelenlétét.

6.4.5.2 Egy RNS2 eredetU cirkularis RNS is jelen van a fert6zott novényben

A GLPYV teljes genom birtokaban az sSRNS és RNS seq olvasatokat ujra illesztettiik a genomra.
Az illesztés utan egy 167bp-0s kontigot talaltunk, mely az RNS2-h6z nagyon hasonld
szekvenciaju volt, és egy hajtli strukturat alkotott. Ahhoz, hogy ellendrizziik, ennek az RNS-
nek a valossagat, és esetleg azt, hogy nem egy nagyobb, esetleg cirkularis RNS része,
primereket terveztiink, melyek hasznélataval csak az RNS cirkularitasa esetén amplifikalhato
RT-PCR termék.

A kisérleteink eredménye azt mutatta, hogy a fert6zott novényben valdban jelen van egy
cikularis RNS. Klonozésa és Sanger szekvenaldsa utdn megallapitottuk, hogy 354bp hosszu, és
szekvenciaja 96% azonossagot mutat a GLPV RNS2 349-703 régidjaval (NCBI azonositoja
MT358428). A szekvenalas valossagat egy masik helyre tervezett primer par hasznalataval
amplifikalt, majd klénozott PCR termék szekvenalasaval is ellendriztiik (115. abra/A).
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115.abra Egy 354bp-os cirkularis RNS jelenlétének igazolasa a GLPYV fert6zott Baco22a-ban. A/
és B/ fels6 panelek a validalas soran tervezett primerek sematikus elhelyezkedése a genomon. Also
panelek a primerek haszbanaltaval késziilt PCR reakcid termékeinek képe M: GeneRuler 100 bp Plus
DNS marker (Thermo Fisher Scientific). (1-2-3, 50-56-64°C anneling hémérséklet hasznalatakor).

6.4.5.3 A GLPV indukalja az RNSi-t

A GLPV eredetti SRNS-ek vizsgalata azt mutatta, hogy mind sense, mind antisense irdnyultsaga
SRNS-ek keletkeztek, igen nagy szamban: a GLPV 3 RNS-r6l 21091; 26828 illetve 168456
read keletkezett, melyek mérete altalaban 21nt volt (116.4bra).
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116.abra A GLPYV eredetii SRNS-ek jellemzoi A/ elhelyezkedésiik a GLPV 3 RNS-én és a cirkularis
RNS-en (a sense orientaciot piros, mig az anstisense-et kék jelzi). A cirkularis RNS panelén
feltiintettiik az RNS MFOLD programmal generalt masodlagos szerkezetét. B/ a GLPV eredetii SRNS-
ek méreteloszlasa.
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Mivel a 21nt viralis siRNS-ek az RNAi sordn a gazdaban aktivalodéo DCL2 és DCL4 aktivitasa
soran keletkeznek, ezen adatok a GLPV jelenlétét és a Baco 22A-ban val6 aktiv replikaciojat
bizonyitjak.

Ahogy az varhato volt a legtobb siRNS a kdpenyfehérjét is kodold és sgRNS-sel is rendelkezo
RNS3-rol keletkezett (6600 reads/1000nt). A cirkularis RNS-rél szintén nagyon sok sRNS
keletkezett (1403 reads/1000nt), kiilondsen annak igen erés masodlagos szerkezetet mutatd
stem-loop régidjarol, tovabb erdsitve jelenlétének, és aktiv replikacidjanak tényét.

A cirkularis RNS RNS2-n valo keletkezési helyének tovabbi szekvenciaelemzése soran
talaltunk egy kilenc nukleotid hosszusagt ismétlodé szekvenciat (117/A.4bra).

A GLPV RNA2 397-793
TTGCGTTTCGATGACTGATTATATGGACTC. . .GCCCGATTCGATGACACTTTTCATCAAGCTTTCGTGGAAAA

TGATTATATGGACTC . . . GCCCGATTCGATGAC
é GLPV circular RNAQ

B ALiMMV RNA2 324-705
TTGTGTAGTCACGACCAGTGATGAGGAAGT . . .GCTCGATTTGACGACACTTTTCATCAAGCTTTCGTGGAAAA

CAGTGATGAGGAAGT . . .GCTCGATTTGACGAC
L put_circular L’)

C CIBV RNA2 338-743
AGTTTCGTTTGATGATTTGTTTACTCGGTT . . .TTCCCGGTTTGATGACACATTTCATCAAGCTTTTGTGGAAAA

TTTGTTTACTCGGTT. . .TTCCCGGTTTGATGA
Q put_circular RNA

117. abra. Az anulavirusok RNS2 egy részének, a GLPV-ben azonositott cirkuldris RNS
keletkezési helyének megfelel6 régiojanak szekvencialemzése. A cirkularis RNS keletkezési helyét
hatarol6 konzervativ szakaszokat az(a) a GLPV-ben narancs, mig az ezzel homolog régiot az(b)
ALiIMMV-ben zo6lddel, mig a (c) CIBV-ben kékkeljeleztiikk. Az RdRp konzervativ doménjét kodolo
szakaszt sargaval emeltiik ki.

Ehhez hasonl6 repetitiv elemek hasonld pozicidban, az RdRp egy igen konzervativ motivumat
kodolo szakasz elbtt, az ALIMMV és a CIBV RNS2-n is talalhatéak (117/B és C 4bra). gy
felmeriil annak lehetdsége, hogy esetleg RNS2 eredetli cikularis RNS ezekben a viruskban is
jelen van.

Az anulavirusok az ilavirusoktol eltéréen nem kodolnak VSR-t az RNS2-n, de az
altalunk azonositott RNA2 eredetii cirkularis RNS jelenléte egy alternativ mechanizmust vet
fel. Ahogy azt a cirkularis RNS-r61 keletkezett SRNS readek elemzése soran lattuk errdl a
szakszrol jrelative joval tobb sRNS (1403 read/100nt) keletkezik, mint az RNS2 tobbi részérdl
(1076 read/100nt) (116/A abra). Lehetséges, hogy a cirkularis RNS-r6l kelekezé nagy
mennyiségii SRNS megzavarja a genom tobbi részérdl kelekezett sSRNS-ek RISC komplexbe
valo épiilését. Az igy “telitett” RISC pedig elsOsorban a cirkuldris RNS-t targetdlja majd,
lehetOséget adva a genom tobbi részének az RNSi elkeriilésére. A cirkularis és linearis RNS-ek
szimultan el6forduldsa és replikalodasa sokaig kizard tényezOként volt szdmon tartva a
virologiaban. Az RBDV (5.4.2.10 fejezet), egy sz616t is fert6zo Idaeovirus. Ez a genus sokban
hasonlit az ilarvirusokhoz, és igy az anulavirusokhoz is (isometrikus partikulumok, osztott
genom, mag ¢és pollen atvitel). 2014-ben az RBDV-ben (Quito-Avila et al., 2014), 2018-ban
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pedig egy masik Idaeoirusban, a blackcurrant leaf chlorosis associated virus-ban is
azonositottak egy cirkularis RNS-t (James et al., 2018). Ezek az eredmények annak a
lehetdségét sugalljak, hogy hatékony VSR hidnyaban az anulavirusok (és talan az ideoavirusok
¢és az ilarvirusok egy része) egy alternativ stratégiat fejlesztettek ki: nem egy fehérjét, hanem
egy cirkularis RNS-t kodolnak.

Ugyan elvben ez a stratégia 1étezhet, valos jelenlétének igazolasara még sok kisérletet kell
elvégezni.
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7 Ujtudomanyos eredmények

1/ lgazoltuk, hogy kiilonb6z6 virusok nem rokon VSR fehérjéi egyarant képesek a miR168
indukciojan keresztiil transzlacidosan gatolni a gazda AGO1 aktivitasat.

2/ Kimutattuk, hogy aCIRV p19 VSR fehérjéjénck miR168 indukald képessége fiiggetlen az
SRNS kot6 képességétol, de azzal parhuzamosan egylittmiikodve képes a gazda RNSi alapa
védekezésifolyamatait hatékonyan gatolni.

3/ Akut és perzisztens virusfertézési folyamatokat mircoarray és mMRNS HTS technikakat
hasznalva, N. benthamiana és S. lycopersicum névényeken, v kimutattuk, hogy akut fert6zés
soran a gazdagének igen nagy részének expresszids allapota valtozik. A fotoszintézis gének
nagymértékli expresszios valtozasat fiziologiai mérésekkel is parhuzamba allitottuk.
Perzisztens virusfert6zések soran kimutattuk, hogy gazdagének expersszios allapota csak kis
mértékben valtozik és gazdanovény stresszgének expresszidjanak indukcidja ezekben a
fertézésekben elmarad.

4/ Mikodoképes VIGS vektort készitettem a pillangdsviraguakat fertéz6 SHMV
tobamovirusbol.

5/ SHMV VIGS kisérletekkel igazoltuktam, hogy az MLO gén csendesitése biiza névényen a
novények lisztharmat-ellenallosagat eredményezi.

6/ Elterjedt VIGS vektorokat hasznalva N. benthamiana, S. lycopersicum, C. annuum és T.
aestivum novények fertézésére bemutattuk, hogy alkalmazasuk soran sok esetben nemcsak a
célzott gének szintje valtozik meg hanem a molekularis vizsgalatokban gyakran hasznalt
referencia géneké is, igy hasznalatuk kiilonos koriiltekintéssel végezhetd csak.

7/ Adaptaltuk az SRNS HTS-t és a kapcsolodd bioinformatikai eljarasokat, mint
virusdiagnosztikai modszert, és részt vettliink a modszer hazai hasznalatanak bevezetésében.

8/ SRNS HTS modszerrel virologiai felmérést végeztink hazank termé- és széloalany
tiltetvényein, mikdzben nemcsak eldszor irtuk le tobb sz616t fert6zo virus: GPGV, GSyV-1,
GVS) jelenlétét hazankban, hanem arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a virusfertézések
elsddlegesen a fertdzott szaporitéanyaggal terjednek.

9/ Csonthéjas gytimolcsfa torzsiiltetvények sRNS HTS-sel torténd virusdiagnosztikajaval
el6szor irtuk le a CVA, a LChV1 hazai el6fordulésat.

10/ sSRNS HTS-sel szekvencia informaciot gyijtéttiink a tobb, mint 30 éve leirt GLPV
mindharom RNS-érél és igy bizonyitottuk, hogy a virus valoban 1étezik.
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8 Kovetkeztetések, javaslatok

1/ A miR 168 altal torténé AGO1 regulaciot vizsgald kisérleteink eredményei alapjan felallitott
modelliink szerint a VSR-ek miR168 indukalo képessége az ezen keresztiil elért AGO1 fehérje

crer

crer

azt a hipotézist, hogy a VSR-ekf6 funkcidja mellett a miR168 indukcion keresztiil megvaldsuld
AGO1 gatlas mindegyikére is sziikség van ahhoz, hogy a virus hatékonyan tudja gatolni a
gazdandvény RNSi alapu védekez6 reakcioit. Ezt a jelenséget a tombusvirus p19 VSR esetében
kisérletesen igazoltuk, de mivel a névényi virusok kiilonb6zé VSR-ei hasonldé mechanizmussal
regulaljadk a gazda AGOI szintjét, valdsziniisithetd, hogy a miR168 altal torténd AGOI
regulacié mas virusok fertdzésekor is alapvetden fontos a tiinetek kialakuldsaban és a fertdzés
lefolyasanak meghatarozasaban.

2/ A nagy-ateresztOképességli szekvenalasok 1 utat nyitottak a virusok felfedezésére
(Roossinck et al., 2015). Noha e technikakat hasznalva nap mint nap Gjabb virusokat irnak le,
nagyon nehéz ezen Uj virusok fontossagat és esetleges veszeélyét megbecsiilni. A jovOben ez
egy alapvetd kérdés lesz nemcsak az alapkutatds, hanem azon dontéshozok szamara is, akik a
zarlati és karantén szabalyokat meghatarozzak. (Massart et al., 2017a).

A kiilonb6z0 virusfertézésekrdl nyert ismeretek segithetnek abban, hogy megtalaljuk az akut
¢és perzisztens virusfertézések kozotti molekularis és fiziologiai kiilonbségeket (Sanfacon,
2017).isérleteinkben  két kiillonbozé nagy-ateresztoképességli modszerrel: microarray
hibridizaciéval és genom szinti mRNS szekvenalassal vizsgéltuk a virusfert6zés soran
bekovetkezd génexpresszids valtozdsokat. A microarray vizsgalatban tobb DEP-et
azonositottunk, mint ahany DEG-et az mMRNS szekvenalassal. A csdkkent expressziot mutatd
DEP-ek aranya a megndtt expressziot mutatd DEP-ekhez képest magasabb volt, mint ugyanez
az arany a DEG-ek esetében. Ennek elsddleges oka véleménylink szerint nem az eltérd
gazdanovények, hanem az eltérd detektaldsi modszerek voltak: bizonyos géneket a chipen tobb
proba is képviselt, mig sok esetében egyaltalan nem talaltunk specifikus probat. Ez az
eredményliink figyelmeztetd jel lehet arra nézve, hogy a microarray adatok alapjan, az egyes
anyagcsereutak egészében bekovetkezd valtozasokra konnyen téves kovetkeztetéseket
vonhatunk le.

Virusfertdzés soran a fotoszintézisben és a kapcsolddd anyagcsereutak kifejezddésében
bekovetkezd valtozasok, jol mérhetdé fiziologiai valtozasokkal parosultak. A levél
homérsekletét €s a fotoszintetikus aktivitast jellemzé hokamerds és klorofill fluoreszencia
mérések igen jol mérik ezeket a valtozasokat. Az akut fert6zés soran bekdvetkezd nagymértékii
valtozasok a fert6zés korai szakaszaban, a stlyos tiinetek megjelenése el6tt detektaljak ezeket.
A tavérzékelési és dron alapu érzékelési mddszerek ugyan alkalmasak ezen fiziologiai
jellemzok detektalasara (Gaborjanyi et al., 2003, Mahlein, 2015, Albetis et al., 2017), de ahhoz,
hogy erre alapozva rutin mddszereket dolgozzunk ki, sziikség van a virusfert6zott névények
nemcsak fiziologiai, hanem az e valtozasok hatterében huz6dd génexpresszids valtozasainak
azonositasara. Ezért azt gondoljuk, hogy eredményeink hosszabb tavon hasznosithatoak
lesznek a precizids mezdgazdasdgban hasznalt tavérzékelési technologidk fejlesztésében, és a
fertézések kockazatanak elérejelzésével segithetik a gazdalkodast.
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A nagy-ateresztoképességii szekvenalasok egyre tobb és tobb ) virus leirdsahoz vezet(tek)nek,
de ezen ujonnan leirt virusok valds fontossagat (betegség okozd potencidljat) igen nehéz
megbecsiilni. Az ilyen 1j, virus-gazdandvény kapcsolatokban a gazdanovény génexpressziods
valtozasanak vizsgélata, néhany markansan valtozé gén expresszidjanak monitorozasaval,
segitheti a kockazatelemzést annak megallapitasaban, hogy milyen lefolyasu a fertdzés.

3/ Munkénk soréan fertéz6képes transzkriptumot allitottunk elé6 az SHMV-bdl, ami a pillangds
modellndvényben, a M. truncatuldaban, jol replikalodott és szisztemizalodott. A virus jelenlétét
a gyOkérgiimokben is ki tudtuk mutatni in situ hibridizacioval. Az SHMV-bdl egy olyan VIGS
vektort készitettiink, ami megoérizte fertéz6képességét M. truncatula-ban is. A vektorba épitett
idegen szekvencia mérete azonban hatassal volt a vektor replikaciojara. A M. truncatulabol
kloénozott CH42 40bp-os darabjat az SHMVProSHMYV vektorba épitve sikeresen csendesitettiik
ezt az endogén gént és gén hianyara jellemzo fenotipust is megfigyeltiik. Bar a sikeres gazdagén
csendesités hatékonysaga elmaradt a varakozasainktol, igen alacsony (10%) volt, igazoltuk,
hogy épithetd biologiailag aktiv VIGS vektor a M. truncatula génjeinek tanulmanyozasara. Azt
gondoljuk, hogy esetleg a M. truncatula gazdandvényen torténé passzalasokkal jobban
adaptalhatjuk a vektort e gazdara, illetve a beépitett gazdagén darab méretének
optimalizaldsdval ez a hatékonysdg a tovabbiakban esetleg novelheté lesz. Mivel
kisérleteinkben csak egy gént, a CH42-t, csendesitettiik nem tudjuk, hogy ez a hatékonysag mas
gének esetében valtozik-e majd. Ahhoz azonban, hogy nagyszami mintaban sokféle endogén
gén funkciojat vizsgalhassuk, a vektor és hasznalatdnak tovabbi optimalizalasa sziikséges.

4/ BSMV VIGS vektor hasznélataval bizonyitottuk, hogy az MLO gén inaktivalasa a hexaploid
bluzan is a novény lisztharmat ellenallésagat eredményezi. A Kisérleteink ota megjelent
genomszerkesztési modszerek  lehetdvé  tettek nullmutinsok  eldallitasat.  Ennek
eredményeképpen 2014-ben Wang és munkatarsai TALEN technoldogiaval (Wang et al., 2014),
2017-ben pedig Acevedo-Garcia és munkatarsai TILLING technologiaval allitottak elé6 mlo
mutans buzat, melyek a vartnak megfeleléen szélesspektrumt lisztharmatrezisztenciaval
rendelkeztek (Acevedo-Garcia et al., 2017a).

5/ Az éltalunk vizsgalt VIGS vektorok szamos esetben nagymértékii génexpresszios valtozast
idéztek eld a gazdandvényben. Kisérleteink ravildgitottak arra, hogy egy idegen szekvencia
jelenléte a VIGS vektorban képes befolyasolni a gazdandvény génexpresszids mintdzatat, ezér
VIGS vektor hasznélatakor és az eredmények kiértékelésekor fokozottan koriiltekintdnek kell
lenni. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a VIGS csak megfeleld kontroll kisérletek
mellett és csak bizonyos gének esetében alkalmazhaté endogén gének funkcidjanak
megallapitdsara. Eredményeink azt jelzik, hogy az adott VIGS vektorok specifikus modon
képesek megvaltoztatni a gazdandvény génexpressziodjat. Az pedig, hogy az iires és a PDS-t
tartalmazd vektorok fertézése kiillonb6z6 modon valtozatta meg a gazdandvény
génexpresszidjat arra enged kovetkeztetni, hogy a VIGS vektorba épitett idegen szekvencia
jelenléte ezt kozvetlentil befolyasolhatja. A virus vektor hasznalata eldtt tehat feltétlentil fontos
megvizsgalni, hogy az adott virusvektor a gazdandvény génexpresszidjat hogyan valtoztatja
meg ¢s ez alapjan meghatarozni a megfeleld referencia géneket.
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6/ Az SRNS HTS-en alapul6 virusdiagnosztika segitségével az adott iiltetvényen, vagy tiinetes
novényben jelenlevd Osszes vagy csaknem 0Osszes viralis korokozo azonositasa lehetségessé
valik. Az 10j, vagy eddig figyelmen kiviil hagyott virusok 0j varidnsainak elterjedése, a
kiilonboz6 virusok egyiittes jelenléte az érzékeny fajtakon Uj tiinetek megjelenésével jarhat
egyiitt, melynek okat csak a teljes virus metagenom ismeretében tudjuk elemezni, melyre e
modszer szintén alkalmas.

Sz616- és gylimolcsta iiltetvényeinket hosszu évtizedekre tervezziik. Ha a szaporitdoanyag olyan
virust tartalmaz, melyre nincs kotelezé hatdsagi sziirés, illetve, ha nincs tudomasunk a virusrol,
a virusmentesnek gondolt iiltetvényen par év alatt megjelenhetnek a fertézés tiinetei, ami a
tokék leromlasat, termésveszteséget, sulyosabb esetekben a tdke €s az liltetvény pusztulasat
eredményezhetik, jelentds gazdasagi karokat okozva. Mivel a modszer elvileg minden jelenlevd
korokozot kimutat a hazankban eldallitott vagy esetleg kiilfoldrél importalt szaporitdéanyagban,
a virusfertdzés idében felderitheto.

Az uj fajtak, melyek szaporitisa vegetativan torténik, allami elismeréséhez virusmentes
anyatovekre, prebazis allomanyra van sziikség. A nemesités hosszi évekig, vagy akar
évtizedekig is tarthat, és a szelektdlt, a fajtamindsités alapjaul szolgaldo allo egyedek
virusmentesitése utan a virusmentességet jelenleg biotesztekkel kell (kellene) igazolni, melyek
szintén évekig tartanak. Az SRNS HTS modszer onmagaban vagy kombinalva mas
diagnosztikai moédszerekkel ezt az id6t jelentdsen lerdviditi, igy a nemesitének id6-, a teszteld
hat6ésagnak pedig jelentés munkaerd- és anyagi megtakaritdst eredményez. Jelenleg mar
folynak az egyeztetések, hogy a hatésagi vizsgalatokat hogyan tudja majd felvaltani az j,
szekvenalas alapt virusdiagnosztika. Amennyiben a fajtaclismerés ideje ily modon jelentésen
csokken, akkor az 0 fajtakat, amelyek valamilyen 0j tulajdonsag (rezisztencia, szarazsagtiirés,
kiegyenstlyozottabb terméshozam) szempontjabol kedvezdbbek, hamarabb telepithetjiik.
Kiilonosen nagy segitség lenne a nemesitOknek mar a szelekcid eldtt elvégezni a széleskori
virustesztelést, hiszen a tapasztalt fenotipusos tulajdonsdgokat a virusok egyediil vagy
kiilonb6z6é kombinavcokban jelentdsen megvaltoztathatjak.

Mind a sz616, mind a gylimdlesta szaporitdanyaganak csupan egy része a nemes fajta, hiszen
telepitéskor legtobbszor oltvanyt hasznalunk. Ha az altalaban ellenallobb alanyok, melyeket
torzsiiltetvényekben tartanak fenn, és jelenleg csak szeroldgiai modszerekkel néhany virusra
vizsgalnak, virust tartalmaznak, az a fiatal {ltetvényeken a nemesbe atkeriilve azonnal
tiineteket, termésveszteséget és igy anyagi kart okozhat.

A virusmentesités folyamata dsszetett biotechnoldgiai eljaras, hatékonysagat optimalis esetben
minden virusra ellendrizni kellene. Ha ezt az ellen6rzést nem megfeleld érzékenységii
modszerekkel végezziik, virusmentesitettnek nyilvanithatunk altalunk nem ismert, vagy nem
vizsgalt virusokat tartalmazo6 novényi anyagot is. Az SRNS HTS a virusmentesitési folyamatok
tesztelését is sokkal hatékonyabba teheti.

A modszer, mint diagnosztikai szolgéltatasként valo bevezetéséhez elsésorban nem a modszer
egyszerisitését, hanem annak hatdsagi elfogadasat kell elérni. Erre vannak torekvések — igy
nem elképzelhetetlen, hogy a nem tal tavoli jovében, megfeleléen meghatarozott
hatarértékekkel, a modszer diagnosztikai szolgaltatassa fejlddik. A modszer hasznalatat, és a
tervezett jovobeli felhasznalasat segitett segiteni, el6késziteni a 2014-2018 kozott miikodo
COST-DIVAS palyazat: FA1407 - Application of next generation sequencing for the study and
diagnosis of plant viral diseases in agriculture (http://www.cost-divas.eu/).
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7/ Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy sikeriilt kidolgoznunk és alkalmaznunk egy
SRNS-ken alapulé virus diagnosztikai eljarast, mellyel felmértik 18 szOl6 iiltetvény
virusfertdzottségi allapotdt. Az Uj modszer, a korabbi virusdiagnosztikai eljarasokkal
ellentétben, a vizsgalt mintaban levé Osszes virus és viroidazonositdsara alkalmas, azokrol
egyben szekvencia adatot is szolgaltat, melyekre igy 0j molekulédris bioldgiai tesztek
fejleszthetéek. A virus specifikus SRNS-ek tjgeneracios szekvenalasaval azonositottunk hat,
Magyarorszagon eddig ismeretlen viralis kérokozot.

Vizsgalatunkban, a legtobb esetben az SRNS HTS és a mas molekularis modszerekkel vald
visszaigazolas eredményei megegyeztek, azonban szamos esetben tapasztaltunk eltéréseket a
két eredmény kozott. Ezen kiilonbségek lehetséges okainak feltarasa szintén hozzajarult az
SRNS HTS alapu diagnosztika alkalmazhatdsaganak optimalizalasahoz. Eredményeink szerint
ezen eltérések tobb okra vezetheték vissza: (1) Sok esetben a virusok ¢€s variansaik
valtozékonysaga kovetkeztében az irodalomban ismertetett primer szekvenciakkal végzett PCR
reakciokkal sikertelen volt a virusok visszaigazolasa. Ennek kikiiszobolésére a hazankban
fellelhetd izolatumok kimutatasara sSRNS szekvencidink alapjdn szdmos primert terveztiink,
melyekkel a visszaigazoldsok mar altalaban sikeresek voltak. (2) Mas esetben, eredményeink
alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy ha az iiltetvény egyedeinek RNS keveréke (pool)
sok, nem fert6zott egyed RNS kivonatait is tartalmazza, az jelent6sen csokkentheti a kimutatas
érzékenyseégét és tovabbi kiegészitd vizsgalatok nélkiil (RT-PCR, iiltetvény poolok kibontasa
egyedekre) az egyenl6tlen, alacsony titerben, vagy kevés egyedben jelenlevé fertézések nem
mutathatoak ki egyértelmiien. (3) El6fordult, hogy az RT-PCR latszolag érzékenyebbnek tiint
az HTS-nél (pl.: GRSPaV). Ebben az esetben a virusok és gazdajuk kozotti koevolicios
kolcsonhatas és akar a viruseredeti VSR-ek jelenléte és aktivitasa is befolyasolhatja a
viruseredetii SRNS-ek biogenezisét, de ennek a hipotézisnek a teszteléséhez tovabbi vizsgalatok
sziikségesek. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a harom modszer (sRNS HTS,
bioinformatikai elemzés, RT-PCR visszaigazolas) kombinacidja hatékony virusdiagnosztikat
eredményezett, azonban a mddszerek alkalmazasa és Gsszehangolasa tobb nyitott kérdést és
megoldandd problémat vet fel, melyek megoldasa feltétleniil sziikséges lesz, mieldtt a
metagenomikai modszerek felvalthatjdk a hagyoményos virusdiagnosztikat.

8/ Hazank alanyiiltetvényei mentesek voltak a vizsgalatkoteles virusoktdl, ami azt mutatja,
hogy a sok kritikaval illetett hagyomanyos vizsgalati modszerek mégiscsak képesek kontroll
alatt tartani ezen virusok jelenlétét. Az iiltetvényekben azonban igen nagymértékii
fertozottséget taldltunk viroidokra és a nem vizsgalatkdteles virusokra. Az azonos
tiltetvényekben talalhato kiilonbozo fajtak virusfertézottsége kiilonbozé volt, ami arra utal,
hogy a fertéz€s nem a helyszinen tortént, hanem mar az alanyiiltetvényekbe is fert6zott
szaporitoanyaggal keriilt. Az ujonnan, jorészt HTS-sel, azonositott virusok esetében mindig
felmeriil az, hogy vajon sziikséges-e a regulaciojuk, amit mindig megfeleld kockéazatbecslésnek
kell megeldznie (Maree et al., 2018, Golino et al., 2017, Massart et al., 2017b). Ezen virusok
jelenléte az alanyiiltetvényeken azonban egy 11j, nem kontrollalt kockazati tényezdre hivja fel a
figyelmet és hangsulyozza ezen felmérések és szabalyozasok siirgetd voltat.

9/ A csonthéjas gylimolcsfaiiltetvények sSRNS HTS-sel végzett virusdiagnosztikaja tobb 1j,
hazankban eddig nem vizsgélt virus jelenlétére deritett fényt. Mivel az tjgeneracios
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szekvenalasok sok esetben tlinetmentes mintabdl is nagyon sok virus jelenlétét mutatjak ki,
komoly problémat jelent, hogy egy 0 virus bejelentését mikor és hogyan kell megfeleld
karantén intézkedéseknek kovetnie? Egyaltalan sziikség van-e az 1j virusokra kiterjedd
korlatozo jogszabalyokra, és ha igen milyen feltételek kozott. Hiszen konnyen eléfordulhat,
hogy az adott virus latens korokozoként mar igen régota jelen van az adott gazdaban vagy az
adott teriileten, csak azért nem dertilt fény a jelenlétére, mert eddig még sohasem keresték. Ha
viszont tudunk ezekrdl a virusokrodl, akkor szemet hunyhatunk-e a jelenlétiik felett? Hogyan és
mikor allithatjuk biztonsdggal, hogy jelenlétiik nem jelent veszélyt iltetvényeinkre? Mivel
gylimolcsfaink fasszart éveldk, benniik egyszerre tobb, akar rokon virus is jelen lehet, ami
lehetdvé teszi a virusok rekombindlodasat, uj virusok keletkezését.

10/ Az sRNS HTS nemcsak virologiai felmérésekre alkalmas. Hasznalataval szekvencia
informaciot gyljthetliink olyan virusokrdl is, melyek eddig csupan az adott gazdan okozott
tiinetek alapjan keriiltek leirasra. Az igy nyert szekvencidk lehetové teszik a késObbiekben azt,
hogy a virus elterjedését attol fliggetlentil vizsgaljuk, hogy az adott novényen vagy fajtan okoz-
e tiineteket. Ezen informacidk birtokaban pedig eddig nem latott mélységben nyerhetiink
informéciot a kdrnyezetiinkben €16 ndvényi virusokrol.

Egy 30 éve leirt virus, a GLPV szekvencidjanak meghatarozasa nemcsak azt teszi lehetdve,
hogy jelenlétét vizsgaljuk a fold barmely pontjan. A szekvencialemezés kdzben azonositott
cirkularis RNS egy potencialis, a VSR-t kodolo fehérjék alternativajaként miikodé RNSi gatlo
mechanizmus lehetdségét veti fel, de e mechanizmus létezésének funkcionalis bizonyitasa még
eldttiink all.
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9 Osszefoglalas

Kisérleteimben virusfertdzott ndvényeket vizsgaltam molekularis bioldgiai modszerekkel.
Lagyszari modellnovényeken kutattam, hogy milyen folyamatok allhatnak a virusfertézések
okozta tinetek kialakulasdnak hatterében, hiszen ezek a tlinetek azok, amik a
virusfertézésekhez kothet6 gazdasagi karokat okozzak.

A virusfertdzés tiineteinek kialakuldsat eredményezd molekularis valtozasok vizsgalata
soran megallapitottam, hogy a virusok VSR fehérjéi indukaljak az AGO1 szintjét szabalyozo
miR 168 expresszidjat, ami a névényi védekezdreakcid hatékonysaganak csokkenését idézi eld,
¢és e tulajdonsag fiiggetlen a specidlis gatldo funcidjuktol, legtobb esetben az SRNS koto
képességiiktdl. Akut és perzisztens virusfertézési folyamatokat vizsgéalva kimutattuk, hogy akut
fertézés soran a gazdagének expresszidja tomegesen és eltérden valtozik, mig a perzisztens
virusfertdzések soran ezek a valtozasok nagyban korlatozottak és a gazda stresszgénjeinek
expresszidja is elmarad. Ezek a visszafogottabb valtozasok a perzisztens fertézések esetén
lehetvé tehetik a gazda és a virus békés egymas mellett élését, ami evolucios 1éptékben akar a
gazda és a virus szamdra 16ny0s lehet.

A VIGS vektorokkal kapcsolatos kutatdsaim soran VIGS vektort épitettem egy
pillangdsviraguakat fert6z6 virusbol, és BSMV VIGS vektor hasznalataval igazoltam, hogy az
MLO gén csendesitése buzaban lisztharmatrezisztenciat eredményez. Azt is bemutattam, hogy
a VIGS vektorok hasznalata sordn a vizsgalt novényben nem célzott génexpresszios valtozasok
is torténhetnek, amelyek megnehezithetik a kisérletek kiértékelését.

Adaptaltam az SRNS-ek nagy-ateresztoképességii szekvenalasat és a kapott eredmények
bioinformatikai elemzését fasszartak virusfert6zottségének diagnosztizalasara. A modszer
hasznalataval felmértem tobb termd és alany szOldiiltetvény, valamint kajszi iltetvények
virusfertdzottségét. A felmérés soran tobb virus Magyarorszagi jelenlétét el6szor allapitottam
meg. Bemutattam, hogy a mddszer arra is alkalmas, hogy a régen, hagyomanyos modszerekkel
azonositott virusokrol szekvenciainformaciot szerezziink. Az iiltetvények felmérése soran
vizsgalt virusvariansok rokonsagi vizsgalatai alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a
fertdzések hatterében legtobbszor a fert6zott szaporitdanyag hasznalata all.

Az sRNS-ek nagy-ateresztOképességli szekvenalasat, mint virusdiagnosztikai modszert,
sikerlilt meghonositanunk ¢és most mar egyre tobb kérdést vizsgalhatunk rutinszeri
hasznalataval.

A PhD fokozatom megszerzése 6ta 40 kozleményben foglaltam 6ssze a legfontosabb
eredményeimet (IF: 111,949, idegen hivatkozas:1234). Az értekezés alapjat a 12.1 fejezetben
felsorolt 10 impakt faktoros kozlemény ¢és egy konyvfejezet képezte, melyekben 2 esetben els6
szerzd, 9 esetben levelezd szerzé voltam. Eredményeim nemzetkozi konferencian 22 eldadas
¢és 28 poszter formajaban keriiltek bemutatasra, mig hazai konferencian 86 eléadas és 13 poszter
szerepelt tarsszerzéségemmel.

A doktori értekezés fokozatszerzésre vald benyujtasaig 2 PhD hallgatom szerzett fokozatot
¢és 23 szakdolgozat késziilt témavezetésemmel.
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10 Koszonetnyilvanitas

Kutatdsaimat az egyetemi diploma megkezdése utan, 1990-t6l a godolld Mezdgazdasagi
Biotechnolédgiai Kutatokdzpontban végzem. PhD dolgozatom és gyerekeim megsziiletése utan
a biokémiai munka folytatasa helyett Burgyan Jozsef Viroldgia csoportjaban kezdtem uj
kutatdsokba. A Virolégiai csoport utdn a Havelda Zoltan altal vezetett NoOvényi
Fejlodésbiologiai csoportban folytattam munkamat egészen 2013-ig, amikor sajat csoportot
alakithattam.

Ko6szondm az intézet vezetdinek: Baldzs Ervinnek, Nagy Ferencnek, Kis Gyorgy Botondnak,
Burgyan Jozsefnek, BOsze Zsuszannanak, Olasz Ferencnek, Posta Katalinnak, hogy lehetové
tették, hogy az intézetben dolgozhassak.

Kutatasaimhoz az AM, az NKFIH: PD 78049, K 108718, K 115625, K 127951, a GAK2005:
Tripatol, és a KTIA_AIK_12 palyazatok nyujtottak anyagi fedezetet. Nemzetkozi kapcsolataim
megerdsddését a COST DIVAS palyazat segitette.

Szeretném megkdszonni Burgyan Jozsefnek a bizalmat és a lehetdséget, hogy felvett a
csoportjaba ¢és kés6bb csoport alakitassal bizott meg — mindkét esetben egy elnyert palyazattal
segitve a kutatasok elindulasat.

Havelda Zoltannak, férjemnek, koszondm a ko6zos kutatasokkal eltelt éveket, mely kutatasi
palyafutasom legeredményesebb iddszakanak bizonyult — mikdzben gyerekeinket is sikertilt
felnevelntink.

Ko6szonom PhD hallgatéimnak: Jaksa-Czotter Nikinek, Demian Emesének, Barath Daninak,
Pesti Rékanak, Oldh Enikének, hogy tanultak télem, és segitettek abban, hogy a csoportunk
szakmai sikereket érjen el és barati, szakmai kapcsolatokat alakitson ki.

K6szonom szakdolgozoim érdeklddését, kitartdsat.

Ko6szonom Poldan Erzsike, Szigeti Aniko és Carmen Iliescu kivalo asszisztenciajat, ami nélkiil
nagyon nehéz lett volna.

Ko6szonom a Novényi Fejlédésbioldgia és Virologia csoport tagjainak folyamatos segitségét.
Salamon Palinak a viroldgia megszerettetését.

Ko6szonom csoportvezetd kollegaim, barataim: Silhavy Dani, Hiripi Laci, Szittya Gyuri, Csorba
Tibi tarsasagat.

Ko6szondm egylittmiikodé partnereim, a NAIK SZBKI és GYDKI, a Pannon Egyetem
Georgikon Kar Kertészeti Tanszék és Novényvédelmi Intézet, a Pécsi Egyetem SZBKI, a
NEBIH Velencei Virolégiai labor dolgozoéinak szakmai egyiittmiitkodését és baratsagat.

Ko6szondm a doktori értekezés kritikus javitasat Olah Robinak és Havelda Zolinak.
Ko6szo6ndm Zoli sziileinek a folyamatos timogatast.
Nagy koszonet gyerekeimnek: Lucénak és Marcellnek a sok tiirelemért.

”Gyokerek nélkiil nem lehet repiilni.” Koszonom sziileimnek, hogy biztato, ispirald szeretettel
vettek koriil és allando biztonsagot nyujtottak.
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konyvtar | az analizis vizsgalatkoteles virusok Viroidok nem V|‘zlsl’§j:tkkoteles

kod tipusa GFLV [ArMV | GFkV [ GLRaV1|GLRaV2| GLRaV3 | GVA | GVB|HSVd|GYVd-1| AGV|GRSPaV| GSyV| GPGV
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
1_BSZ |read mapping| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
2_BB read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
3_FH read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
4 BH |read mapping| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
5_ZE read mapping| O 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
6_2ZG read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
7_NG |read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
8_MT |read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
9 _MR |read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
10_V |read mapping| O 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
PCR 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 S S
contig blast 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1
11_P read mapping| 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1
PCR 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 S 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
12_KSZ |read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
PCR 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
13_SZ |read mapping| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
14_AD |read mapping| O 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
15_TC |read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1
PCR 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
16_TC2 |read mapping| O 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1
PCR 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
17_LB |read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
18_AS |read mapping| O 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 S S
contig blast 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1
19_TB |read mapping| 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
PCR 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 S

2. tablazat A sz6l6 alanyiiltetvények virusdiagnosztikai eredményeinek dsszehasonlité tablazata
(0 — nincs talalat, 1- van talalat, vagy termék, S- a terméke Sanger szekvenalasa is megtortént.
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13.2 Roviditések jegyzeke

AGO - Argonaute fehérje

ALIMMYV - Amazon lily mild mottle virus

ARF — auxin response faktor (auxin response factor)

ArMYV - Arabisz mozaik virus (Arabis mosaic virus)

BPMYV - bean pod mottle virus

BSMV - arpa csikos mozaik virus (barley stripe mosaic virus)

BZL - bazikus leucin zipzar (BZL)-4

cDNS — komplementer DNS (complementer DNA)

CESA - sejtfal szintaz (cell wall synthase)

CHA42 - chalcone szintaz (chalcone synthase)

CIRV - szegfii olasz gytiriisfoltossag virus (carnation Italian ringspot virus)
CMYV - uborkamozaik virus (cucumber mosaic virus)

CP - kopenyfehérje (coat protein)

Cph — ciklofillin

CPs - klorofill a/b kot fehérje

crTMV - keresztesviraguakat fert6z6 dohdnymozaik virus (crucifer infecting tobamovirus)
CVA - cseresznye A virus (cherry virus A)

CWINYV - sejtfal invertaz (cell wall invertase)

CymRSV - Cymbidium gytirlisfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus)
DCL - DICER like

DEG - kiilonb6zben expresszalod gének (differentially expressed genes)
DEP — kiilonb6z6 expressziot mutatd probak (differentially expressed probes) (DEPS))
DI — defektiv interferal6 (defecting interfering)

DNS - dezoxiribonukleinsav

dsRNS - kétszalu RNS (double stranded RNS — dsRNS

EF - elongécios faktor

GAMayV - grapevine asteroid mosaic-associated virus

Gapdh - glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz

GCMYV - 520616 krém mozaik virust (grapevine chrome mosaic virus)

GLD - szol6-levélsodrodas betegség (grapevine leafroll disease)

GFKkV - 52616 foltosodas virus (grapevine fleck virus)

GFLYV - 520616 fert6z6 leromlas (grapevine fanleaf virus)

GFP - z6ld fluoreszcens fehérjét (green fluorescent protein)

GLPV - sz616 vonalas mintazottsag virust (grapevine line pattern virus)
GLRaV - sz616 levélsordddas asszocialt virus (grapevine leafroll associated virus)
GPGYV - sz0616 Pinot gris virust (grapevine Pinot gris virus)

GRGYV - grapevine redglobe virus

GRSPaV - sz0616 rupestris faszoveti barazdaltsag virus (grapevine rupestris stem pitting
associated virus)

GRVFYV - grapevine rupestris vein feathering virus

GST - glutation S-transzferaz (glutathion S-transferase)

GSyV-1 — sz616 Syrah virus (grapevine Syrah virus)

GUS - B-glukoronidaz

GVA, GVB, GVD - sz0616 virus A, B, E...(grapevine virus A, B, E...)
GYSVd - sz616 sarga foltossag viroid (grapevine yellow speckle viroid)
H1E - hiszton
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HSP - hésokk fehérjét (heat shock protein)

HSVd - koml6 torpiilés viroid (hop stunt viroid)

HTS - nagy-atereszt6 képességli szekvenalas (high-throughput sequencing)
JA - jazmonat

LChV - cseresznye aprogyiimélcsiiség virus (little cherry virus)

LDH - laktat-dehidrogenaz

LRR - leucin gazdag (leucin rich repeat)

MIiRNS - mikro RNS

MLO - lisztharmat rezisztencia gén o (powdery mildew resistance 0)

MP - mozgési fehérje (movement protein)

MQ — MilliQ tisztasagt desztillalt viz

ORF - nyitott leolvasasi keretet (open reading frame)

PLMVd - észibarack latens mozaik viroid (peach latent viroid)

PAO - pheoforbid-a oxigenaz

PCR — polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

PDF protodermal faktor

PDS - fitoen deszaturaz (phytoen desaturase)

PDV - szilva torpiilés virus (prune dwarf virus)

PEBYV - pea early brown virus

PNRSV - Prunus nekrotikus gytirisfoltossag virus (Prunus necrotic ringspot virus)
PPV — szilvahiml6 virus (plum pox virus)

PR — patogén kapcsolt (patogen related)

ProDH - prolin dehidrogenaz

PV X - burgonya X virus (potato virus X)

gRT-PCR — kvantitativ reverz transzkripciot koveté PCR (quantitative real time RT-PCR)
RCC - voros klorofill intermedier (red Chl catabolite intermediate

RARp - RNS-fiiggé RNS-polimeraz (RNA dependent RNA polymerase)
RISC — RNS indukalt géncsendesitési komplex (RNA induced silencing complex)
RNS - ribonukleinsav

RNSi — RNS interferencia (RNA interference)

RT-PCR - reverz transzkripciot koveté PCR

Rubisco - ribuloz-1,5-biszfoszfat karboxilaz/oxigenaz

SA - szalicilsav

SHMYV - sunnhemp mosaic virus

SiRNS - kis interferalo (small interfering)

SRNS — kis RNS (small RNA)

TCV - tarlorépa godrosddés virus (turnip crincle virus)

TEV - tobacco etch virus

TGS - transzkripcionalis RNSI (transcriptional gene silencing)

TMKL - transzmembran kinazszeri (transmembrane kinase like)

TMYV - dohanymozaik virus (tobacco mosaic virus)

ToMYV — paradicsom mozaik virus (tomato mosaic virus)

TRV - dohany zorgélevelliség virus (tobacco rattle virus)

UTR — nem transzlal6do (untraslated)

VANA - virus associated nucleic acid

VIGS - virus indukalt géncsendesitésen alapulo (virus induced gene silencing based)
VSR - RNSi gatlo fehérje (viral silencing repressor)

ZF — cin ujj (zinc finger)
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13.3 Az értekezéshez kapcsolodo publikaciok elso oldalainak masolata.
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DEVELOPMENT OF A VIRUS INDUCED GENE
SILENCING VECTOR FROM
A LEGUMES INFECTING TOBAMOVIRUS

Eva VArarLvay.!'* Zsuzsanna LicHNER,! JuDIT SAFRANY.! Z. HAVELDA,!
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! Agricultural Biotechnology Centre. Plant Biology Institute. Szent-Gyorgyi Albert ut 4,
H-2100 Gdosllé, Hungary
?Rékoéczi ut 14, H-4521 Berkesz, Hungary
*Department of Viticulture, Faculty of Horticultural Sciences. Corvinus University of Budapest.
Meénesi ut 44, H-1118 Budapest. Hungary

(Received: October 28, 2009; accepted: January 14. 2010)

Medicago truncatula, the model plant of legumes, is well characterized, but there is only a little knowl-
edge about it as a viral host. Viral vectors can be used for expressing foreign genes or for virus-induced
gene silencing (VIGS). what is a fast and powerful tool to determine gene functions in plants. Viral vec-
tors effective on Nicotiana benthamiana have been constructed from a number of viruses, however, only
few of them were effective in other plants. A Tobamovirus, Sunnhemp mosaic virus (SHMV) systemi-
cally infects Medicago truncatula without causing severe symptoms. To set up a viral vector for Medicago
truncarula, we prepared an infectious cDNA clone of SHMV. We constructed two VIGS vectors differing
in the promoter element to drive foreign gene expression. The vectors were effective both in the expres-
sion and in the silencing of a transgene Green Fluorescent Protein (GFP) and in silencing of an endog-
enous gene Phytoene desaturase (PDS) on N. benthamiana. Still only one of the vectors was able to
successfully silence the endogenous Chlorata 42 gene in M. rruncatula.

Kevwords: VIGS — SHMV — Medicago truncatula — gene silencing — functional genomics

INTRODUCTION

Medicago truncatula is a model plant of legume research [4] because it has a small,
diploid genome, autogamous genetics and a fast life cycle. Its genome has been
sequenced; M. rruncatula genome 3.0 assembly release is available at www.medica-
go.org. Although it is widely used in genome research there is no detailed description
about it as a viral host.

RNA interference (RNA1) is an ultimate fool to determine the function of genes.
RNAI is triggered by double-stranded RNA molecules that either enters or is gener-
ated in the cell and eventually triggers the cleavage of cognate mRNAs [1]. Virus
infection in plants also generates 21-25 nt long small interfering (si) RNAs [11].
These siRNAs are recruited by the RISC complex which guides the sequence spe-
cific breakdown of any RNA species showing sequence similarity to the inducing

*Corresponding author: e-mail: varallya@abc.hu
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Virus-induced gene silencing of Mlo genes induces powdery
mildew resistance in Triticum aestivum
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Abstract Powdery mildew is one of the most important
cereal diseases worldwide. Genetic analysis has revealed
that mutant alleles of the Mlo gene cause broad-spectrum
resistance against this pathogen in barley. In this study, the
possibility of inducing broad-spectrum powdery mildew
resistance against this pathogen by RNAI of the barley Mlo
ortholog in wheat was examined using virus-induced gene
silencing (VIGS). A clear correlation was found between
resistance and accumulation of Mlo-specific siRNAs, rais-
ing the possibility of designing powdery mildew resistance
in wheat by RNA silencing using both transgenic and non-
transgenic approaches.

Powdery mildew, caused by the obligate biotrophic fungus
Blumeria graminis, is one of the most important diseases of
cereals worldwide. While broad-spectrum resistance
against this pathogen exists in barley as a result of a natural
and induced mutation in the Mlo gene [11], wheat varieties
exhibit only gene-for-gene, interaction-based, race-specific
resistance. As new races of the pathogen can easily break
this type of resistance, there is a constant demand for non-
race-specific resistance in wheat.

MLO is a transmembrane protein [13] and functions as a
negative regulator that suppresses plant defenses in unin-
fected tissues. It is involved in protection against cell death
as well as in responses to biotic and abiotic stresses [ 14]. In

Electronic supplementary material The online version of this
article (doi:10.1007/s00705-012-1286-y) contains supplementary
material, which is available to authorized users.

E. Virallyay (<) - G. Giczey - J. Burgyin

Agricultural Biotechnology Center, Plant Virology Group,
Szent Gyorgyi A. at 4, Godollé 2100, Hungary

e-mail: varallya@abc.hu

the absence of the functional protein, the threshold for
triggering the cell’s defense reaction is lowered [4], and
successful entry of powdery mildew spores into host epi-
dermal cells is inhibited not only in monocot but in dicot
plant species [1, 5]. In hexaploid wheat, seven Mlo cDNAs
have been found [12]. Three of them (TaMlo-1A, 1B and
1D) represent the three ancient genomes and show excep-
tional similarity to the barley orthologue [6, 7]. Wild-type
TaMlo1B of wheat can complement mlo mutant barley at
the single-cell level [7], indicating that the function of
these genes has been preserved during evolution.

RNA interference (RNAI), triggered by double-stranded
RNA molecules, is an important tool for determining or
silencing the functions of genes. Dicer enzymes of the
plant generate 21- to 24-nt-long small interfering (si)
RNAs from the dsRNA precursor. One strand of these
siRNAs is recruited by the RISC complex, which guides
functional impairment, either by breakdown or transla-
tional inhibition, of any RNA species showing sequence
similarity to the inducing small RNA [2]. Transient double-
stranded-RNA-induced RNAi of the Mlo gene has been
shown to result in a significant decrease in the germination
and penetration efficiency of the fungal structures of
powdery mildew at the single-cell level in barley [15].
VIGS is an RNAi-based tool for determining or silencing
the functions of genes. A barley stripe mosaic virus
(BSMV)-based silencing system used in VIGS studies in
monocot plants [10] has been adopted and used success-
fully in wheat for functional analysis of L121-mediated leaf
rust resistance [16].

In this study, we demonstrate that targeting endogenous
Mlo by the BSMV-based VIGS approach can result in
broad-spectrum powdery mildew resistance in wheat at the
organism level. In addition, we have found a clear corre-
lation between the accumulation of Mlo-specific siRNA

@ Springer
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Unrelated viral suppressors of RNA silencing mediate the control
of ARGONAUTE1 level

EVA VARALLYAY AND ZOLTAN HAVELDA*
Plant Developmental Biology Group, Agricultural Biotechnology Center, Szent Gybrgyi A. Gt 4, Gadallé H-2100, Hungary

(CymRSV) co-fractionate with large protein complexes that
contain AGO1 and probably correspond to RISCs (Csorba et al.,
2010; Pantaleo et al., 2007); (iii) several VSRs are able to interact
directly with AGO1 inhibiting its antiviral functions (Azevedo
et al.,, 2010; Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 2007;
Csorba et al., 2010; Giner et al., 2010; Pazhouhandeh et al., 2006;
Zhang et al., 2006); (iv) agol hypomorphic mutants are more
susceptible to viral infections (Morel et al., 2002; Qu et al., 2008).
In addition to AGO1, other AGO proteins can be involved in RNA
silencing-based defence reactions (Alvarado and Scholthef, 2011;
Harvey et al., 2011; Jaubert et al., 2011; Scholthof et al., 2011;
Wang et al., 2011). AGOT1 also plays a role, as the key RISC com-
ponent, in the microRNA (miRNA) pathway regulating target RNAs
through cleavage or translational inhibition (Mallory and Bouche,
2008; Mallory and Vaucheret, 2010; Mallory et al., 2008). The level
of AGO1 is controlled by the action of an miRNA (miR168)
(Rhoades et al., 2002; Vaucheret et al., 2004); however, fine regu-
lation of the AGO1 level requires additional factors, such as the
action of AGOT-derived siRNAs on AGOT mRNA (Mallory and
Vaucheret, 2009), AGO1 mediated post-transcriptional stabiliza-
tion of miR168 and the co-regulated expression of the AGOT and
MIR168 genes (Vaucheret etal., 2006). Recent studies have
described the increased expression of miR168 and AGOT mRNA in
virus-infected plants (Csorba et al., 2007; Havelda et al., 2008;
Lang et al., 2011; Varallyay et al., 2010; Zhang et al., 2006). In line
with the vital role of AGO1 in RNA silencing-based defence, we
have shown previously that the induction of AGOT mRNA expres-
sion is a potential host defence mechanism enhancing the con-
centration of the main executor molecule, whereas the induction
of miR168 and the subsequent translational control of AGO1
protein accumulation is a viral counter defence strateqy (Varallyay
et al.,, 2010). Using a transient expression system and virus infec-

SUMMARY

Various plant viruses ubiquitously mediate the induction of
miR168, resulting in the control of ARGONAUTE 1 (AGO1), which
is the pivotal component of the microRNA (miRNA) regulation
pathway and can also exhibit antiviral function. Here, we demon-
strate that miR168-driven control of AGO1 can persist for a long
time in virus-infected plants and can be an important component
of symptom development. We also show that infection of RNA
viruses belonging to various genera is associated with the tran-
scriptional induction of the MIR168 precursor gene. Moreover, in a
transient expression study, we reveal that different unrelated viral
suppressors of RNA silencing (VSRs) are responsible for the
enhanced accumulation of miR168. The induction of miR168 accu-
mulation is an early function of VSRs and this activity is associated
with the control of the endogenous AGO1 protein level. The
common ability of unrelated VSRs to induce the miR168 level
implies that this activity might be a component of the host
defence suppression in plant—virus interactions.

INTRODUCTION

RNA silencing is a conserved regulatory mechanism controlling
endogenous gene expression and also serving as an antiviral
defence system (Ding, 2010; Ding and Voinnet, 2007; Mlotshwa
et al., 2005). Virus infection in plants triggers the production of
virus-specific small interfering RNAs (siRNAs) by the RNA silencing
machinery, which are then incorporated into the RNA-induced
silencing complex (RISC), inducing the sequence-specific degrada-
tion of the complementary viral RNAs (Pantaleo et al., 2007).
However, as a counteracting strategy, plant viruses have evolved

to encode potent suppressor proteins (viral suppressors of RNA
silencing; VSRs) to disable the RNA silencing-based host defence
system (Burgyan, 2008; Burgyan and Havelda, 2011; Mlotshwa
et al., 2008).

The ARGONAUTE (AGO) proteins are the executor components
of RISCs, bringing about the degradation or translational inhibi-
tion of target RNA specified by the incorporated small RNA
(Mallory and Vaucheret, 2010). The role of AGO1 as the key con-
stituent of the major antiviral RISC is supported by the following
observations: (i) AGO1 recruits virus-specific siRNAs (Zhang et al.,
2006); (i) virus-specific siRNAs of Cymbidum ringspot virus

*Correspondence: Email: havelda@abc.hu
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tion studies, it was revealed that the p19 VSR of CymRSV is
responsible for the induction of miR168 and the subsequent requ-
lation of the AGO1 level (Varallyay et al., 2010). However, the
potential role of AGO1 level control in symptom development and
the factors responsible for miR168 induction in various unrelated
virus infections were not investigated.

In this study, we reveal that the control of AGO1 accumula-
tion in Nicotiana benthamiana is mediated by several viruses
belonging to different genera. We demonstrate that, during the
infection process of different viruses, the transcriptional activity of
the MIR168a gene is induced in Arabidopsis thaliana. Using a
transient protein expression assay, we show that VSRs of different
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ABSTRACT

Plant viruses ubiquitously mediate the induction of
miR168 trough the activities of viral suppressors of
RNA silencing (VSRs) controlling the accumulation
of ARGONAUTE1 (AGO1), one of the main compo-
nents of RNA silencing based host defence system.
Here we used a mutant Tombusvirus p19 VSR (p19-
3M) disabled in its main suppressor function, small
interfering RNA (siRNA) binding, to investigate the
biological role of VSR-mediated miR168 induction.
Infection with the mutant virus carrying p19-3M
VSR resulted in suppressed recovery phenotype
despite the presence of free virus specific siRNAs.
Analysis of the infected plants revealed that the
mutant p19-3M VSR is able to induce miR168 level
controlling the accumulation of the antiviral AGO1,
and this activity is associated with the enhanced
accumulation of viral RNAs. Moreover, saturation
of the siRNA-binding capacity of p19 VSR
mediated by defective interfering RNAs did not
influence the miR168-inducing activity. Our data
indicate that p19 VSR possesses two independent
silencing suppressor functions, viral siRNA binding
and the miR168-mediated AGO1 control, both of
which are required to efficiently cope with the
RNA-silencing based host defence. This finding
suggests that p19 VSR protein evolved independent
parallel capacities to block the host defence at
multiple levels.

INTRODUCTION

RNA silencing 1s a small RNA-based regulatory system
that controls target RNAs by endonucleotic cleavage
or translational repression through the activities of
ARGONAUTE (AGO) proteins (1,2). Plant virus

infections are associated with the accumulation of virus-
specific small interfering RNAs (siRNAs) generated by
the activity of Dicer-like proteins, which are then
incorporated into the AGO protein containing RNA-
induced silencing complex (RISC) bringing about the
sequence specific degradation of viral RNAs (3). To
evade the siRNA-based antiviral host defence plant
viruses have evolved viral suppressors of RNA silencing
(VSRs) interfering with the RNA-silencing pathway
mainly by sequestering viral siRNAs or interacting with
key RNA silencing components (4,5). Micro RNAs
(miRNAs) represent another RNA-silencing pathway,
which are indispensable for the control of wide variety
of biological functions, including development, hormone
responses, feed-back mechanisms, biotic and abiotic
stresses (2). miRNAs are generated by sequential process-
ing of genome-coded long single-stranded RNA. AGOI1 is
one of the most important AGO proteins playing central
role in miRNA-mediated regulation of endogenous
mRNAs and siRNA-directed control of virus infections
(6). AGO! mRNA itself is a subject of an miRNA-
mediated regulation via the activity of miR168 (7-9).
Plant virus infections are often associated with increased
miR 168 level leading to the downregulation of the anti-
viral AGOT1 (10). Tombusvirus pl19 VSR was shown to be
responsible for over-accumulation of miR168, which
resulted in downregulation of AGO! protein level (10).
Previously, it was demonstrated that the main activity of
pl9 VSR is to bind selectively and hence sequester viral
specific siRNAs (11,12). Recently, it was found that other
unrelated VSRs are responsible for miR168 induction and
the subsequent AGO1 level control (13). This observation
indicates that miR168-mediated alleviation of RNA
silencing-based host defence might be a widespread viral
counter defence mechanism. However, it remained to be
elusive whether miR168 induction is the consequence of
the main suppressor activity of VSRs or it 1s an mdepend-
ently evolved parallel function. All of the investigated
VSRs possessing the ability to induce the miR168 level
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Abstract Virus-induced gene silencing (VIGS) uses
recombinant viruses to study gene function; however, the
effect of the virus vector itself on the gene expression of
the host is not always considered. In our work, we inves-
tigated non-targeted gene expression changes of the host in
order to see how often these changes appear. Effects of
various VIGS vector infections were analysed by moni-
toring gene expression levels of housekeeping genes by
Northern blot analysis in four different hosts. We found
that non-targeted changes happens very often. More
importantly, these non-targeted effects can cause drastic
changes in the gene-expression pattern of host genes that
are usually used as references in these studies. We have
also found that in a tobacco rattle virus (TRV)-based VIGS,
the presence of foreign sequences in the cloning site of the
vector can also have a non-targeted effect, and even the use
of an internal control can lead to unpredicted changes. Our
results show that although VIGS is a very powerful tech-
nique, the VIGS vector, as a pathogen of the host, can
cause unwanted changes in its gene-expression pattern,
highlighting the importance of careful selection of both the
genes to be tested and those to be used as references in the
planned experiments.

Electronic supplementary material The online version of this
article (doi:10.1007/s00705-016-2921-9) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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Introduction

Virus-induced gene silencing (VIGS) is an RNA interference
(RNAi)-based method to study gene function. The VIGS
vector itself is a recombinant virus engineered to be able to
carry a piece an endogenous gene from the host. During
infection with this modified vector, the host’s defence
reaction will be induced against the cloned host gene itself,
and a loss-of-function phenotype makes it possible to iden-
tify the function of the gene. To easily monitor the efficiency
of the test, a fragment of the host’s phytoene desaturase
(PDS) gene is usually also cloned into the vector. Reduction
in the internal PDS mRNA level and activity leads to a
decreased carotenoid level and ability to protect against
photo bleaching, and as a consequence of efficient silencing,
white leaves appear. As the host range of plant viruses varies,
different VIGS vectors are used for different plant species
[11, 14, 16, 20] (Supplementary Table 1).

Virus infection not only induces RNAi but also can alter
the gene expression pattern of the host and induce efficient
mRNA downregulation (“shut-off™) of important endoge-
nous host genes [1, 4, 5]. “Shut-off” affects a number of
host genes in the nucleus, at the transcription level, by an
unknown mechanism. Its presence differs from one plant-
virus interaction to another and can be monitored by
detecting changes in the endogenous ribulose-1,5-bispho-
sphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) and glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression
levels [5]. VIGS vectors usually behave similarly to their
virus of origin during virus infection; however, as they are
engineered, changes in their movement, replication ability,
their potential to suppress RNAi and also their effect on
endogenous genes can be changed. In our work, we studied
the effect of different widely used VIGS vectors on the
expression pattern of host genes in four different hosts to

@ Springer
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NGS of Virus-Derived Small RNAs as
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Vineyards
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As virus diseases cannot be controlled by traditional plant protection methods, the risk of
their spread have to be minimized on vegetatively propagated plants, such as grapevine.
Metagenomic approaches used for virus diagnostics offer a unique opportunity to reveal
the presence of all viral pathogens in the investigated plant, which is why their application
can reduce the risk of using infected material for a new plantation. Here we used a
special branch, deep sequencing of virus-derived small RNAs, of this high-throughput
method for virus diagnostics, and determined viromes of vineyards in Hungary. With
NGS of virus-derived small RNAs we could detect not only the viruses tested routinely,
but also new ones, which had never been described in Hungary before. Virus presence
did not correlate with the age of the plantation, moreover phylogenetic analysis of the
identified virus isolates suggests that infections are mostly caused by the use of infected
propagating material. Our results, validated by other molecular methods, raised further
questions to be answered before this method can be introduced as a routine, reliable
test for grapevine virus diagnostics.

Keywords: grapevine, vineyard, virus, virome, diagnostics, metagenomics, small RNA, NGS

INTRODUCTION

Grapevine can host more than 60 viruses and viroids (Al Rwahnih et al., 2009; Martelli, 2014),
often as multiplied infection. Vegetative propagation and long lifetime of the plantation increase
the risk of virus infection which cannot be controlled by traditional plant protection methods. The
use of highly adaptive cultivars globalizes not only the presence of the particular cultivar but also
the spread of new pathogens and their vector organisms. Safety regulations deal only with a limited
number of known viruses and ignore new invading pathogens, which can lead to the use of infected
propagating material and produce a new level of persistent infection risk. Traditional diagnostic
methods can only answer the question whether or not the investigated virus is present in our
sample, and need preliminary information about the pathogen (antigen for ELISA and sequence
information of the particular variant for PCR-based methods). In striking contrast, deep sequencing
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Use of siRNAs for Diagnosis of Viruses Associated
to Woody Plants in Nurseries and Stock Collections
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Daniel Barath, Tiinde Varga, and Eva Varallyay

Abstract

Woody perennial plants like grapevine and fruit trees can be infected by several viruses even as multiple
infections. Since they are propagated vegetatively, the phytosanitary status of the propagation material
(both the rootstock and the variety) can have a profound effect on the lifetime and health of the new plan-
tations. The fast evolution of sequencing techniques provides a new opportunity for metagenomics-based
viral diagnostics. Viral derived small RNAs produced by the host immune system during viral infection can
be sequenced by next-generation techniques and analyzed for the presence of viruses, revealing the pres-
ence of all known viral pathogens in the sample. This method is based on Illumina sequencing of short
RNAs and bioinformatics analysis of virus-derived small RNAs in the host. Here we describe a protocol for
this challenging technique step by step with notes, in order to ensure success for every user.

Key words Virus, Diagnostics, Small RNA, Next-generation sequencing

1 Introduction

Next-generation sequencing (NGS) methods and discovery of RNA
interference opened new possibilities in virus diagnostics [1-3].
During virus infection, small interfering RNAs of viral origin (21—
25 nt long) representing the exact sequence of the infecting viruses
are formed by the plant immune system [4]. Deep sequencing and
bioinformatics analysis of the small RNA population extracted directly
from field-grown plants offer a unique opportunity to reveal the pres-
ence of any virus or viroid present in the sample [5, 6], even if they
were not described before [2, 7]. Small RNA NGS can also be used
to test in parallel for the presence of all quarantined viruses in the
sample. The probable decrease in the price of sequencing and more
experience in the use and validation of this new method will revolu-
tionize virus diagnostics by the authorities in the near future [8]. We
used this technique to filter out virus infection in grapevine and fruit
trees even in the stock collections and rootstock plantations.

Vitantonio Pantaleo and Michela Chiumenti (eds.), Viral Metagenomics: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology,
vol. 1746, https://doi.org/10.1007/978-1-4939-7683-6_9, © Springer Science+Business Media, LLC 2018
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Abstract: Fruit trees, such as apricot trees, are constantly exposed to the attack of viruses. As they
are propagated in a vegetative way, this risk is present not only in the field, where they remain
for decades, but also during their propagation. Metagenomic diagnostic methods, based on next
generation sequencing (NGS), offer unique possibilities to reveal all the present pathogens in the
investigated sample. Using NGS of small RNAs, a special field of these techniques, we tested leaf
samples of different varieties of apricot originating from an isolator house or open field stock nursery.
As a result, we identified Cherry virus A (CVA) and little cherry virus 1 (LChV-1) for the first time
in Hungary. The NGS results were validated by RT-PCR and also by Northern blot in the case
of CVA. Cloned and Sanger sequenced viral-specific PCR products enabled us to investigate their
phylogenetic relationships. However, since these pathogens have not been described in our country
before, their role in symptom development and modification during co-infection with other viruses
requires further investigation.

Keywords: small RNA NGS; metagenomics; diagnostics; fruit tree viruses; Cherry virus A;
little cherry virus 1; apricot

1. Introduction

Apricot (Prunus armeniaca) is one of the most popular fruits in central Europe, especially in
Hungary, where it is not only consumed as a fresh fruit, but also serves as a raw material for jam
and “Palinka” (a distilled spirit) production. Thanks to intensive breeding programs since 1950,
many varieties have become available with improved characteristics for these specific purposes.
In accordance with the usual routine [1], mother trees of the new, approved varieties free from viruses
are kept in isolator houses to prevent subsequent exposure to viruses, especially the Plum pox virus
(PPV), and infections. They are also kept in open field stock nurseries which provide propagation
material for the future.

Viruses 2018, 10, 318; doi:10.3390/v10060318 www.mdpi.com/journal/viruses
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Abstract

Viruses have different strategies for infecting their hosts. Fast and acute infections result in the
development of severe symptoms and may cause the death of the plant. By contrast, in a per-
sistent interaction, the virus can survive within its host for a long time, inducing only mild symp-
toms. In this study, we investigated the gene expression changes induced in CymRSV-,
crTMV-, and TCV-infected Nicotiana benthamiana and in PVX- and TMV-U1-infected Solanum
lycopersicum plants after the systemic spread of the virus by two different high-throughput
methods: microarray hybridization or RNA sequencing. Using these techniques, we were able
to clearly differentiate between acute and persistent infections. We validated the gene expres-
sion changes of selected genes by Northern blot hybridization or by gRT-PCR. We show that,
in contrast to persistent infections, the drastic shut-off of housekeeping genes, downregulation
of photosynthesis-related transcripts and induction of stress genes are specific outcomes with
acute infections. We also show that these changes are not a consequence of host necrosis or
the presence of a viral silencing suppressor. Thermal imaging data and chlorophyil fluores-
cence measurements correlated very well with the molecular changes. We believe that the
molecular and physiological changes detected during acute infections mostly contribute to
virus symptom development. The observed characteristic physiological changes associated
with economically more dangerous acute infections could serve as a basis for the elaboration
of remote monitoring systems suitable for detecting developing virus infections in crops. More-
over, as molecular and physiological changes are characteristics of different types of virus life-
styles, this knowledge can support risk assessments of recently described novel viruses.

PLOS ONE | https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0216618 May 3, 2019 1/26
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Abstract Grapevine can be infected by several viruses
and viroids, the presence of which can lead to yield
losses and vineyard decline. Our previous survey of
vineyards in Hungary suggested that viral infection
originates from infected propagation material. To inves-
tigate whether rootstocks can be a source of virus infec-
tions, we surveyed seventeen rootstock vineyards and
two rootstock collections in Hungary to determine the
virome by high-throughput sequencing ot small RNAs.
The presence of the viruses was also tested by RT-PCR.
The results showed that viruses whose presence is rou-
tinely checked were almost absent in rootstock
vineyards but were present in rootstock genotype col-
lections. Moreover, first the time in Hungary, we

Electronic supplementary material The online version of this
article (https:/doi.org/10.1007/s10658-020-01942-w) contains
supplementary material, which is available to authorized users.
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detected the presence of Australian grapevine vi-
roid in the rootstock genotype collection at Pecs.
In contrast, viruses that are not regulated or not
routinely tested., namely, grapevine rupestris stem-
pitting-associated virus, grapevine Syrah virus-1
and grapevine Pinot gris virus, were detected in
almost all locations in most of the varieties. The
presence and absence of infected rootstock geno-
types in the same vineyard together with phyloge-
netic analysis suggested that viral infections origi-
nated from infected propagation material. More-
over, we found the symptomatic variant of grape-
vine Pinot gris virus in several rootstock vineyards
without symptoms, suggesting the possibility for
leat mottling and deformation disease symptoms
to manifest on susceptible cultivars following
grafting onto these rootstocks.

Keywords Grapevine - Rootstock - Viral diagnostics -
Virus infection - Small RNA HTS - GPGV

Introduction

Grapevine is a perennial, woody plant established in
vineyards that are maintained for decades. The lifespan
of vineyards is based on their health, which decrease
considerably with the presence of pathogens.
Grapevine rootstocks have been used since the
end of the nineteenth century, when grape phyl-
loxera appeared i Europe. A total of 20-25% of
the “historical” wvineyards of Hungary was

@ Springer
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Abstract: Grapevine line pattern virus (GLPV) was first described 30 years ago in Hungary. The lack
of its genomic sequences and of an available antiserum made its detection impossible in other parts
of the world. Three different high-throughput sequencing (HTS) protocols applied on a GLPV-
infected vine allowed the construction of the full genome sequence of this virus. It includes three
RNA segments, encoding four proteins: methyltransferase-helicase (la), RNA-dependent RNA
polymerase (2a), movement protein (3a) and coat protein (3b). The obtained sequences were used
to design specitic primers for its detection by RT-PCR and Northern blot hybridization, respectively.
These diagnostic methods were used to test the presence of GLPV in graft-inoculated plants and in
220 grapevine accessions of different Mediterranean origins. The three RNAs-encoding proteins of
GLPV shared a very high amino acid identity with those of hop yellow virus, a tentative member of
the Anulavirus genus, leaving no doubt that both are two isolates of the same viral species. A circular
RNA originating from the RNA2 was found, for which an alternative silencing suppressor role is
hypothesized. Further investigation is needed to determine this possibility and also the host range
and pathological significance of the virus.

Keywords: grapevine; virus; line pattern; anulavirus; small RNA; HTS

1. Introduction

The number of grapevine-infecting viruses (over 80) has increased drastically in recent years [1],
mainly due to high-throughput sequencing technology (HTS). Line pattern disease of grapevine,
characterized by bright yellow discolorations of the leaves and rings of variable size, scatted spots or
blotches or Norway maple leaf-like patterns, was first reported in Hungary in the eighties, on cvs
Jubileum 75, Limberger and Irsai Oliver [2]. Infected grapevines showed the presence of polymorphic
virus-like particles that could be mechanically transmitted onto a range of herbaceous hosts

Viruses 2020, 12, 602; doi:10.3390/v12060602 www.mdpi.com/journal/viruses
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