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BEVEZETES ES CELKITUZES

A novényi virusok gazdasagi jelent6sége felbecsiilhetetlen, egyes szerz6k szerint a
mezbégazdasagban bekovetkezett termésveszteség és mindségromlas feléért is
felelsssé teheték. Evrél évre tjabb virusok keriilnek azonositasra, sét a technikai
lehet6ségek fejlédésével ma mar olyan virusokat is azonositanak, melyek lathaté
tineteket nem okoznak. A régota ismert virusok is folyamatosan megajulnak, akér a
kornyezeti viszonyokhoz torténé alkalmazkodas sordn tjabb, korabban nem
fert6zott tertileteken jelenhetnek meg, illetve kivalogatédhatnak példaul a magasabb
hémérséklet optimummal rendelkez6 varidnsok. A globalizaciés folyamatok és a
nem mindig megfelel6 karantén viszonyok is hozzajarulhatnak a korabban egy adott
régiora nem jellemz6 virusok megjelenéséhez, amik a mar jelenlévé virusokkal
versenyezhetnek, de akar szinergizmus révén a kordbbindl salyosabb jarvanyokat is
kialakithatnak. A virusok elleni védekezési stratégidk kialakitdsaban fontos szerepet
jatszik rezisztencia gének beépitése a termesztésbe vont fajtdkba. Azonban ezek a
rezisztencia gének 4altalaban csak id6leges megoldast jelentenek a virusfert6zéssel
szemben, és el6bb-utobb megjelennek a rezisztenciat attoré virustorzsek, majd ezek
idével dominanssa is valhatnak a viruspopulaciéban. Ezeknek a mutdnsoknak az
eredete mindig kétséges, kialakulhatnak a kordbban jelenlévd viruspopuléciobol
mutdacidval, illetve rekombindciéval, esetleg a terméfoldeket koriilvevd természetes
okoszisztémdaban kordbban is jelenlévs, de addig nem domindans izoldtum is el6térbe
kertilhet.

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) minden szempontbdl az egyik
legsikeresebb virus. Gyakorlatilag nincs olyan tertilet a vilagon ahol mezégazdasagi
termelés folyik és a CMV ne fordulna el6, megtalalhat6 trépusi tertiletektsl egészen
az északi vidékekig. A virus gazdanovény spektruma hihetetlentil széles, mind
egyszikli mind kétszik(i novényekrol leirtak, épptgy megtaladltak lagyszard, mint fas
novényeken. Kilonboz6 izolatumai ugyanazon a gazdandvényen is a
legvaltozatosabb tiineteket alakithatjak ki, az egész stlyos, a novény pusztulasat
okoz6 nekrézistdl az alig lathaté halvany mozaikig széles skdlan mozognak a
megfigyelt betegségtiinetek. Természetes 6koszisztémakbol is a legvaltozatosabb

novényeken azonositottdk a CMV-t. Ugyanakkor a vele legszorosabb rokonsagban
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levé, felépitésében és miikodésében hozza nagyon hasonlé paradicsom magtalansag
virus (Tomato aspermy virus, TAV) és a foldimogyord satnyulas virus (Peanut stunt
virus, PSV) messze nem tekinthet§ ilyen sikeres virusoknak, elterjedésiik és
gazdasagi jelentdségiik 1ényegesen sziikebb.

Az elmult két évtizedben a molekularis biolégia modszertandnak fejlédése
megteremtette a lehet6ségét annak, hogy a korabban leirt véltozatos patologiai
jellemz6k kialakuldsanak okait megprébaljuk kideriteni, és megtegyiik az els6
lépéseket afelé, hogy megérthessiik azt, hogy egy igen egyszer(i, csupan 6t fehérjét
hordoz6 orokitéanyag fehérjeburokba csomagolva hogyan képes drasztikus
betegségtiinetek kialakitasara.

Munkam soran az egyik legrégebben felfedezett és legvaltozatosabb novényi
virushoz az uborka mozaik virushoz és rokon virusaihoz kapcsol6dé munkdimat
foglaltam ssze. Kiilonbozé CMYV izolatumokkal dolgoztam, melyek kozott szerepelt
dr. Beczner Laszl6 4ltal az 1970-es évek végén gytijtott izolatum (Trk7-CMV) éppuagy,
mint az 1990-es években izolélt, a vildgon legelterjedtebb izoldtumokhoz hasonl6
tineteket mutaté izolatum (Rs-CMV), illetve egyedi patologiai jellemzokkel
rendelkezé izolatum (Ns-CMV) is. Kisérleteinkbe bevontuk a két legkozelebbi rokon
virust, a TAV-ot és a PSV-t is. Megprébaltunk hozzajarulni annak megértéséhez,
hogy a betegségtiinetek és a gazdanovénykor véltozatossaganak meghatarozasat,
illetve ehhez kapcsoléddéan a virusok valtozékonysagat milyen tényezdk

befolyasolhatjak.
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KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

Novények

A kisérletekhez a novényeket tiveghdzi kortilmények kozott neveltiik, illetve
fitotronban tartottuk, 14 6ra megvilagitas (23 °C) és 10 6ra sotétség (18 °C) kornyezeti
paraméterek mellett. Munkank sordn a kovetkezd tesztnovényeket hasznaltuk:
Nicotiana glutinosa L., Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc, Nicotiana clevelandii Gray.,
Nicotiana benthamiana Domin., Nicotiana debney Gray., Cucumis sativus L. cv. Marketer
vagy Delicates, Chenopodium quinoa Wildd., Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn,
Zinnia elegans Jacq., Arachis hypogea L., Lens culinaris Medik. cv. Eva, Medicago sativa
L., Phaseolus vulgaris L. cv. Babilon, Pisum sativum L. cv. Rajnai torpe, Robinia
pseudoacacia L., Vigna sinensis Savi et Hassk. cv. Black eye, Solanum lycopersicum L. cv.

Kecskeméti jubileum.

Baktériumtorzsek
Kisérleteink soran az Escherichia coli DH5-a, JM101, JM109 és TG990 torzseit

hasznéaltuk.

Virus izolatumok

Munkéank soran az I. alcsoportba tartozé Rs-CMV torzset dr. Salamon Pal izolalta
retekr6l (Raphanus sativus L.) és bocsatotta rendelkezésiinkre. Az uborka mozaik
virus nekrotikus torzsét (CMV-N) Fulton izolalta 1953-ban. Vizsgalatainkhoz a
nekrotikus torzs Nicotiana glutinosa-n Otszori passzdlasa utdn nyert Ns-CMV
véltozatat hasznéaltuk. A II. alcsoportba tartozé CMV izolatumok kozil a
tehérherér6l (Trifolium repens L.) izolalt CMV torzset (Trk7-CMV) és egy
Franciaorszagbol szarmazé CMV izolatumot (R-CMV) hasznéaltunk. TAV esetében
egy paprikarél szarmazo6 izolatummal (P-TAV) dolgoztunk.

Az Rp-PSV torzset 2002-ben dr. Salamon Pal izoldlta Godollén fehér akacrol és
bocsatotta rendelkezésiinkre. A munkank sordn vizsgalt tovdbbi kilenc PSV
izolatumot a Pannon 6korégio tertiletén, enyhe mozaik és levél deformacio tiineteket
mutaté fehér akac novényekrol gydtijtottiik 2007 és 2008 években. Az izolatumokat C.
quinoa novényen tortént haromszori egylézids passzélast kovetdéen N. benthamiana

tesztndvényeken szaporitottuk fel a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez.
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Fert6z6képes virusklénok

Felhasznaltuk a II. alcsoportba tartoz6é Trk7-CMV és R-CMV torzs ferté6z6képes
klénjait (pTrkl, pTrk2, pTrk3, pR1, pR2, pR3), valamint az I. alcsoportba tartozé Rs-
CMV és Ns-CMV fert6z6képes klonjait (pNsl, pNs2 és pNs3, pRsl, pRs2, pRs3).
TAV esetében az RNS 3 fert6zéképes klont hasznaltuk (pT3).

Novények és protoplasztok inokuldlasa

Minden esetben 3-8 novényt inokulaltunk 2-8 leveles allapotban. A levelek feltiletét
celittel sértettiitk meg, majd tisztitott virussal vagy a fert6zott novény homogenizalt
levelével 20 mM-os K-Na foszfat pufferben (pH: 8,0) inokulédltuk. In wvitro
transzkriptummal valé fert6zéskor az inokuldlashoz hasznalt keverék minden egyes
virus RNS-nek megfelel6 in vitro RNS transzkriptumbél 2-5 pg-ot tartalmazott
novényenként 50 mM K-foszfat pufferben pH: 9,2. A protoplasztokat
nevel6kamraban tartott N. clevelandii novények teljesen kifejlett leveleibdl izolaltuk.
Két mikrogramm tisztitott virus RNS-sel, vagy in vitro RNS transzkriptummal
transzfektaltunk 100pl protoplaszt szuszpenziét polietilén glikol (Ms = 1500)
felhasznédlasaval. A protoplasztokat 24 6raig inkubaltuk novénynevel$ kamraban. Az
ossznukleinsav kivonas el6tt a sejteket lecentrifugaltuk (65 g/5 perc), a feliiltiszot

leontottiik.

Virustisztitas és nukleinsav kivonas levélszovetbdl

A virus izolatumokat kiilonbozé Nicotiana fajokon szaporitottuk fel. A virusokat a
jellegzetes tiineteket mutaté novényekbdl 7-14 nappal a fert6zés utan tisztitottuk. A
novényekbd], illetve a protoplasztokbdl az 6ssznukleinsav kivondst 1 cm atmérdji
levélkorongbdl, illetve lefagyasztott protoplasztokboél készitettiink fenol-kloroformos

extrahalast kovet6en, etanollal kicsapva és steril vizben szuszpendalva.

A virus RNS-ek molekularis klé6nozasa, plazmidkonstrukcidk elkészitése

A kilonb6z6 rekombinans klonokat a fert6z6képes klonok felhasznédlasaval,
standard moédszerekkel készitettiik a klonokban eredetileg meglévé kozos, illetve
csendes mutacidval beépitett restrikcids hasitéhelyek felhasznaldsaval. A CymRSV
mozgasi fehérje gén amlifikdlasdhoz a pCym19STOP klont (Dr. Burgyan Jozsef

szivességébol) hasznaltuk.
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A virusfertdzés detektalasa

RT/PCR DETEKTALAS: A virusfertézés detektaldsat dssznukleinsav kivonatbol
végeztiik. A komplementer DNS sz&l szintézisét specifikus 3’ vég primer jelenlétében
M-MulLV reverz transzkriptdzzal készitettiik 1 6ran at 42 °C-on. A PCR reakciot
specifikus primerpar jelenlétében 30 cikluson keresztiil futtattuk.

NORTHERN ANALIZIS: Koriilbelil 5 pg o6ssznukleinsavat formaldehid és
formamid tartalmu mintafelvivé pufferben denaturaltunk 65 °C-on. Az elektroforézis
formaldehid tartalma agaréz gélben tortént. A nukleinsavakat Hybond-N nejlon
membranra vittiik at, UV fénnyel keresztkotottiik (70 mJ/cm?), majd a membrant
Northern hibridizaciénak vetettiik ald. A 32P-ral jelolt radioaktiv probat a CMV, TAV
vagy PSV megfelel6 klonjairdl szintetizaltuk HexaLabel (Fermentas) kittel.
WESTERN BLOT ANALIZIS: Western blot analizissel mutattuk ki a virus
kopenyfehérje jelenlétét fert6zott novényekben. A fert6zott és a kontroll novények
leveleibdl fehérjekivonatot készitettiink, denaturaltuk, 0,1 %-os SDS-t tartalmazé 12,5
%-0s poliakrilamid gélen elvalasztottuk, majd elektroblottoldssal atvittiik Hybond-C-
extra membrdnra. A kopenyfehérje detektdlasdra alkalikus foszfatdz enzimmel
konjugélt kopenyfehérje ellenanyagot hasznaltunk.

PRESS BLOTT HIBRIDIZACIO: N. clevelandii novények két atellenes, teljesen
kifejlodott fert6zott levelét az inokuldlast kovets 1, 3 és 5 nappal, a szisztemikusan
fert6zott leveleket 3, 5 és 7 nappal az inokuldlds utan gydjtottiik be. A levelek
fondkjat pengével 6vatosan megsértettiik, majd - a sértett feliilettel érintkezve -
Hybond-N nejlon membréanra helyeztiik és a levélnedvet sztir6papir kozott hengerrel
préseltiikk a nejlon membranra. Szaritds utdn a nukleinsavakat UV fénnyel (120
mJ/cm?) kotottiik a membranhoz. A virus RNS-ek kimutatasdnak tovabbi 1épései

megegyeztek a Northern analizisnél leirtakkal.

Nukleinsav szekvenciak meghatarozasa
A vizsgalt nukleinsav szekvencidkat a Biomi Kft ABI 3100 Genetic Analizer

késziilékén (Applied Biosystem) standard szekvendlé médban hataroztak meg.

Bioinformatikai vizsgalatok

FILOGENETIKAI ELEMZESEK: A szekvencidk feldolgozdsahoz a Wisconsin
Package version 10.0 GCG, a Phylip és T-coffee programcsomagokat,
(http:/ /evolution.  genetics.washington.edu/phylip.html, http://igs-server.cnrs-
rs.fr/~cnotred /Projects_home_page/t_coffee_home_page.html) a TreeView

programcsomagokat (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html) a torzsfak
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megjelenitéséhez hasznéltuk, valamint az Emboss-Align és a Clustal X (Thomson és
mtsai., 1997) programcsomagok segitségével EMBL/NCBI nemzetkozi adatbankban
elérhet6 szekvenciakkal hasonlitottuk 6ssze. A Clustal X programmal Neighbor-
Joining eljarassal a TreeWiew 1.6.6. feliiletén az adatokbol filogenetikai torzsfat
készitetttink. A filogenetikai vizsgalatok soran a statisztikai megbizhatosagot a
Clustal X program 1000 ismétlést alkalmazé bootstrap analizise biztositotta.
REKOMBINACIOS VIZSGALATOK: A nemzetkozi adatbankokban fellelheté PSV
szekvencidkra épiil6 rekombinaciés vizsgélatokhoz az altalanosan hasznélt és
elfogadott TOPALI v2 programcsomag PDM (Probabilistic Divergence Measures)
analizisét alkalmaztuk (ablak méret: 200 nt, ablak elmozdulasdnak mérete: 10 nt) 95
%-os szignifikancia szinten.

HOMOLOGIA MODELLEZES, ELEKTROSZTATIKUS POTENCIAL SZAMITAS: A
fehérje modellek a MODELLER 6.1 program segitségével késziiltek, templatként az
Fny-CMV B alegységének szerkezetét haszndlva. A szekvencia Osszerendezések a
Wisconsin Package Version 10.0 programcsomaggal késziiltek. A homoldgia
modellek finomitdsa a Kollman-All-Atom elnevezésti, fehérjékre kifejlesztett ertteret
alkalmaztuk, a SYBYL 6.5 (1988) programcsomag felhasznalasdval. A modellek
elektrosztatikai mintdzatanak szamitdsa a linearizalt Poisson-Boltzmann implicit
modszerrel tortént. A kontinuum fazis ionerésségét 0,1 mol/l-re, dielektromos
allando¢jat e=80-ra, mig a fehérje belsejére vonatkozo6 értéket e=4-re voltak beallitva. A
fehérjemodellben az 6sszes lizin és arginin oldalldnc egyszeres pozitiv toltést, mig az
Osszes glutamat és aszpartat oldallanc egyszeres negativ toltést viselt. Az atomok
toltését a GRASP program segitségével szamoltuk. A molekularis grafikai munkak és
az elektrosztatikus potencial abrazoldsok a Swiss PDB Viewer 3.7 programmal

késziiltek.
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EREDMENYEK

CMV iltal indukalt torpiilés Nicotiana glutinosa névényen

Kiilonb6z6 CMV izoldtumok okozta tiinetek jelent6sen eltérhetnek egymastol egyes
gazdanovényeken. A Trk7-CMV és az R-CMV hasonlé ttineteket indukal a legtobb
gazdandvényen, azonban Nicotiana glutinosa tesztndovényen felttind kiilonbséget
figyeltink meg az altaluk okozott ttinetekben. Mig a Trk7-CMV zold mozaik
tiineteket indukalt, addig az R-CMV-vel fert6zott novényeken sulyos torpiilést és
levéldeformaciét figyeltink meg. Mind a Trk7-CMV izolatum, mind az R-CMV
izolatum fert6z6képes klonjaival rendelkeztiink, igy els6 lépésben reasszortans
virusok fert6zési tulajdonsagainak vizsgélataval lokalizaltuk a torptiléses tiinetek
kialakitasaért felel6s genomi RNS-t. Megallapitottuk, hogy minden olyan genomi
RNS kombinécié mely az R-CMV harmas RNS-ét tartalmazza (R1R2R3, R1Trk2R3,
Trk1R2R3, Trk1Trk2R3) torpiilést indukal, mig ha az R-CMV harmas RNS-e nem volt
jelen (Trk1Trk2Trk3, Trk2R2Trk3, R1Trk2Trk3, RIR2Trk3) mozaik ttineteket
figyeltiink meg. Igy egyértelmtivé valt, hogy a torptilést determinald kiilonbség az
RNS3-on lokalizalodik.

A genetikai determindns pontos lokalizacidjdhoz a két virus RNS3 fert6z6képes
klonjait felhasznalva rekombindans RNS3 molekuldkat készitettiink. Els¢ 1épésben az
RNS3-on lokalizal6dé két gént (MP és CP) cseréltiik ki, igy meghatéaroztuk, hogy a
torpiilés genetikai determindnsa a kopenyfehérjén lokalizalodik. Az R-CMV és a
Trk7-CMV  kopenyfehérjéi kozott hat aminosav eltérés van, amiket tovabbi
rekombindns, majd pontmutdns virusok segitségével vizsgaltunk. A fert6zési
kisérletek soran megallapitottuk, hogy a torpiilés kialakitasaért egyértelmtien a 193-
as aminosav a felel6s. Amennyiben ebben a poziciéban aszparagin talalhato, a
torpiilés a tobbi genomi kiilonbségtol fiiggetlentil kialakul, mig ha ebben a
pozicioban lizin taldlhat6, mozaik tiinetek jelennek meg.

A mutans és rekombinans virusok novényen beliili terjedésének kinetikajat, valamint
izolatum terjedésének sebessége megegyezik, mind a fert6zott levelek nyelében,
mind a nem fert6zott levelekben azonos id6pontban jelennek meg. A két izolatum
akkumuléciéjaban mind az inokulalt, mind a szisztemikus levelekben taldltunk
kiilonbséget, a sulyosabb tiineteket okozé izoldtum, illetve a 193-as pozicidben
aszparagint hordoz6é rekombindnsok nagyobb mennyiségben voltak jelen.
Ugyanakkor ezt a  virusakkumuldciéban mutatkoz6é  kiilonbséget mas

gazdanovényeken (pl. Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc) is megfigyeltiik, igy az
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indukalt ttnetekben megjelend kiilonbséget nem okozhatja magédban a virus
felhalmozodasban megfigyelt kiillonbség.

Az ismert Fny-CMV kopenyfehérje szerkezetet templatként haszndva elkészitettiik
az R-CMV és a Trk7-CMV kopenyfehérjék homolégia modelljét. A modellek
kozotti PH-PI hurok régidban, a viruspartikulum feliiletén helyezkedik el. A
funkcionalisan fontos helyeket vizsgalva a PROSITE programmal megéllapitottuk,
hogy a 193-as poziciét kozvetlen megel6zve a 189-192. aminosavig terjed6 szekvencia
részen (SKDD) egy kazein kindz II (CK II) foszforilaciés hely talalhaté. A 193-as
aminosav toltése befolyasolja a kindz kot6dését a kopenyfehérje feliiletén igy a
kopenyfehérje foszforildltsagi allapotat, ami alapvetd hatassal lehet az indukalt

biokémiai utak és igy a virustiinetek jellegének meghatarozasaban.

A cucumovirusok hossza tavi mozgasaban kulcsfontossagu kopenyfehérje régio
azonositasa uborka névényeken

Nem csak az uborka mozaik virus kiilonb6z6 izolatumai kozott figyelhettink meg
fontos ttinettani kiilonbségeket, hanem a kiilonboz6 Cucumovirus nemzetségbe
tartozoé fajok kozott is. Mig a CMV izolatumok szisztemikusan fertézik az uborkat,
addig a kilonboz6é TAV izolatumok egyaltaldn nem, vagy csak lokélisan fertézik.
Korabbi munkank soran reasszortans és rekombinans virusok segitségével igazoltuk,
hogy a TAV kopenyfehérjéje nem teszi lehetévé a rekombinans virus hossza tava
mozgasat uborka novényen. A tovabbiakban az R-CMV és a P-TAV izoldtumokat
hosszt tava mozgasban kulcsszerepet jatszé régiok. Mivel a cucumovirusok hossza
tdva mozgasa viruspartikulum formajaban torténik a fert6zott novény szallitészovet
rendszerén keresztiil, igy a kopenyfehérje viruspartikulum felszinén talalhato
hurokrégioira koncentrédltuk vizsgalatainkat. Mind a CMV CP-nek, mind a TAV CP-
nek ismert a rontgendiffrakciés modszerrel meghatarozott térszerkezete, és ezek
nagyon hasonlitanak egymasra. A két kopenyfehérjét 6sszehasonlitva meghataroztuk
azt az 5-5 hurokrégiot, amely a viruspartikulum feliiletén lokalizal6dik. Az R-CMV
rekombindns klont készitettiink. A két virus kozos gazdanovényét (N. clevelandii) a
Trk7-CMV RNS1 és 2 jelenlétében mindegyik rekombinans virus fert6zte, amint azt a
vizualis megfigyelés, Northern analizis és RT/PCR vizsgélatok igazoltak. Uborka
novények fert6zése soran megallapitottuk, hogy a BB-pC loop muténs kivételével a

rekombindnsok szisztemikusan fert6zik az uborkat, és a legtobb mutans altal
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indukélt tlinet az eredeti CMV fert6zéshez hasonl6 volt. A BE-aEF mutans mutatott
egyediil eltérést a vad tipustt R-CMV-hez képest, ennél a rekombindnsnal a tiinetek
két nappal kés6bb jelentek meg, és gyengébbek is voltak. A BB-PC hurok régidéban 6t
aminosav eltérés taldlhaté a P-TAV és a Trk7-CMV izolatum kozott, amiket a
tovabbiakban egyesével illetve kiilonb6z6 kombinacidkban vizsgaltunk, mutédns
virusok felhasznalasaval (pR3K76R, pR3P78T, pR3E79R, pR3E79A, pR3GS83D,
pR3EI79-80RT, pR3PEI78-80TRT). Megallapitottuk, hogy a két virus kozos
gazdanovényeit mindegyik mutans szisztemikusan fert6zi és a kialakult tiinetek a
legtobb esetben nagyon hasonlitottak az R-CMV 4&ltal okozott tiinetekre. Egyediil az
R3E79R mutans indukalt az eredeti R-CMV-nél 1ényegesen erésebb tiineteket, ahol a
mozaik ttineteken kivil erds torpiilést és levéldeformaciét figyeltink meg. Az
RT/PCR nukleinsav sorrend meghatdrozds mindegyik esetben bizonyitotta a
mutédciok stabilitdasdt. Uborka novények fert6zése utdn négy nappal mindegyik
esetben megfigyeltiink lokalis lézi6kat az inokuldlt leveleken, tehat a mutansok
sejtrél-sejtre a vad tipushoz hasonléan terjedtek. Szisztemikus tiineteket a R3K76R,
R3P78T, R3E79A, R3G83D, R3EI79-80RT virusok esetén figyeltiink meg, mig a
R3PEI78-80TRT és R3E79R virus esetén nem jelentek meg tiinetek. Az uborka
novények nem inokulalt leveleinek Northern analizise megerésitette a vizudlis
megfigyeléseinket, a BB-PC loop rekombindns mellett a R3PEI78 -80TRT és R3E79R
mutansok sem képesek az uborka novényeket szisztemikusan fert6zni. Kisérleteink
bizonyitottdk, hogy ha az R-CMV CP BB-BC loop részén taldlhaté PEI aminosavakat
a P-TAV CP azonos elhelyezkedésti TRT aminosavakra cseréljiik, vagy az R-CMV CP
79-es pozicidjaban 1év6 glutaminsavat a P-TAV CP-ben talalhaté argininra cseréljiik,
uborka novényben a mutans virus hossza tdvi mozgdsa, szisztemizaloddsa gatolt.
Tehat a CP 78-80. aminosavai kulcsfontossagiak a CMV uborka novényen beliili
hosszt tavt mozgéasaban.

Felvet6dott az a kérdés, hogy ha a P-TAV CP BB-pC loop régidjat a CMV megftelel6
szakaszéaval helyettesitjiik, lehetévé valik-e a mutans virus hosszti tdva mozgasa
uborka novényen. Ennek a kérdésnek a megvélaszolasahoz elkészitettiik a
pI3TRT78-80PEI és a pRT3TRT78-80PEI konstrukcidkat. Mindkét konstrukcio
fert6z6képességét el6szor N. clevelandii ndvényen vizsgéltuk Trk7-CMV RNS1 és 2
transzkriptum jelenlétében. Ezen a tesztnovényen mindkét konstrukcié szisztemikus
tiineteket okozott, és az RT/PCR reakcié utdni nukleinsav sorrend meghatarozas
bizonyitotta a konstrukcidk stabilitdsat. Uborka novények fert6zése soran a
T3TRT78-80PEI és a RT3TRT78-80PEI virionok csak lokélis fert6zést indukaltak,
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szisztemikus ttineteket egyetlen esetben sem sikertilt detektalnunk, amit a Northern
analizis eredménye is igazolt.

Osszességében megéllapitottuk, hogy a cucumovirusoknal a BB-BC loop 3
aminosavbol 4ll6 régidja kulcsfontossagi uborka novényen a szisztemikus
terjedéshez, azonban nem ez az egyetlen funkcionalisan fontos régi6, ami a hosszu

tava terjedésben a kiilonbséget okozza a CMV és a TAV kozott.

A cucumovirusok sejtrél-sejtre torténdé terjedésének feltétele a mozgasi fehérje és
a kopenyfehérje kompatibilitasa

Régota ismert, hogy a kiilonb6z6 cucumovirusok kozott reasszortdns virusok
allithatok el6, tehat az egyik virus RNSI és 2 egy madsik cucumovirus RNS3-4val
fert6z6képes virust alakithat ki. Ugyanakkor az RNSI1 és 2 csak az azonos fajhoz
tartoz6 virusok kozott, példaul a kiilonbozén CMV izolatumok kozott cserélhet6 ki
szabadon. Korabbi munkdnk soran bizonyitottuk, hogy az RNS3-on kédol6dé két
gén sem minden esetben cserélhet6 ki szabadon a kiilonb6z6 cucumovirusok kozott.
Mig a CMV MP mind a CMV mind a TAV CP-vel fert6z6képes virust alkot, addig a
TAV MP csak a sajat CP-jével képes fert6z6képes, tehat sejtrél-sejtre és hosszt tava
mozgésra is képes virust kialakitani. A tovdbbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy
mi az oka a két rekombindns virus kiilonbozé viselkedésének. Tovabbi rekombindns
virusokat készitettiink. El6szor a MP-ek karboxi-termindlis régioit cseréltiik ki a két
virus kozott. A TAV esetén ez 30 aminosav, mig a CMV esetén 29 aminosav cseréjét
jelentette. Fert6zési kisérletek sordan megallapitottuk, hogy a TAV MP karboxi-
terminalis részének CMV eredettire cserélése elegendé ahhoz, hogy a rekombindns
fehérje mind a CMV mind a TAV CP-vel fert6z6képes virust alakitson ki.

A tovabbiakban a CP rekombindns virusok segitségével térképeztiik, hogy a TAV
MP-vel val6 fert6zéshez a CP melyik része sziikséges. A kopenyfehérjék esetén a
rekombindaciés pontot a két virus kopenyfehérjéinek aminosav sorrend homolégia
viszonyai alapjan hataroztuk meg. A két virus CP-jének amino-termindlis régioi
kisebb homolégiat mutattak (40,58 % az els6 70 aminosav esetén) mint a C-terminélis
régio (63,33 % az utols6 149 aminosavnal), igy ezeket a részeket cseréltiik ki. Az a
rekombindns CP mely a TAV amino-terminélis 70 aminosava mellett a CMV karboxi-
termindlis 149 aminosavat hordozta a CMV MP-el fert6z6képes virust alkotott, mig a
TAV MP jelenlétében protoplaszt rendszerben replikdlédott, de novények
inokulalasa soran sem lokaélis, sem szisztemikus tiineteket nem alakitott ki. A masik
kopenyfehérje rekombindns (CMV amino-termindlis 70 aminosava mellett a TAV

karboxi-termindlis 149 aminosavat tartalmazta) egyik MP-el sem alkotott
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fert6z6képes virust. Protoplaszt rendszerben még mindegyik konstrukcio
hatékonyan replikal6dott, azonban tesztnovényeken lokalis tiinetek sem alakultak ki.
Ennek a rekombinansnak a részletes bioinformatikai vizsgalata soran azonositottunk
a fehérje felszinén egy, az els6 N-termindlis a-hélix régiét kovetd részt, melynek
toltéseloszlasa fontos lehet a virus fert6zéképességéhez. Mig a sejtrél-sejtre
hatékonyan terjedé konstrukciok esetén (P-TAV, R-CMV, R3NST) a 62. aminosav
kortli fehérjerész els6sorban pozitiv toltésti, addig a mozgasaban gatolt konstrukcié
(R3SPT) esetében ez a régié inkdbb negativ toltésti. A toltésviszonyok alapjan
feltételeztiik, hogy a pR3SPT konstrukci6 elektrosztatikus viszonyai miatt nem tudott
megfelel¢ kolcsonhatast kialakitani mas virus vagy novényi eredeti fehérjékkel. A
toltésviszonyok megvaltoztatasara a nem fert6z6 CP konstrukciéban egy kétszeresen
mutidns kopenyfehérjét terveztiink, mely a 62. aminosav poziciéban lizint, a 65.
aminosav pozicibban pedig arginint tartalmazott. Az igy moddositott CP
fert6z6képessége helyreallt, a tovabbiakban mind a TAV, mind a CMV MP
jelenlétében a tesztnovényeket szisztemikus virusfert6zés alakult ki.

A kisérletek eredményeit 6sszegezve megallapitottuk, hogy a MP C-terminalis 29/30
aminosavanak és a CP karboxi-terminalis 2/3-anak kompatibilitasa sziikséges a
cucumovirusok sejtrél-sejtre terjedéséhez, valamint hogy a CP 62. aminosav kortili

régio toltéseloszlasa kulcsfontossagu a virus sejtrél-sejtre terjedéséhez.

Heterolog mozgasi fehérje jelent6sen modosithatja a CMV-re jellemz6 tiineteket
Az el6z6 munkdkban bemutattuk, hogy a virusttinetek valtozatossagaért egyetlen
virusfehérje egyetlen aminosava is felel6s lehet, illetve, hogy a virus novényen beliili
terjedéséhez, az egész novény megbetegitéséhez a kiilonboz6é virusfehérjék
Osszehangolt mtikodése sziikséges. Ugyanakkor felmertilt a kérdés, hogy kiilonboz6
viruscsaladokhoz tartoz6 virusok hasonlé funkcidja fehérjéi képesek-e egymadst
helyettesiteni, valamint, hogy ez milyen hatassal lehet a tiinetek kialakitdsara. Ennek
a célnak megfelel6en a Cymbidium gyftrtsfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus,
CymRSV) mozgasi fehérjéjével (ORF4) helyettesitettiik a Trk7-CMV mozgasi
tesztnovényeket harom csoportba soroltuk aszerint, hogy mindkét sziil6i virus
lokalis fert6zést okoz (1. csoport), mindkét sziil6i virus szisztemikus tiineteket
indukdl (2. csoport) vagy csak az egyik virus alakit ki szisztemikus tiineteket (3.
csoport).

Az els6 csoportba kiilonbozd Chenopodium fajok tartoztak. Ezeket a novényeket, a

sztil6i virusokhoz hasonlé moédon, lokalisan fertézte a hibrid virus. A megjelen6
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léziok mérete és jellege inkabb a CymRSV-re hasonlitott. Mig példaul Chenopodium
quinoa tesztnovényen a CMV nekrotikus, folyton novekvd 1éziét indukél, addig a
CymRSV és a rekombindns CMVcymMP klorotikus, apré lézidkat alakit ki.
Chenopodium foetidum novényeken a CMV nagyobb, diffazabb lézidkat, mig a
CymRSV és a CMVecymMP apré klorotikus 1ézidkat indukél. A vizsgalt novények
masodik csoportjdba tartozoé novényeknél (N. benthamiana, N. clevelandii és N.
megalosiphon) a hibrid virus a sziil6i virusokhoz hasonléan szisztemikus fert6zést
okoz. A CMVcymMP virus tiinetei mindkét sziil6i virus tiineteire emlékeztettek,
levéldeformaciot és mozaik tiineteket figyeltiink meg. A sziil6i virusokndl a tiinetek
erdssége eltérd. A hibrid virus a CymRSV-nél gyengébb, a CMV-nél pedig erésebb
tuneteket indukalt. A vizsgdlt tesztnovények harmadik csoportjdba a tartozé N.
debney, N. glutinosa, N.tabacum cv. Xanthi novényeken a sziil6i virusok koziil a
CymRSV nem okoz szisztemikus tiineteket, a virus a nem inokulalt, cstcsi levelekbdl
nem mutathaté ki, mig a CMV mindharom gazdanovényen szisztemikus tiineteket
indukal. A rekombinans CMVcymMP virus szisztemikusan fert6zi a N. debney és
N.tabacum cv. Xanthi novényeket, azonban a N. glutinosa ndovényen csak lokalis
fert6zést indukal. Az N. tabacum cv. Xanthi és N. debney novényeken a CymRSV
esetében jol megfigyelhet6k voltak a fert6zott leveleken kialakul6 lokalis 1ézidk, amik
sem a CMV, sem a hibrid virus hatdsdara nem alakulnak ki. A hibrid virusnal
megjelend szisztemikus tiinetek ebben az esetben a CMV altal indukalt ttinetekre
emlékeztettek. A Nicotiana glutinosa tesztnoévényen a rekombinans CMVcymMP virus
a CymRSV-hez hasonléan lokalis lézidkat alakitott ki a fert6zott leveleken, bar a
léziok diffadzabbak és halvanyabbak voltak a sziil6i virushoz képest.

Tehat bizonyitottuk, hogy a CMV mozgasi fehérjéje helyettesithetd egy masik
életképes, de az 4altala indukalt tiinetekre és a szisztemikus mozgdasara alapvetd, a

gazdanovénytdl fiiggd hatassal van az idegen mozgasi fehérje megjelenése.

A Pannon dkorégioban el6fordulé PSV izolatumok jellemzése

Mint az el6z6 munkdk sordn bemutattam, a cucumovirusok harmas RNS-én
kodolodo géneknek fontos szerepe van mind a jellemz6 tiinetek kialakitasdban, mind
a gazdanovénykor meghatdrozdsaban. Szintén a Cucumovirus nemzetségbe tartozo,
de els6sorban pillangésokon el6fordulé foldimogyoré satnyulds virusrél sokkal
kevesebb informaci6 érhet6 el e tekintetben, kiilonosen az akdc novényekrol
szarmazé izolatumok esetén. Eppen ezért tiiztiik ki célul akéacrél szarmazé PSV

izolatumok gytjtését, tiinettani és molekularis biol6giai jellemzését. Igy egy godolléi
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akacrol szarmazo izolatummal, az Rp-PSV-vel kezdtiink el foglalkozni. Az Rp-PSV
mindhdrom genomi RNS-ét klénoztuk, és meghataroztuk a teljes nukleinsav
sorrendjiiket, majd az adatokat elhelyeztiik a GenBank nemzetkozi adatbazisban az
AMO905353, AM905354, AM905355 azonosité szamok alatt. Az RNS1 3325 nt, az RNS2
2942 nt, az RNS3 2208 nt hossztsagunak bizonyult, mely adatok megkozelitSleg
megegyeztek az adatbankban taldlhat6 mdas PSV izolatumok nukleinsav
sorrendjének hosszaval, és a cucumovirusokra jellemz6 6t nyilt leolvasasi keret is
azonosithaté volt. Az Rp-PSV nukleinsav sorrendjét 0Osszehasonlitottuk az
adatbankban elérhet6 PSV izolatumok nukleinsav sorrendjével. Megallapitottuk,
hogy az Rp-PSV nukleinsav szinten az RNS1és 2 esetében a W-PSV-vel (84,6 %), a
teljes RNS3 esetén pedig a J-PSV-el (83,9 %) mutatja a legnagyobb hasonlésagot. A
géneket k6dol6 szakaszainak homolégia viszonyait kiilon-kiilon vizsgalva, az 1a, 2a
fehérjét, illetve a 3a fehérjét kodolo szakaszok a W-PSV-vel mutattdk a legnagyobb
hasonlésagot, azonban a CP-t kédol6 gén esetén a Mi-PSV-vel kaptuk a legnagyobb
hasonlésagot. Mivel az RNS3-on k6dol6dé két gén a homolégia vizsgalat soran eltérd
rokonsagi viszonyokat mutatott, az RNS3-al rekombinaciés analizist végeztiink. A
rekombindciés vizsgalatokban a GenBank-ban elérhet6 teljes PSV RNS3 nukleinsav
sorrendeket vontuk be. Az elemzés soran 2 feltételezett rekombinacids forré pontot
azonositottunk 95 %-os szignifikancia szinten az 1199 nt (intergénikus régio) és az
1873 nt (CP karboxi-termindlis vége) kortili régiéban. A cucumovirusok esetén egy
alcsoportba sorolhatok azok az izoldtumok, melyek 90 %-nal nagyobb homolégiat
mutatnak egymadssal. Az ennél kisebb értékek esetén 1j alcsoportrél beszélhetiink.
gy az Rp-PSV a PSV izolatumok egy dj, IV. alcsoportjdba sorolhato, és ennek a
csoportnak a tipusizolatuma. A IV. alcsoport kialakuldsdban a rekombinécié fontos
szerepet jatszott.

Tovabbiakban kérdéses volt, hogy ez az izolatum mennyire tekinthet6 egyedinek,
vagy esetleg jellemzé akéac novények esetén. Eppen ezért tovabbi 9 PSV izolatumot
gy(jtottiink a Pannon 6korégié tertiletén, és elvégeztiik ezen az izolatumok RNS3-
nak részleges klénozasat, nukleinsav sorrend meghatarozasat és filogenetikai
vizsgalatat. Megallapitottuk, hogy ezek az izoldtumok nagymértékli azonossagot
mutatnak egymassal (nukleotid sorrendjiik 96,3-98,0 %, mig aminosav sorrendjiik
98,1-100 %), és a rekombinacids pontok is minden esetben azonosithatok.
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Pannon 6korégi6 teriiletén az akacrél szarmazo
PSV izolatumok egy jol elkiiloniils, Gj alcsoportot, a IV. alcsoportot alkotjak. Ennek
az alcsoportnak a kialakuldsaban RNS rekombinacié szerepet jatszott, majdnem a

teljes kopenyfehérje kicserélédott a II. és III. alcsoport kozott. A rekombinacio
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szerepet jatszhatott az akdchoz, mint gazdanovényhez torténé alkalmazkodas

folyamataban.

Egy kiilonleges patotipustt CMV, az Ns-CMYV vizsgalata

Az eddig ismertetett munkdk sordn elsésorban a cucumovirusok RNS3-dnak a
patologiai jellemz6k kialakitdsaban, a gazdandvénykor valtozatossagaban betoltott
szerepét vizsgéltuk. Azonban az utébbi években mind fontosabba valt az RNS1 és 2
szerepének tisztdzasa a tlinetek kialakitdsaban. Az Ns-CMV izolatum jellemzése is
ezekhez a munkdkhoz jarult hozza. Az Ns izoldtum kilonleges patologiai
tulajdonsaga abban nyilvanult meg, hogy a legtobb CMV torzzsel szemben
szisztemikusan fogékony novényfajokon, igy példdul a Solanaceae csaldd fajain is csak
lokélis 1éziokat okoz. N. clevelandii novények fert6zott levelein lokélis 1ézi6t, majd
szisztemikus fert6zést indukal, mig N. tabacum cv. Xanthi-nc és N. glutinosa
tesztnovényeken csak az inokuldlt leveleken figyelhetiink meg lokalis fert6zést, de
szisztemikus tiinetek nem alakulnak ki, és ezekben az esetekben a virus Northern
analizissel sem mutathat6 ki a nem fert6zott levelekbdl. Egy tipikusnak mondhat6
CMV izolatum, az Rs-CMV felhasznaldsdval reasszortdns majd rekombinans és
pontmuténs virusok felhaszndldsaval sikeriilt az Ns-CMV kiilonleges patologiai
jellegéért felel6s aminosavat az la fehérje 461-es aminosavara lokalizaltuk. A
genetikai hattértél fiiggetleniil, ha ebben a poziciéban cisztein talalhato, kialakul a
hiperszenzitiv vélaszreakci6, ha azonban arginint épitiink be (az Rs-CMV-ben ez
talalhat6 a 461-es pozicidban), akkor mozaik tiinetek alakulnak ki. Az 1a fehérjének a
461-es pozicidja egy amfipatikusa -hélix részen, a toltéseloszlas valtozas hataran
taldlhat6. A tovabbiakban vizsgéltuk kiilonb6z6 jellegli aminosavak beépitésének
hatdsat a virus altal indukalt tiinetekre, illetve a virus életképességére.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy nemcsak az Ns-CMV 1a fehérjéjében
jelenlévé cisztein aminosav indukalja a kiilonleges patoldgiai jellemz&ket, hanem a
szerin és az alanin aminosavak beépitése ugyanebbe a pozicidba szintén a virus
lokalizaciéjahoz vezet. Ugyanakkor az 1la fehérje 46l-es poziciéjaba prolint,
aszparagint vagy glutaminsavat épitve a virus replikdciéja megsztinik. A mutans
virusok tovéabbi vizsgdlata azt is bizonyitotta, hogy a novény valaszreakcidjaban a
virusfert6zés soran a fert6z6 inokulum koncentracidjanak fontos szerepe van,
valamint, hogy egyes esetekben a nekrotikus vélaszreakci6 és a virus lokalizacidja

szétvalaszthato.
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U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Bizonyitottuk, hogy az uborka mozaik virus R izolatuma &ltal okozott
torpiiléses tiinetek kialakitasaért N. glutinosa novényen a kopenyfehérje 193-as
aminosava a felel6s. Ha ebben a poziciéban aszparagin vagy szerin talalhato, a
torptiléses tlinetek kialakulnak, mig lizin jelenléte esetén mozaik ttinetek
alakulnak ki. A tiinetek kialakuldsaban a molekula modellezés alapjan a

kopenyfehérje foszforilacios allapotanak valtozasa jatszik szerepet.

. Megallapitottuk, hogy a CMV szisztemikus terjedésében a BB-pPC hurok régio
78., 79. és 80. aminosava jatszik kulcsszerepet uborka novények esetén. Az
uborkat szisztemikusan nem fert6z6 TAV hossza tdva mozgasanak
kialakitasdhoz ennek a régiénak a moédositdsa nem elég, igy a hossza tava

mozgasban egyéb kopenyfehérje régidknak is meghatarozé szerepe van.

. Igazoltuk, hogy a cucumovirusok sejtrél-sejtre terjedésének feltétele a mozgasi
fehérje és a kopenyfehérje kompatibilitdsa. Ehhez a kompatibilitdshoz egyrészt
a mozgasi fehérje karboxi-termindlis 30 (TAV) illetve 29 (CMV) aminosava,
illetve a kopenyfehérje karboxi-termindlis 150 aminosava sziikséges.
Megallapitottuk, hogy a kompatibilitds kialakuldsa soran a CMV MP kevésbé
specifikus, mint a TAV MP, és ez a rugalmassag hozzajarulhat a CMV

szélesebb gazdanovénykoréhez illetve elterjedéséhez.

. Azonositottunk a kdpenyfehérje felszinén egy zsebet, melynek toltéseloszldsa

a virus sejtrél-sejtre terjedéséhez kulcsfontossagu.

. Bizonyitottuk, hogy a CMV mozgasi fehérjéje heterolog (CymRSV eredetii)
mozgasi fehérjével helyettesithets, és az igy keletkezé virus fert6zéképes.
Meggéllapitottuk, hogy a heterolég mozgasi fehérje jelentésen médosithatja a
CMV-re jellemz¢ tiineteket. Csak lokalisan fert6z6d6 gazdanovények esetén
meghatarozza a lokalis 1éziok méretét, jellegét, mig mindkét sziilé A&ltal
szisztemikusan fert6z6d6 gazdanovények esetén modositja a virusfert6zés
tiineteit. Csak a CMV Aéltal szisztemikusan fert6zott gazdanovényeknél nem
minden esetben marad meg a virus szisztemikus terjedése, igy a MP-nek a

virus hosszu tavi mozgasaban is fontos szerepe van.
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Els6ként allapitottuk meg, hogy a PSV evoluciéjaban a rekombindcié fontos

szerepet jatszott.

Leirtuk a PSV negyedik alcsoportjat, mely alcsoport tipustorzse a hazankban
akacon el6fordulé Rp-PSV.

Bizonyitottuk, hogy a Pannon okorégi6 teriiletén, akdc novényen a IV.

alcsoport PSV izolatumai vannak jelen.

Igazoltuk, hogy az Ns-CMV kiilonleges patolégiai tulajdonsagaiért az 1la
fehérje 461-es aminosava a felel6s. Megallapitottuk, hogy ez az aminosav egy
amfipatikus a-hélix részét képezi, és az aminosav jellege alapvet fontossagu

a virusreplikdcioban és a ttinetek tipusdnak meghatarozaséban is.

Leirtuk, hogy a fert6z6 virus koncentraciéja kulcsfontossdgi a novényi

vélaszreakci6 tipusanak meghatarozasaban.

Bizonyitottuk, hogy hiperszenzitiv reakci6é esetén a virus lokalizacidja és a

nekrotikus fenotipus szétvalaszthato.
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