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1. BEVEZETES

Kompatibilis virus-novény kapcsolatban a virus képes a ndvény anyagcsere folyamatainak
megvaltoztatasaval genomjat replikdlni €s sejtrdl sejtre haladva a teljes ndvényben elterjedni
(szisztémas fert6zés). A virusfertézés lefolyasa alapjan kétféle virusfertézést kiilonithetiink el.
Akut virusfert6zés esetén, a virus nagy mennyiségben van jelen a névényben, a virusra jellemz6
tiinetek néhany nappal a fertdzést kdvetden megjelennek, sulyosak és rovid idon beliil akar a
novény pusztulasahoz vezethetnek. Perzisztens virusfertdzés soran a virus nagy mennyiségben van
jelen, viszont a gazdan jelentkezé tiinetek enyhébbek.

A novényekben virusfertézés hatasara aktivalodik egy altalanos védekezési mechanizmus, az
RNS interferencia (RNSi). Az RNSi egy olyan génszabalyozasi rendszer, mely védelmet nytjt a
kiilonboz6 eredetii, idegen RNS-ek (transzpozonok, virusok) ellen. A védekezési mechanizmust a
virus replikacidja soran keletkez6, kettGsszala RNS-ek (dsRNS) aktivaljak. A dsRNS-eket a
novényi Dicer-szerli (DCL) enzimek felismerik és 21-25 nukleotid (nt) hosszu kis interferaldo RNS-
ekre (SiRNS) daraboljak. A siRNS egyik szala beépiil a végrehajté komplexbe (RISC), melynek
kozponti molekuldja az Argonaute fehérje (AGO). Az AGO feladata a SiRNS egyik szalanak a
megkotése, majd az ezzel komplementer virus RNS -ek felismerése és hasitasa vagy transzlacios
gatlasa. A virusok elleni védekezésen kiviil az RNS interferencia kulcsszerepet jatszik a gének
finom szabalyozasaban is. Az endogén gének expresszidjanak szabalyozasan keresztiil hat a
novények fejlodésére és szerepe van a biotikus és az abiotikus stresszek soran kialakuld
valaszreakciokban. Ugyanakkor kideriilt, hogy a virusok egy része rendelkezik egy olyan specialis
fehérjével (viralis szupresszor fehérje, VSR), mely képes blokkolni az RNS interferenciat. A
virusok a szuppresszor fehérjéken keresztiil tobb ponton (siRNS kotés, RISC, AGO vagy DCL
enzim komponensekkel kolcsonhatasba 1épve) képesek gatolni az RNS interferencia folyamatat.
Ismert olyan szuppresszor fehérje (pl. uborka mozaik virus (CMV) 2b), mely egyidejiileg tobb
ponton is tdmadja a ndvény védekezd rendszerét.

A novényi virusok az allati virusokhoz hasonléan képesek a gazda gén-expresszios
rendszerének megvaltoztatasara. A gazda hirvivé RNS (mRNS)-einek szabalyozasan keresztiil
gatoljak egyes gének kifejezddését (shut-off jelenség). Csoportunk, munkdmat megel6zd
kisérletekben, kimutatta, hogy: (1) egyes virusok (Tombusvirus és Tobamovirus nemzetségbe
tartozok) képesek, mig mas virusok (Carmovirus és Cucumovirus nemzetségbe tartozok) nem
képesek a gazda mRNS-ek hatékony eliminalasara, (2) a shut-off jelenség a sejtmagban alakul ki
¢és transzkripcios szinten hat és (3) kapcsolat lehet a tiinetek sulyossaga és a shut-off jelenség
mértéke kozott [HAVELDA et al. 2008, VARALLYAY et al. 2009]. Ezt kdvetden csoportunk a

virusfertézés hatdsara bekovetkezd genomszintli gén-expresszios valtozasok nyomonkdvetése
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céljabol virusfert6zott Nicotiana benthamiana noévényekbdl microarray analizist készitett,
melynek kiértékelése jelentette munkam kiindulasi pontjat.

A kutatdsi téma jelent6ségét az adja, hogy a virusfertdzés soran megjelend tiinetek
hatalmas gazdasagi kart tudnak okozni, jelentdsen csOkkenthetik a termés mindségét ¢€s
mennyiségét. Mindemellett az sem elhanyagolhatd, hogy a virus altal legyengitett novények
célpontjaiva valhatnak kartevoknek és mas patogéneknek. Jelenleg még nem tisztazott, hogy mely
valtozéasok feleldsek a tiinetek kialakuldsaért és nem ismert a folyamatok pontos mechanizmusa

sem.

Kutatasunk célja, hogy feltarjuk milyen hatast gyakorol a virusfertézés a gazdanovény gén-
expresszios rendszerére, valamint megértsiik, hogy milyen folyamatok allnak, ezen valtozasok
hatterében és ezek milyen szerepet jatszanak a tiinetek kialakulasaban.

Phd munkam céljaul tiiztem Ki, hogy:

1. Két nagy ateresztoképességli modszer (microarray analizis és RNS szekvenalas)
segitségével vizsgaljuk a CymRSV, crTMV ¢és TCV virussal fert6zott Nicotiana
benthamiana valamint a PVX és TMV virussal fertézott Solanum lycopersicum
novényeket. Munkam kiindulasi pontjat virusfert6zott N. benthamiana névényekbol
mar elkésziilt microarray analizisb6l szarmazé adatok kiértékelése jelentette. Ezt
kovetden egy gazdasagilag is fontosabb novény, a S. lycopersicum RNS-einek
Ujgeneracids szekvenalasat terveztilk. Munkank ezélatal lehetdséget ad a két nagy
ateresztOképességli modszerek Osszehasonlitasara, a kiilonbozd ndvény-virus
kapcsolatok gén-expresszidjanak genomszintli vizsgalatara valamint az akut és a
perzisztens virusfertdzések kozotti hasonlosagok és kiilonbségek megértésére.

2. Northern blott és qRT-PCR segitségével visszaigazoljuk a két nagy ateresztoképességii
modszerrel  detektalt gén-expresszids — valtozasokat. Fizioldgiai  mérésekkel
(hotérképezés, klorofill fluoreszcencia mérés) detektaljunk olyan paramétereket,
melyekkel a tlinetek megjelenése eldtt elkiilonithetjiik az akut és a perzisztens tidust
fertézéseket a virusfert6zott névényekben.

3. A shut-off meglétét vizsgaljuk TMV, PVX és TRV virusvektorokkal (VIGS) fertdzott
N. benthamiana és S. lycopersicum névényeken, a Rubisco, a Gapdh és a tubulin gének

experessziojanak visszaigazolasaval.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Novényi virusok

A novényi virusok felfedezése a 19. szazad végére tehetd, amikor kideriilt, hogy a
bakterioldgiai szlir6k hasznalata sem jelent biztonsagot a betegségek ellen. Felmeriilt annak
lehetésége, hogy a baktériumokon kiviil lehetnek mas kisebb ¢l6lények is, melyek fert6zo
betegségeket okozhatnak. Ezt kdvetéen dohany ndvényen irtak le eldszor egy olyan betegséget
(Mosaikkrankheit), mely mozaikos tiineteket okozott és képes volt betegséget kivaltani egy
egészséges novényen, azaltal hogy a beteg novény kivonataval inokulaltak azt [MAYER 1886].
Késobb azt is igazoltdk, hogy a baktérium sziir6n atsziirt beteg névénybdl szdrmazd nedv
fert6z0képes marad [BEIJERINCK 1898, IwANOWSKI 1892].

A Nemzetk6zi Virustaxondémiai Bizottsag (International Committee on the Taxonomy of
Viruses, ICTV) adatai szerint a jelenleg ismert 144 n6vényi virus nemzettség t6bb mint 1500
virusfajt foglal magaba [HTTP1]. A névényi virusok rendkiviil valtozatosak, egyes virusok csak
néhany novényt képesek megfertdzni, mig mas virusok széles gazdakorrel rendelkeznek, tobb mint
1000 gazdajuk is lehet [HuLL 2014]. A ndvényi virusok biotrof parazitak, talélésiikhdz és
szaporodasukhoz elengedhetetlen az ¢l6 szovet, éppen ezért a virusfertdzés és a ndvényi védekezés
egyenstlyanak fenntartasara torekednek [PALLAS and GRACIA, 2011]. Egyes virusok drasztikus
tiineteket okoznak a névényeken (akut virusfertdzeés), mig mas virusok tiinetek kivaltasa nélkiil
(perzisztens virusfert6zés) vannak jelen a gazdaban [ROOSSINCK 2010]. A virusok terjedhetnek
vektorokkal (levéltetvek, kabocak, fonalférgek) [HORVATH 1972], parazita névényekkel (Cuscuta
spp.) [HOSFORD 1967], generativ novényi részekkel (mag, pollen) [MINK 1993] és vegetativ
szaporitoszervekkel (gumo, hagyma, rizoma) [HuLL 2014] valamint mechanikai (sebzés, oltas)
[BAWDEN 1943, FULTON 1966] atvitellel is.

A novényi virusok altaldban egy nukleinsavbol és az azt koriilvevd fehérjeburokbol
(kapszid) épiilnek fel. Genomjuk egyszall (ss), kettdsszalu (ds), linearis vagy cirkularis DNS-bdl
vagy RNS-bdl allhat. [HULL 2014]. A ndvényi virusok dontd tobbsége pozitiv SSRNS virus, ezért
genomjuk virusfert6zés soran mRNS-ként képes miikodni [MURPHY et al. 1995, PALLAS AND
GRACIA, 2011]. A virusoknak kiilonb6zo stratégiakat kellett kifejleszteniiik, hogy fertézéskor
taléljék a novény védekezé rendszerének tamaddsat, ezenfelill gondoskodniuk kellett a
szaporodasi ciklusuk véghezvitelérdl is [MAULE et al. 2002]. Onallé anyagcserére képtelenek, a
gazdanovény erdforrasainak €s fehérjeszintetizald rendszerének felhasznalasaval sokszorositjak
onmagukat [Buck 1996]. Miutan a virus bejut a névényi sejtbe (passziv folyamat) kicsomagolodik
[PALLAS AND GRACIA, 2011] és a pozitiv egyszalu virus RNS kozvetleniil bekapcsolodik a

fehérjeszintézisbe. A virus RNS-rdl virusfehérjék transzlalodnak, példaul az RNS-fiiggé RNS
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polimeraz (RARp). Az RdRp a gazdafehérjékkel komplexet alkotva felismeri a pozitiv RNS szal
3’ végén 1évo promoter elemet és elkezdddik a templat szallal komplementer, negativ szalnak a
szintézise. A negativ szalak templatként funkcionalnak tovéabb, réluk rengeteg 0j pozitiv szal
szintetizalédik [Buck 1996]. Ezutan a névényi virusok a sejtek plazmodezmain atjutva (aktiv
folyamat) a szomszédos sejteket fertézik meg. Majd a novény szallitorendszerén keresztiil (passziv
folyamat) a virus elterjed a teljes novényben és kialakul a szisztémas fert6zés [LEISNER and
HoweLL 1993, SEo and Kim 2006, TzFIRA et al. 2000].

A prokariota mRNS-re jellemz0, hogy egymas utan tobb nyitott leolvasasi keretet (ORF)
is tartalmazhatnak (policisztronos), ellenben az eukariotaknal egy mRNS egy gén genetikai kodjat
tartalmazza (monocisztronos) [SZEBERENYI 2014]. Annak érdekében, hogy a novény transzlacios
rendszerében a pozitiv szala RNS virusok kifejezhessék génjeiket kiillonbozo stratégiakat
fejlesztettek ki. A virus RNS-en 1év6 gének kifejezodhetnek: szubgenomikus RNS-eken keresztiil,
osztott viralis genommal, poliprotein altal, atolvashatdo (leaky) stop kodonnal és olvasasi
keretvaltassal. A pozitiv szala RNS virusok ezeket a stratégidkat egyszerre, kiilonféle
kombinaciokban hasznaljak [MAIA et al. 1996].

A virusok genomja fehérjét kodold és nem-kodold régiokat is tartalmaz. A kodold régio
tartalmazza a virus fertézési ciklusaban ¢és a virus mozgasaban szerepet jatszo fehérjék genetikai
kodjat. Az expresszid szabalyozasaért és a virus genom replikacioért a nem-kodold régiok a
feleldsek, azonban szabalyozo szekvenciak a kodold régidban is talalhatdak [HULL 2014]. A virus
RNS-en kodolt génekrdl keletkezd fehérjéket funkcid szerint tobb csoportba sorolhatjuk: (1)
Strukturalis fehérjék. Legaltalanosabb strukturalis fehérje, a kopenyfehérje (CP), melynek
elsddleges funkcidja a virus partikulum kiils6 burkénak létrehozésa, a virus RNS védelme a sejtben
1évé nukledzokkal szemben, valamint szerepet jatszik a virus sejtrdl-sejtre vald terjedésben is
[CALLAWAY et al. 2001]. (2) Enzimek. Az Gsszes ndvényi virus, kivéve szatellit virusok, kodolnak
egy vagy tobb olyan fehérjét, melyek a nukleinsav szintézisnél jatszanak kulcsszerepet, ezeket
nevezik replikaznak. A replikdz komplex metiltranszferaz (MT), helikaz (HEL) és RdRp
doméneket tartalmaz [LEWANDOWSKI and DAWSON 2000, NAYuDU 2008, WATANABE et al. 1999].
A MT-ok a sapka strukturdjanak kialakitasan keresztil novelik a virus RNS stabilitasat és a
transzlacio iniciacigjaban is kulcsszerepet jatszanak [RozANov et al. 1992]. A HEL-ok az
adenozin-trifoszfat (ATP) hidrolizisével energiat szabaditanak fel, melyet a nukleinsav-duplexek
szétvalasztasara hasznalnak [GORBALENYA and KOONIN 1989]. Az RdRp Kkatalizalja a
komplementer szalak szintézist egy adott templatrol, a virus esetén felelds a negativ- és a pozitiv
szalak valamint a szubgenomi RNS-ek szintéziséért is [O'REILLY and KAo0, 1998]. (3) A virus
mozgasat, terjedését segitd fehérjék. Sok virus esetén azonositottak mozgasi fehérjéket (MP),

melyek a virus a sejtrél-sejtre és vaszkuldris rendszeren keresztiili terjedését segitik eld
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[WAIGMANN et al. 2004]. (4) A gazda védekez6 rendszerét gatlo fehérjék. A legtobb ndvényi virus
egy vagy tobb VSR-t kodol, melyek a virusfertdzés esetén akar tobb ponton is képesek gatolni a

novény védekezd rendszerét [DING and VOINNET 2007].

2.1.1.Dohany mozaik virus, keresztesviragiiakat fert6zo dohany mozaik virus
(Tobamovirusok)

A dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) Ul torzs (TMV-Ul) és a
keresztesviraguakat fert6z6 dohany mozaik virus (Crucifer-infecting tobamovirus, crTMV)
rendszertanilag a Virgaviridae csalad, Tobamovirus nemzettségbe tartozik. A nemzettség névadoja
az elsoként felfedezett TMV [KNAPP and LEWANDOWSKI 2001]. Az ICTV 2018-es adatai alapjan
a nemzettségbe jelenleg 37 faj tartozik [HTTP1]. A virusok genomi szekvenciajanak ismeretével
¢s az ez alapjan prediktalt fehérje szekvencidk Osszehasonlitasaval a Tobamovirusokon beliil 3
alcsoportot hoztak 1étre. A burgonyaféléket (1. alcsoport) fert6z6, a tokfélékbol és hiivelyesekbol
(2. alcsoport) izolalt valamint a keresztesviragiakbol izolalt dohany mozaik virusokat kiilonitették
el [LARTEY et al. 1996]. A fenti csoportositas szerint az altalunk hasznalt TMV-Ul az 1.
alcsoportba, a crTMV a 3. alcsoportba tartozik.

A Tobamovirusok virionjai merev palcika alaktak, méretiik 300-310 X 18 nanométer (nm).
A viroin 0Osszetételét tekintve 95%-ban kopenyfehérjébol és 5%-ban RNS-bol all. Az
Osszekapcsolodott kopenyfehérje alegységek az RNS-t kortilvéve helikalis struktirat alkotnak
[KNAPP and LEWANDOWSKI 2001]. A stabil struktiranak kdszonhetéen novényi kivonatokban a
virionok évtizedekig megérzik fertézoképességiiket [SILBER and BURK 1965]. A virionok 90°C-
on, 10 percig tartdé hokezeléssel inaktivalhatoak. A Tobamovirusok természetes gazdakore
korlatozott, azonban mesterséges fertézéssel szamos gyomndvényt €s termesztett ndvényt képes
megfertézni [KNAPP and LEWANDOWSKI 2001].

A Tobamovirusok genomja 6,3-6,5 kilobazis (kb) hosszu. A kisérleteinkben hasznalt
TMV-U1 genomja 6395 nt, a crTMV genomja 6312 nt hosszu. Tobamovirusok genomja pozitiv
szali RNS-bél all, mely négy ORF-et tartalmaz: az ORF1 és az ORF2 a replikazt, az ORF3 a
mozgasi fehérjét és az ORF4 a kopenyfehérjét kodolja [DOROKHOV et al. 1994, GOELET et al.
1982] (1. abra). A genomi RNS 5’ végét 7-metilguanozin sapka (CAP) védi [DUNIGAN and
ZAITLIN, 1990]. A genomi RNS 5’ végérdl kozvetleniil két fehérje (ORF1, ORF2) keletkezik. Az
ORF1-16l keletkez6 fehérje atolvashatd stop kodonnal rendelkezik, melyrél az esetek 10%-ban
tovabbolvasas (read-through) sordn egy tulnyuld (overlapping) nagyobb mérett fehérje keletkezik
(ORF2). Az ORF1-1r6l és az ORF2-r6l TMV-U1 esetén egy 126 kilodalton (kDa) és egy 183 kDa
méretli fehérje, crTMV esetén egy 122 kDa és egy 178 kDa méretii fehérje transzlalodik. Az ORF3
a 30 kDa illetve a 29 kDa (TMV-U1, crTMV) méretii mozgasi fehérjét kodolja, mig ORF4-rél a
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17,5 kDa illetve a 18 kDa (TMV-U1, crTMV) méretli kopenyfehérje keletkezik. Az ORF3 és az
ORF4 nem kozvetleniil a genomi RNS-r6l, hanem a kiilonalld6 szubgenomi RNS-ekrél (sgRNS)
transzlalodnak [DOROKHOV et al. 1994, LEWANDOWSKI and DAwsON 2000, WATANABE et al.
1999]. TMV esetén a két sgRNS-en kiviil azonositottak egy harmadikat, mely egy 54 kDa-0s
fehérje kodjat tartalmazza. Ezt a fehérjét dohany novény levelében poliszomakhoz kapcsolodva
talaltak meg, funkcidja ezidaig ismeretlen [SULZINSKI et al. 1985], feltételezések szerint TMV
replikaciojaban jatszhat szerepet [ZAITLIN 1999]. Igazoltak, hogy a TMV-Ul és a crTMV
szekvenciaja is tartalmaz bels6 riboszoma belépési helyeket (IRES). Az IRES elemek sapkatol
fliggetlen transzlaciot biztositanak a t6liik 3’ irdnyba (downstream) 1évé ORF szédmara
[SKULACHEV et al. 1999]. Az IRESmp elemet a TMV-U1 és a crTMV genomja is tartalmazza,
azonban IRESce elemet csak a crTMV genomjaban azonositottak [DOROKHOV et al. 1994,
DoROKHOV et al. 2006, IvANOV et al. 1997, SKULACHEV et al. 1999]. Mindkét virus esetén, a
genomi RNS 3’ végén egy hisztidint kot tRNS-szerti struktura talalhatd [DOROKHOV et al. 1994].

2.1.2. Cymbidium gyiiriis foltossag virus, szegfii olasz gyiiriisfoltossag virus

Genom tRNS

ORF1 —> ORF2

5 m’G l 3’OH

ORF3

tRNS

5’ m’G [ mp ] +3'OH

tRNS

Szubgenomi RNS-ek
5 m’G 3'0OH
1. abra Tobamovirusok genom szervezddése
(Tombusvirusok)

A Cymbidium gyfris foltossag virus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) és a szegfii
olasz gytrisfoltossag virus (Carnation Italian Ringspot virus, CIRV) a Tombusviridae csaladba
azon beliil a Tombusvirus nemzetségbe tartozik. A nemzettség névadoja €s tipusfaja a paradicsom
bokros torpiilés virus (TBSV). A ICTV 2018-as adatai alapjan a nemzetségbe 17 virusfaj tartozik
[HTTP1].

A Tombusvirusok virionja egy 30 nm méretii ikozahedralis részecske. A virus genomot
kiviilrél a 180 alegységbdl felépiild kopenyfehérje veszi koriil. Genomja linearis pozitiv egyszalu
RNS [GRIECO et al. 1989, Russo et al, 1994]. Természetes gazdanovénykore sziik, foként a
kétszikliekre korlatozodik. Virusfertdzott novényeken klorotikus vagy akar nekrotikus lokalis
1éziokat is okozhat. Terjedése foként mechanikai iton valosul meg: kontaminalt szerszdmokkal és
fert6zott talajjal érintkezve, a virus terjesztésében szerepet jatszo vektor ezidaig ismeretlen [RUSSO
et al, 1994].
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A Tombusvirusok genomja 4-5,4 kb hosszu, pozitiv szali ssRNS, melyek 5° végérol
hianyzik a CAP és 3’ vége sem poliadenilalt. Kisérleteinkhez hasznal CymRSV genomja 4733 nt,
a CIRV genomja 4760 nt hosszi. Az RNS 5’ végén ¢és 3’ végén (5’-AGAAAU...GCAGCCC-3’)
konzervalt szekvenciak talalhatoak. A virus genom 6t funkcionalis ORF-et tartalmaz (2. abra). A
genomi RNS 5’ végérol kozvetleniil egy 33 kDa illetve 36 kDa (CymRSV, CIRV) méretii fehérje
(ORF1) transzlalodik. Az ORF1 atolvashaté stop kodonnal rendelkezik, igy read-through soran
egy nagyobb 92 kDa illetve 95 kDa (CymRSV, CIRV) méretii fehérje (ORF2) keletkezik
[O’REILLY and KAO 1998, RuBINO et al. 1995, Russo et al, 1994]. Kimutattak, hogy a 33 kDa
fehérje hidnya esetén protoplaszt sejtekben nem tortént virus replikacid, mert a 92 kDa fehérje
onmagaban nem elég a virus replikacio elinditasahoz [OSTER et al. 1998, PANAVIENE et al. 2003].
motivum (RPR motivum) talalhato, ezaltal a 33 kDa fehérje képest kotédni a virus RNS-hez
[RAJENDRAN and NAGY 2003]. In vitro kisérletekben kimutattak, hogy RPR motivumban okozott
mutaciok befolyasoljak a genomi- és a szubgenomi RNS szintézist, azaltal hogy a fehérje elveszti
RNS-kot6é képességét és nem tud a virus RNS-hez kotddni [PANAVIENE et al. 2003]. Az eddigi
vizsgalatok azt mutatjak, hogy az ORF1 és az ORF2 kodolja a virus replikdciohoz sziikséges
fehérjéket és a sikeres replikaciohoz mindkét fehérjének jelen kell lennie [DALMAY et al. 1993,
OsTER et al. 1998, SCHOLTHOF et al. 1995b]. Az ORF3 kodolja a 41 kDa méretti kopenyfehérjét
[Russo et al. 1994]. Kopenyfehérje mutans virus RNS-ek felhasznalasaval kimutattak, hogy a CP
jelenléte nem sziikséges a virus replikacidhoz [DALMAY et al. 1992, SCHOLTHOF et al. 1993],
tovabba DALMAY et al. (1993) bizonyitottak, hogy CymRSV virus CP nélkiil is képes sejtrél-sejtre
terjedni. Az egymassal atfed6 ORF4 és az ORFS két nem strukturalis fehérjét kodol. Az ORF4
kodolja a 22 kDa méretli mozgasi fehérjét, mely a virus terjedésében jatszik fontos szerepet. Ezt
tamasztja ala ROCHON és JOHNSTON (1991) kisérlete, akik Tombusvirus 22 kDa méretli fehérje
génjének start kodonjaban okoztak mutaciot, ennek hatasara virus nem volt képes elterjedni az
inokulalt levélben. Az ORF5 egy 19 kDa méretii VSR-t (p19) kodol, melyrdl bizonyitottak, hogy
képes gatolni az RNS interferenciat [VARGASON et al. 2003]. Virusfert6zott N. benthamiana
leveleken végzett in situ kisérletek igazoltak, hogy pl9 hianya (pl19 deficiens CymRSV,
Cym19stop) hatassal van a virus felhalmozodésara és a virus szovetben valo terjedésére [HAVELDA
et al. 2003]. Ezenkiviil kimutattak, hogy a Tombusvirusok 19 kDa méretti fehérjéje jelentds
szerepet tolt be a virus altal okozott tiinetek kialakulasaban is [BURGYAN et al. 2000, DALMAY et
al. 1993, SCHOLTHOF et al. 1995a]. Az ORF1 és ORF2 fehérjék kozvetleniil a genomi RNS-rél,
mig az RNS 3’ végén talalhato gének két sgRNS-16l transzlalodnak. A nagyobb sgRNS1 2,1 kb
hosszusagu, tartalmazza az ORF3, ORF4 ¢és ORFS5 fehérje génjeinek kodjat azonban, csak az 5°
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vég feloli ORF3 transzlalodik rola. A kisebb, 0,9 kb méretli sgRNS2-rdl transzlalodik a két
egymassal atfedé (ORF4 és ORFS5) fehérje [Russo et al. 1994].

2.1.3. Tarlorépa gondorodés virus

Genom

, [CoT o e o,
|ORF5|

O

Szubgenomi RNS-ek
2. abra Tombusvirusok genom szegyezc’il MP I 3'OH
| ORF5 I

A tarlérépa gondorodés virus (Turnip crinkle virus, TCV) a Tombusviridae csaladba azon

beliil a Betacarmovirus nemzetségbe tartozik. A nemzettség névadoja és tipusfaja a Szegfii
foltossag virus (CarMV). Az ICTV 2018-es adatai alapjan a nemzetségbe 4 virusfaj tartozik
[HTTP1].

A TCV virionja 30 nm méretli ikozahedralis részecske. A virus partikulum egy RNS
genombol és 180 alegységbdl allo kopenyfehérjébdl épiil fel. A virus genomja pozitiv egyszalu
RNS [CARRINGTON et al. 1989]. Természetes gazdakore foként a keresztesviraguakra terjed ki a
gyomnovényeket is beleértve, kisérleti modell névények koziil a dohanyt (Nicotiana tabacum)
képes fertézni. Megtigyelték, hogy a tiinetek sulyossaga eltér attol fliggden, hogy a gazdandvény
keresztesviragiiak csalddjaba tartozik-e. Keresztesviragliak esetén a levelek torzulasat, erek
sargulasat és klorotikus foltokat figyeltek meg. A TCV nem-keresztesvirdgi gazdandvényen
stlyosabb tiineteket okozott: klorotikus vagy akar nekrotikus lokalis 1éziok is megjelenhetnek
[BROADBENT and HEATHCOTE 1958]. Terjedése foként mechanikai sériiléseken keresztiil torténik,
terjesztésében a bogarak (Coleoptera) is szerepet jatszanak [KING et al. 2011].

A Betacarmovirusok genomja 4 kb hosszu pozitiv ssSRNS, melynek 5° végérdl hianyzik a
CAP és 3° vége sem poliadenilalt. Vizsgalatainkhoz hasznalt TCV genomja 4053 nt hosszi. A
virus genomja 6t ORF-et kodol [CARRINGTON et al. 1989] (3. abra). A genomi RNS 5’ végén
helyezkedik el az ORF1 és ORF2. Az ORF1 altal kédolt 28 kDa méretli fehérje tovabbolvasésa
soran keletkezik a nagyobb 88 kDa méretii fehérje (ORF2). Bizonyitott, hogy mindkét fehérje
esszencialis a virus genom replikaciohoz [WHITE et al. 1995]. A két egymassal atfed6é kozépsé
ORF (ORF3, ORF4) a virus mozgasaért felel6s fehérjéket kodolja. Az ORF3 8 kDa-, az ORF4 9
kDa méretli fehérjét kodol [HACKER et al. 1992]. A genom 3’ végén talalhato ORF5 kodolja a 38
kDa méretii kopenyfehérjét [CARRINGTON et al. 1987]. A virus burkanak kialakitasan tal a TCV

CP-je tobb folyamatban is fontos szerepet jatszik. Igazoltak szerepét a virus mozgasaban [HACKER

13



et al. 1992], szupresszorként képes az RNS interferencia folyamatat gatolni a DCL enzimek
funkcidjanak zavarasan keresztiil [QU et al. 2003]. Az ORF1 és ORF2 fehérjék kozvetleniil a
genomi RNS-rél transzlalédnak. Az 1,7 kb hosszii sgRNS1-r6l transzlalodik a két egymassal
atfedé MP (ORF3 és az ORF4). A kopenyfehérje (ORF5) az 1,45 kb méretii sgRNS2-r61 keletkezik
[CARRINGTON et al. 1987].

Genom
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3. abra Tarlérépa gondorddés virus genom szervezddése

2.1.4.Burgonya x virus

A burgonya x virus (Potato virus x, PVX) az Alphaflexiviridae csaladba azon beliil a
Potexvirus nemzetségbe sorolhatd. A nemzetség névadoja és egyben tipusfaja a PVX virus. Az
ICTV 2018-es adatai alapjan a nemzettségbe jelenleg 38 faj tartozik [HTTP1].

PVX virionjai flexibilis, fonal alakuak, 515 x 15,5 nm méretiek. A 1350 kdpenyfehérje
alegység helikalis strukttrat képezve korbezarja a virus RNS-t [MILNE 1988]. Genomja linearis
pozitiv ssRNS, mely minddssze 6%-a a virionnak. Szlik gazdakorrel rendelkezik, foként
burgonyaféléken (Solenaceae) okoz gondot [KeVEl and KUCSERA 2010].

A PVX genom egy 6435 nt hosszu pozitiv szala RNS [HUISMAN et al. 1988]. A genomi
RNS 5’ végén CAP talalhato [SONENBERG et al.1978], 3’ vége poliadenilalt [MOROZOV et al.
1981]. A virus RNS genom 6t ORF-et tartalmaz (4. abra). A genomi RNS 5’ végérél kozvetleniil
egy 165kDa méretli fehérje (ORF1) transzlalodik. A részlegesen egymasba tilnyulé ORF2, ORF3
¢s ORF4 alkotja a harmas gén blokkot (TGB) [SKRYABIN et al. 1988]. Tobb virus genomjaban
(potex-, hordei-, beny-, peclu-, pomo-, carlavirus) is azonositottak a harmas gén blokkot, melyrdl
olyan fehérjék (TGBpl, TGBp2, TGBp3) transzlalodnak, melyek a virus sejtrol-sejtre vald
mozgasaban jatszanak kulcsszerepet [GILMER et al. 1992, MEMELINK et al. 1990, SKRYABIN et al.
1988]. A PVX TGBpl fehérje (26 kDa) RNS interferencia szupreszorként funkcional, valamint a
virus RNS atjutasat segiti a plazmodezmakon keresztiil [HOWARD et al. 2004, MOROZzOV et al,
1999, VOINNET et al, 2000]. A TGBp2 (12kDa) ¢s TGBp3 (8kDa) fehérje transzmembran
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doménnel rendelkeznek €s kapcsolatban allnak az endoplazmatikus retikulummal (ER). Mutécids
analizissel kimutattdk, hogy TGBp2 és TGBp3 ER-mal vald kapcsolata rendkiviil fontos a
virusfert6zés kialakulasahoz [KRISHNAMURTHY et al. 2003, MITRA et al. 2003]. A virus RNS 3’
végén talalhato ORF5 a 25 kDa-0s CP-t kddolja, mely a virus RNS védelmében és a ndvényen
beliili terjedésben jatszik szerepet [CHAPMAN et al. 1992, FORSTER et al. 1992]. Az ORF1-r6l
szarmazo6 fehérje kozvetleniil a genomi RNS-rél transzlalodik. A PVX virusnak harom sgRNS-el
rendelkezik. VERCHOT és munkatarsai (1998) in vitro transzlacios kisérletekben bizonyitotta, hogy
a TGB fehérjék nem egy sgRNS-r6l1 keletkeznek: a TGBp1 fehérje SgRNS1-rdl (2,1 kb), a TGBp2
és TGBp3 fehérjék sgRNS2-rél (1,4 kb) transzlalodnak. A sgRNS3-rol (0,9 kb) pedig a CP
keletkezik [VERCHOT et al. 1998].

Genom
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4. abra Burgonya x virus genom szervezddése

2.1.5.Dohany zorgoéleveliiség virus

A dohany zorgéleveliiség virus (Tobacco rattle virus, TRV) az Virgaviradae csaladba azon
beliil a Tobravirus a nemzetségbe sorolhatd. A nemzettség névaddja és egyben tipusfaja a TRV
virus. Az ICTV 2018-as adatai szerint a nemzetségbe jelenleg 3 faj tartozik [HTTP1].

A TRV virionjai cs6alakuk ¢és helikalis szimmetriaju részecskék, melyek atméréje 23 nm.
A TRV genomja kétosztatu ezaltal egy hosszabb (185-196 nm) és egy rovidebb (50-115 nm)
részecske kiilonithetd el egymastol, ezek mérete fligg az izolalastol. A hosszab részecske az RNS1-
et, a rovidebb részecske az RNS2-t tartalmazza [HARRISON and ROBINSON 1978]. A TRV a
legnagyobb gazdakdrrel rendelkezd virusok egyike, kisérletes tton tobb mint 50 ndvénycsaladban
mintegy 400 novényfajt fertéztek meg. A TRV fertézés novényeken altalaban nekrotikus és
klorotikus tiineteket okozott, azonban ezen fertdzések tobbsége nem valt szisztémas fertdzéssé
[SCHMELZER 1957]. Terjedése foként mechanikai atvitellel és nematodak révén valosul meg

[PLOEG et al. 1991].
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A TRV genomja két pozitiv SSRNS molekulabol all: RNS1 (6791 nt) és RNS2 (1905 nt).
A genomi RNS 5’ végén CAP, mig 3’ végén tRNS-szerti struktura talalhaté [MACFARLANE 1999].
Az RNS1 négy nem-strukturalis fehérjét kodol. Az RNS1 5” végérdl kozvetlentil egy 134 kDa és
annak tovabbolvasasa révén, egy 194 kDa méretii replikaz fehérje keletkezik. A sgRNS1a-rol (1,5
kb) 29 kDa-0s mozgasi fehérje, és sSgRNS1b-rél (0,7 kb) 16 kDa méreti szupresszor fehérje
transzlalodik [BOCCARA et al. 1986, MARTIN-HERNANDEZ and BAuLCcOMBE 2008]. Az RNS2
strukturalis fehérjét és két nem-strukturalis fehérjét kodol: 25 kDa-os kopenyfehérjét, egy 29,4 és
egy 32,8 kDa-0s fehérjét. A CP az sgRNS2a-r6l transzlaléodik [HERNANDEZz et al. 1996,
MACFARLANE 1999], azonban a két nem-strukturalis fehérje expresszidjanak mechanizmusa
ezidagi ismeretlen. Kimutattak, hogy az RNS1 fert6z6képes és onalldan replikalodik az RNS2
jelenléte nélkiil. RNS2 6nallo replikaciora képtelen, de tartalmazza a CP kodjat, mely hianyaban
RNS1 fertézés soran virus partikulumok nem keletkeznek [HARRISON and ROBINSON 1978,
MACFARLANE 1999].

2.1.6.Sz616 Syrah-1 virus

A sz616 Syrah-1 virus (Grapevine Syrah virus-1, GSyV1) a Tymoviridae csaladon beliil a
Marafivirus nemzetség tagja. A nemzetség névaddja és egyben tipusfaja a kukorica finom
csikozottsag virus (MRFV). Az ICTV 2018-as adatai alapjan a nemzettségbe jelenleg 10 faj
tartozik [HTTP1]. Kalifornidban egy leromlast mutaté Syrah szdlGiiltetvényen ujgeneracios
szekvenalassal tobb virus és viroid jelenléte mellett azonositottak el6szor [AL RWAHNIH et al.
2009]. Ezt kovetéen GSyV1 virus jelenlétét vilagszerte detektaltak: Dél-Afrikaban [OOSTHUIZEN
et al. 2016], Kinaban [AHMED et al. 2018], Chilében, Kanadaban, Franciaorszagban,
Csehorszagban, Szlovakiaban [GLASA et al. 2015], Spanyolorszagban [RuU1z-GARCIA et al. 2017]
és Magyarorszagon [CZOTTER et al. 2015a, CzOTTER et al. 2018].

A virus virionjarol eddig nincs informacio, feltehetéen 28-30 nm méretd izometrikus
részecske [LEFKOWITZ et al. 2017]. Természetes gazdakore a termesztett €s vad Vitis nemzetségbe
tartozo fajok, de vad Rubus mintabol is azonositottak mar. Kisérletekkel bizonyitott vektora eddig
nem ismert. Ellenben GSyV1 virussal fert6zott novényekrdl gytijtott kabocabol (Erythroneura
variabilis) sikeriilt kimutatni a virus jelenlétét, ami azt sugallja, hogy szerepet jatszhat a
terjesztésében [AL RWAHNIH et al. 2009].

A GSyV1 genomja egy 6,481 nt hosszi ssSRNS. A genom 5’ vége poliadenilalt. A genom
egy nagy nyitott leolvasasi keretet (ORF1) tartalmaz (5. abra) és feltehetéen egy poliproteint
kodol, melynek molekularis tomege 229,5 kDa. Az ORF1-ben konzervalt MET, HEL, RdRp, CP
doméneket azonositottak. Egy tovabbi ORF-et is detektaltak, mely teljes atfedést mutat az ORF1-
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el, azonban ennek funkcidja ezidaig ismeretlen. Genom szervezddése és genomjaban azonositott

konzervalt marafibox szekvencia alapjan Marafivirus nemzettségbe soroltak [HTTP2].

Genom
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5. abra Sz0616 Syrah virus-1 feltételezett genom szervezddése

2.1.7.8z616 Pinot gris virus

A sz0616 Pinot gris virus (Grapevine Pinot gris virus, GPGV) a Betaflexiviridae csaladba és
azon beliil a Trichovirus nemzetségbe tartozik. A nemzettség tipusfaja az alma klorotikus
levélfoltossag virus (ACLSV). A nemzettségbe jelenleg 7 faj tartozik [HTTP1]. Olaszorszagban
egy Pinot gris fajtaju klorotikus tiineteket mutato sz616 tijgeneracios szekvenalasaval azonositottak
el6szor a GPGV virust [GIAMPETRUZZI et al. 2012]. A virus terjedésének kimutatasara iranyuld
kisérletek ezidaig sikertelenek voltak: mechanikai Uton torténd atvitel nem sikeriilt N.
benthamiana, N. occidentalis és Chenopodium quinoa esetén. Ezt kovetden a virus jelenlétét
vilagszerte detektaltak: Kaliforniaban [AL RWAHNIH et al. 2016], Kanadaban [POOJARI et al. 2016],
Koreaban [CHO et al. 2013], Kinaban [FAN et al. 2016], Torokorszagban [GAZEL et al. 2016],
Franciaorszagban [BEUVE et al. 2015], Spanyolorszagban [Rulz-GARciA and OLmos 2017],
Szlovéakiaban, Csehorszagban [GLASA et al. 2014] és Magyarorszagon [CZOTTER et al. 2018].

A GPGV genomja, osztatlan 7275 nt hosszusagu ssRNS, melynek 3’ vége poliadenilalt.
GPGV RNS genomja harom egymassal atfedd6 ORF-et tartalmaz (6. abra). Az ORF1 a 214 kDa
méretii replikaz fehérjét, az ORF2 a 46 kDa-os mozgasi fehérjét és az ORF3 a 22 kDa-0s
kopenyfehérjét kodolja [GIAMPETRUZZI et al. 2012].
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6. abra Szo616 Pinot gris virus genom szervezodése
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2.2. A virusfert6zés soran bekovetkez6 gén-expresszios valtozasok a gazdanovényben

A virusok kiilonféle stratégidkat fejlesztettek ki a gazdanovény sikeres megfert6zése
érdekében. Eddigi ismereteink alapjan a virusok a hatékonyabb fert6zés érdekében kiilonféle
valtozasokat képesek eld6idézni a novényi sejtekben: replikacidés komplexek kialakitasa [HILLS et
al. 1987], poszttranszkripcionalis géncsendesités gatlasa [VOINNET 2001], sejtek kozotti forgalom
megvaltoztatasa [CRAWFORD and ZAMBRYSKI, 1999a, CRAWFORD and ZAMBRYSKI 1999b,
LAzAROWITZ and BEACHY, 1999] és beavatkozas a sejtciklus szabalyozasaba [GUTIERREZ 2000].
Ezek a valtozasok a virus replikacidjat, gyorsabb terjedését szolgaljak, valamint a ndvény
védekezési mechanizmusanak kiiktatasara iranyulnak. Azonban a ndvények az RNS interferencia
mechanizmusan tal, rendelkezhetnek rezisztencia mechanizmusokkal, mint hiperszenzitiv
rezisztencia (HR) és szisztemikusan szerzett rezisztencia (SAR) és hordozhatnak virus ellen
hatasos rezisztencia géneket is, melyek segitséget nytjthatnak a virusfertézéssel szemben [BAKER
et al. 1997].

Novény-virus kapcsolattol fiiggden a ndvények kiilonb6zé mechanizmusokon keresztiil
képesek védekezni a virusok ellen. Az interakci6 végkimenetele alapjan két féle: inkompatibilis-
¢s kompatibilis ndvény-virus kapcsolatot kiilonithetlink el. Inkompatibilis kapcsolat esetén a
novény rezisztencia génjei felismerik a virust és fiziologiai valtozasokkal képesek inokulacios
ponthoz kozel megéllitani annak terjedését. Kompatibilis kapcsolatrél abban az esetben beszéliink,
ha a virus a ndvényi sejtbe jutva a novény anyagcsere folyamatainak megvaltoztatdsan keresztiil
képes onmagat replikélni, kezdetben sejtrél-sejtre halad, majd a novény szallitdoszovetein keresztiil
elterjed a teljes ndvényben (szisztémas fertdzés). Kompatibilis kapcsolat sordn a replikalodo virus
megvaltoztatja a ndvény transzkripcios és transzlacids rendszerét tovabba indukalja az RNS
interferencia mechanizmusat, mely egyrészt felismeri €s degradalja a viralis RNS-eket, masrészt
fehérjék is hatissal vannak gazdandvény gén-expresszidjara és metabolizmusara, melynek
kovetkeztében fejlodési és novekedési defektusok (tiinetek) jelentkezhetnek a nodvényen

[WHITHAM et al. 2006].

2.2.1. A virusfert6zés soran bekovetkezoé gén-expresszios valtozasok vizsgalatanak
modszerei
Az aldbbiakban a gén-expresszids valtozdsok vizsgalatira leggyakrabban hasznalt
modszereket ismertetem. Az egyedi gének expressziojanak vizsgalatara az in situ hibridizacios
technika, a Northern blott és a kvantitativ valés-ideji PCR (QRT-PCR) terjedt el. A technika

fejlodésével azonban elérhetévé valtak a genomszintli gén-expresszids valtozasok
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nyomonkdovetésére alkalmas modszerek is: a microarray analizis és az RNS szekvenalas (RNA-
seq).

Northern blott. Az RNS-alapu gén-expresszios vizsgalatok kialakulasa a Northern blott
analizissel kezd6dott, mely specifikus RNS molekulak kimutatasat teszi lehetové egy total RNS
kivonatbol [ALWINE et al.1977]. A mddszer alapja, hogy egy szovetbdl vagy sejt tipusbol szarmazo
total RNS kivonatot denaturaljak, majd az RNS molekuldkat méret szerint szétvalasztjak agar6z
gélelektroforézissel. Szétvalasztast kdvetden a total RNS-t a gélbdl kapillaris rendszeren keresztiil
nitrocellul6z vagy nylon membranra blottoljak, majd az RNS-t UV fénnyel rogzitik a membranon.
Ezt kovetden hibridizaljak a membrant RNS vagy DNS probaval. A proba komplementer a
vizsgalni kivant gén egy darabjaval, melyet radioaktivan vagy floureszcensen jelolnek. A
hibridizaciét kovetden a jelolt proba lehetdvé teszi, hogy az adott mintaban 1évé szdmos RNS
molekula koziil azonositsuk a vizsgalni kivant RNS-t. A modszer gyengeségei kozott emlithetd,
hogy: egyiddben egyetlen gén expresszidjanak kimutatasara alkalmas, nagy mennyiségli RNS-t
igényel, szamos vegyszer €s egyéb eszkoz sziikséges hozza és iddigényes.

In situ hibridizacié. Az in situ hibridizaciot (ISH) mar 1969-ben [GALL and PARDUE 1969]
kifejlesztették, azonban mRNS kimutatasara a technikat egészen 1986-ig nem hasznaltak [SAN
SEGUNDO-VAL and SANZ-LozANO 2016]. A médszerrel egy biologiai anyagbdl, sejt szinten DNS
vagy RNS szekvenciak detektalhatéak. Az in situ hibridizaciot alkalmazzak: kromoszomak fizikai
térképének elkészitésére, a kromoszomak szerkezeti valtozasainak vizsgalatara, a kromoszomak
baktériumok jelenlétének szovet szintli kimutatasara és a transzformalt szekvencidk detektalasara
[HOoFFMANN 2011]. Eldszor a probakat radioaktivan jelolték [GALL and PARDUE 1969] azonban
annak veszélyessége miatt, késdbb attértek nem-izotopos jeldlésre. A probakat ezutan biotinnal és
digoxigeninnel jelolték, melyeket ellenanyaggal detektaltak. Kezdetben a detektalast enzimatikus
uton végezték, majd az ellenanyaghoz fluorokromokat kapcsolva lehetdvé valt a hibridizacios jel
fluoreszcens mikroszkopban (FISH) torténd detektalasa is [LANGER-SAFER et al. 1982].

gRT-PCR. HicucH! et al. (1993) kifejlesztett egy olyan PCR alapu technikat, mely
alkalmas a gének expresszidjanak tanulmanyozasara. A PCR reakcid Osszetétele a hagyomanyos
PCR reakci6 eleggyel megegyezett és a reakciohoz fluorokrémot adtak. A rendszer képes a PCR
termék valds-idejii detektalasara, azéltal hogy a floureszcens jelet minden ciklusban méri és a jel
er0ssége aranyos a PCR termék mennyiségével. A jelolés alapjan két tipust kiilonithetiink el:
flurofor vagy flourokrom. A fluorofort tartalmazo fluoreszcens festékek (SYBER Green) nem-
specifikusan kotédnek a dsDNS-hez, ez esetben a fluoreszcencia erdssége korrelal a PCR termék
kopia szaméval. A fluorokrémmal kapcsolt probak (TagMan) specifikusan hibridizalodnak az

amplifikalt DNS szalakkal, igy a jel specifikusabb és csak akkor keletkezik, ha a proba
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hibridizaloédik a komplementer régiéval [HUGGETT and BusTIN 2011, KozerA and RAPACZ 2013].
A kvantifikalashoz meg kell hataroznunk a célgén kdpia szamat egy standard mintaban. A standard
készitiink, majd amplifikaljuk a kivant gént. A qRT-PCR minden egyes minta esetén regisztral
egy kiiszobértéket (Ct). A standard minta higitasi sorainak gorbéi és a Ct érték ismeretében
szamszerisitheté a vizsgalt gén kopia szama [VANGUILDER et al. 2008]. A normalizaciohoz
elengedhetetlen egy referencia gén és egy kontroll minta. A referencia gén egy konstitutiv gén,
melynek expresszidja valtozatlan marad a vizsgalat soran, ezaltal a reakcioba bemért Ossz
nukleinsav mennyiségéhez ad viszonyitasi alapot. A kontroll minta, pedig a kériilmények hatasara
jelentkezd mennyiségi eltérések detektalasahoz nyujt viszonyitasi alapot. A legszélesebb korben
alkalmazott relativ mennyiségi meghatarozasi modszer a deltadelta-Ct, mely a Ct értékek direkt
Osszehasonlitdsan alapul. A modszer feltételezi, hogy minden egyes ciklusban a minta DNS
tartalma megduplazodik és a referencia gén kifejezddése minden mintaban konstans. A modszer
soran kiszamoljdk mind a kezelt (Minta ACt) mind a kontroll minta (kontroll ACt) ACt értékét,
ezaltal megtudjuk, hogy milyen aranyban van jelen a vizsgalni kivant géniink a kezelt mintakban
a kontroll mintahoz képest [LIVAK and SCHMITTGEN 2001, TOTH 2013].

Microarray analizis. A microarray technika a nukleinsav szalak komplementaritasan
alapul, lehetévé teszi, hogy hibridizacioval specifikus szekvenciakat azonositsunk. A microarray
masnéven DNS chip vagy biochip egy szilard feliiletli (liveg, miianyag, nylon) hordoz6, melyre
reprezentalhatja [SOUTHERN et al. 1999]. A microarray-cknek két tipusat kiilonitik el: (1)
oligonukleotid microarray, mely specifikus DNS szekvenciak kimutatasara alkalmas és (2) CDNS
microarray, mellyel specifikus RNS szekvencidkat azonositanak. Az oligonukleotid microarray
chipre jellemzd, hogy kémiailag szintetizalt 25 bp hosszl fragmenteket tartalmaz, melyek mérete,
olvadasi hémérséklete, koncentracidja ugyanaz, ezaltal csokken a kisérletek kozotti eltérés
valamint az oligonukleotidok fotolitografiaval végzett direkt szintézise lehetdvé teszi a probak
stiri elhelyezését. Limitalo tényezdje, hogy ara igen draga. A cDNS microarray chipre akar 600-
2000 bp méretii cDNS proba is kothetd. Eldnyeként emlithetd olcsoésaga valamint CDNS
konyvtarakbol is készitethetok, melyek legtobbje publikus. Hatranya, hogy kereszthibridizacid
jOhet létre, valamint a probak mérete, olvadasi homérséklete kozotti kiilonbség csokkenti a
vizsgalat statisztikai értékét. A microarray technika 1épései: RNS kivonas a vizsgalni kivant
szovetbol, RNS amplifikacid, reverz-transzkripcid, cDNS torése (fragmentalas) és jelolése
(biotin), hibridizacio, jel detektalas [SAN SEGUNDO-VAL and SANz-LozaNO 2016]. A microarray
technika lehetové teszi, hogy egyidejlileg tobb tizezer gén valaszat vizsgaljak egy adott koriilmény

esetén. Novényeknél a microarray technika foként arra irdnyult, hogy megértsék abiotikus
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(szarazsag, tapanyag, fény, homérséklet) és biotikus (patogének) tényezok hatdsara milyen
transzkripcios valtozasok kovetkeznek be [CHEN et al. 2002, SCHAFFER et al. 2001, Seki et al.
2002, THIMM et al. 2001]. Ez a technika lehetéséget nyujt arra, hogy genom szinten vizsgalhassuk
a kiilonb6z0 novény-virus kolcsonhatasokat és a virusfertdzésben szerepet jatszo géneket
azonosithassuk [GOLEM and CULVER 2003]. Az NCBI PubMed adatbazisa alapjan elmondhato,
hogy microarray technikaval végzett kutatasok publikalasa 2000-2012 kozott folyamatosan
emelkedett, ezt kdvetden az ujgeneracios szekvenaldsi technikdk elérhetdvé valasaval egyre
inkabb kiszorult.

RNS szekvenalas. Az 1970-es években fejlesztették ki az els6 DNS szekvenalasi
technoldgiat, melynek alapja a DNS kémiai médositasat kovetd specifikus bazisoknal torténd
hasitas. Ezzel egyidében Sanger is kifejlesztett egy lancterminacion alapuld DNS szekvenalasi
modszert, melyet magas hatékonysdg ugyanakkor alacsony radioaktivitds jellemzett (elsd
generacids szekvendlds). 1987-ben megjelent az elsd Sanger modszeren alapuld automata
szekvenald, melyet a gyorsabb és pontosabb szekvenalas érdekében kapillaris elektroforézissel
egészitettek ki. A Sanger modszeren alapuld szekvenalok folyamatos fejlesztése lehetvé tette,
hogy 2001-re a teljes emberi genomot szekvenaljak. Majd 2005-t61 megjelentek az elsé nagy
ateresztoképességii szekvenalok, melyek alapja a transzkriptum analizis [LIU et al. 2012]. A nagy
ateresztoképességli szekvenald lehetdvé tette a sejben 1€vo kiilonb6zo ribonukleinsav csoportok,
mint példaul: hirvivé RNS (mRNS), transzfer RNS (tRNS), riboszomalis RNS (rRNS), kis
sejtmagi RNS (snRNS), nem-kodolé RNS (ncRNS) vizsgalatat. Ezen RNS-ek expresszidja egyes
szovetekben, fiziologiai allapotban és fejlodési szakaszban eltéré [SAN SEGUNDO-VAL and SANz-
LozaNO 2016]. A modszer lehet6séget ad arra, hogy a transzkriptumok komplexitasanak
megismerésével, azonositsuk a genom funkcionalis elemeit és feltdrjuk az egyes betegségek
mechanizmusat és eldmenetelét. Az RNS-alapu szabalyozas vizsgalatahoz kis RNS szekvenalast,
a gén-expresszios valtozasok nyomonkdvetéséhez RNS szekvenalast végeznek.

A kovetkezOkben gén-expresszids valtozasok vizsgalatdnak egyik moédszerét, az RNS
szekvenalast €s annak Iépéseit fogom ismertetni. Az szekvenalasi 1épéseket 7. dbra szemlélteti. A
szekvenalas el6tt az RNS populédciobdl (teljes vagy frakcionalt, poliadenilalt véggel rendelkezd)
fragmentalas utjan komplementer DNS (cDNA) konyvtarat készitenek. Minden egyes CDNS
fragmenthez (egyik vagy minkét végére) szekvenald adaptereket ligalnak ¢és nagy
ateresztoképességli technikaval minden molekuldt (amplifikacié nélkiil vagy amplifikacidt
kovetden) egyik (single-end sequencing) vagy mindkét végérél (pair-end sequencing)
megszekvenaljak. Az egyes leolvasott szekvencidk (read) mérete altalaban 30-400 bp lehet attol
fliggden, hogy a szekvenalast milyen DNS szekvenalasi technoldgidval végeztiik. A kapott read-

eket ezt kovetden referencia genomhoz vagy transzkriptumhoz lehet hasonlitani. Harom tipusa
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read kiilonithetd el: exon read, szemét (junction) read, poliadenilalt-vég read. Az RNS szekvenalas
elénye, hogy nagy ateresztOképességli, kvantitativ mddszer, mely teljes transzkriptum analizist
tesz lehetdvé. Egy bazisos felbontdsa miatt alkalmas annotdciora, genomszintii gén-expresszid

meghatarozasra és koltsége kedvez6bb, mint a tobbi modszeré [WANG et al. 2009].

2.2.2.Az RNS interferencia
Az RNS interferencia egy 0Osi eukaridota mechanizmus, mely fontos szerepet jatszik

egyrészt az idegen eredetli nukleinsavakkal (transzpozonok, virusok, viroidok) szemben, masrészt
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az endogén gének szabalyozasaban [BAULCOMBE 2004].

Az RNS interferenciaval kapcsolatos kutatasok csak az 1990-es évek végén keriiltek
elotérbe, annak ellenére, hogy az els6 RNS interferenciaval kapcsolatos cikket 1928-ban
publikaltak [BAuLCOMBE 2004]. WINGARD (1928) arr6l szamolt be, hogy dohany gytiriisfoltossag
virussal fert6zott dohany novényeken a nekrdzis €s a betegség kizardlag fert6zott leveleken
jelentkezett. A felsé levelek virussal szemben immunisak voltak, tiinetmentesek és masodszori
fertdzéssel szemben is rezisztensnek mutatkoztak. Méra ismert, hogy a dohany gytriisfoltossag
virusfert6zésbol torténd kigyodgyulds (recovery) az RNS interferencidnak kodszonhetd, mely
célzottan tamadja a virus RNS-eket [RATCLIFF et al. 1997]. Ezt kovetéen hasonld jelenségrol
szamoltak be gombakban (Neurospora crassa) [ROMANO and MACINO, 1992], nematdodakban
(Caenorhabditis elegans) [FIRE et al. 1998], protozoakban (Trypanosoma brucei) [NGO et al.
1998] és rovarokban (Drosophila melanogaster) [KENNERDELL and CARTHEW 1998]. A
mechanizmus  gazdaszervezettél  fliiggben  eltér6  elnevezést kapott:  ndvényeknél
poszttranszkripcionalis géncsendesités (PTGS), gombaknal quelling, allatoknal RNS interferencia

[AGRAWAL et al. 2003].
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Genetikai és molekularis analizis alapjan a novényekben az RNS interferencianak tobb
utvonalat kiilonitik el, azonban az aldbbiakban a téma szempontjabol legfontosabb 3 tutvonalat
ismertetjiik. A hadrom tutvonal kdzos jellemzdje, hogy a folyamat kivaltéja minden esetben egy
dsRNS molekula, melyet egy enzim komplex (DCL) 21-24 nt méretii kis RNS-ekre hasit. A
keletkezett kis RNS-ek eredetiiket tekintve két csoportba oszthatéak: a kis interferalo RNS-ekre
(siRNS) és mikro RNS-ekre (miRNS) [BAULCOMBE 2004]. Az els6 Gtvonal a citoplazmas siRNS
csendesités, ide tartoznak a virusokkal és a transzgénekkel szemben aktivalodd természetes
védekezési folyamatok [HAMILTON and BAULCOMBE 1999]. A masodik utvonal a miRNS-eken
keresztiil szabalyozott MRNS-ek, ez a folyamat az endogén gének finomszabalyozasat biztositja
[REINHART et al. 2002]. A harmadik utvonalhoz tartozik a siRNS kozvetitette DNS metilacio, a
transzkripcionalis géncsendesités (TGS) és a transzpozonokkal szembeni védekezés [JONES et al.
2001, METTE et al, 2000, XIE at al., 2004].

Az RNS interferencia végrehajtasaban szerepet jatszo f6 komponensek: a DCL-szerii
enzimek és a RISC kozponti molekulaja az AGO fehérje. Az RNS interferencia mechanizmusat
¢és f6 komponenseit a 8. abra szemlélteti. Dicer-szerli enzimek kulcsszerepet jatszanak a siRNS-
¢s miRNS biogenezisben, a hosszii dsRNS-ek feldolgozasan keresztil [CHAPMAN and
CARRINGTON 2007]. Magasabbrendii novényekben a DCL-ek 2, 4 vagy 5 tagbol allo kis
géncsaladot alkotnak [LIU et al. 2009]. A DCL fehérjék koriilbeliil 200 kDa méretii, tobb doménnel
rendelkezd ribonukleazok [CHAPMAN and CARRINGTON 2007]. Novényekben a DCL fehérjék
altalaban 6 tipusu domént: DEXD helikaz, helikaz-C, DUF283, RNazlll, PAZ, dsRBD (dsRNS-
kot6 domén) tartalmaznak [MARGIS et al. 2006]. A DEXD helikaz, helikaz-C domének az N-
terminalis és a C-termindlis régiokhoz kozel helyezkednek el. Kimutattak, hogy emldsdkben ¢€s
rovarokban a DexD helikdz kulcsszerepet jatszik a citoszolban jelenlévé viralis RNS-ek
felismerésében [DEDDOUCHE et al. 2008, KEMP and IMLER 2009]. Az erésen konzervalt DUF283
funkcioja ezidaig ismeretlen [MARGIS et al. 2006]. A PAZ, RNazlll, dSRBD domének a dsRNS
megkotésében és hasitasaban jatszanak fontos szerepet. A PAZ domén a dsRNS 3’ végét ismeri
fel [LINGEL and SATTLER, 2005]. A DCL fehérjékben kettd darab RNazIIl domén (RNazllla,
RNazIIIb) talalhato, melyek a dsRNS-ek vagasaért felelosek. A dSRBD nem csak a dsRNS-ek
kotésében jatszik szerepet, hanem fehérje-fehérje interakciés doménként is funkcional [MARGIS et
al. 2006]. A. thaliana novényben négy DCL fehérjét azonositottak, melyek részt vesznek a miRNS
biogenezisben (DCL1), a virusok elleni védekezésben (DCL2, DCL4), a TGS-ben (DCL3), a
PTGS-ben és transz-hato siRNS (tasiRNS) metabolizmusban (DCL4) [DUNOYER et al. 2005,
HENDERSON et al, 2006, MLOTSHWA et al. 2008, MolissIARD et al. 2007, XIE et al. 2004]. A DCL-
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ek eltér6 méreti dsSRNS-ek gyartasara specializalédtak: a DCL1 és DCL4 21 nt, DCL2 22 nt,
DCL3 24 nt méretii dsRNS-ek keletkezését segiti el6 [BRODERSEN and VOINNET 2006].

A RISC kozponti molekuldja az Argonauta fehérje csalad egyik tagja. Az AGO fehérjék 6si
eredetére utal, hogy megtalaltak baktériumokban, archedkban és eukariotakban is [CERUTTI and
CAsAs-MoLLANO 2006]. Az ecukariotdk AGO fehérjéi hasonld szerkezettel és biokémiai

tulajdonsagokkal rendelkeznek, fontos szerepet jatszanak az RNS interferenciaban [FANG and QI
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8. abra Az RNS interferencia mechanizmusa: siRNS és miRNS utvonal
2016]. Az AGO fehérje 90-100 kDa méretii, egy valtozo N-terminalis domént és konzervalt C-
terminalis PAZ, MID és PIWI doméneket tartalmaz. A MID domén a kis RNS 5’ foszfatcsoportjat
koti, mig a PAZ domén a kis RNS 3’ véget ismeri fel [FRANK et al. 2010]. A PIWI domén RNazH
enzimekre jellemz0 strukturat vesz fel €s endonukledz aktivitasa (slicer) révén a beépiilt kis RNS-
sel komplementer target sSRNS-eket elhasitja [HUTVAGNER and SIMARD 2008, SONG et al. 2004,
ToLIA and JOSHUA-TOR 2007]. Az AGO fehérjék szama kiilonb6z6 fajokban nagyon valtozatos
lehet. A viragos novényekben 10 vagy tobb AGO fehérje is el6fordulhat [FANG and QI 2016].
Szerepiik nélkiilozhetetlen a miRNS- és siRNS éaltal kozvetitett fejlddésbiologiai folyamatok és
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stressz valaszok szabalyozasaban, a siRNS altal kozvetitett antiviralis immunvalaszban, a SIRNS
altal kozvetitett kromatin atrendezédésben és transzpozonok szabalyozasaban [VAUCHERET 2008].
A.thaliana novényben 10 AGO fehérjét azonositottak [CARMELL et al. 2002]. A novények koziil
az A.thaliana AGO fehérjéinek funkcidja a leginkabb jellemzett: az AGO4, AGOS, AGO6 és
AGO9 a heterokromatin képzésben és DNS-metilacioban vesznek részt [HAVECKER et al. 2010],
az AGO1, AGOI10 az antiviralis RNS interferencia f6 komponensei, az AGO2-nek szintén lehet
antiviralis funkcioja [FATYOL et al. 2016, HARVEY etal. 2011], az AGO3, AGOS funkcioja ezidaig

ismeretlen.

2.2.2.1. A siRNS alapu RNS interferencia

Az eukaridta szervezetekben leirt nem-kodolo kis RNS-ek egyik nagy csoportjat a siRNS-
ek alkotjak [BAULCOMBE 2004]. A siRNS alapu védekezési mechanizmust a hosszi dSRNS-ek
jelenléte aktivalja. A dsRNS keletkezhet a virus replikacioja soran (intermedier termék), virus
genom intramolekularis hajtii strukturairdl (hairpins), transzpozonrdl és transzgénrél keletkezo
atfed6 transzkriptumok is kialakithatjak [DING and VOINNET, 2007, Ho et al. 2006, MOLNAR et al.
2005]. A siRNS alapt szabalyozas egyik legismertebb példaja NAPOLI et al. (1990) altal végzett
kisérlet, mely soran a lila pigment termeléséért felelés chalkon szintdz gén tultermeltetésével
sOtétebb viragu petiniat szerettek volna létrehozni. A kisérlet eredményeként viszont mozaikos
(lila-fehér) és fehér szirm transzgénikus novényeket kaptak. Mara tudjuk, hogy ezt a jelenséget
az RNS interferencia (ko-szupresszid) okozta, mely soran a transzgén és az endogén gén
expresszidja gatolva volt. Magasabbrendii névényekben kimutattak, hogy az RNS interferencia
hatasa nem csak sejt szinten jelenhet meg, hanem a teljes névényre (szisztémas RNS interferencia)
kiterjedhet [PALAUQUI et al. 1997, VOINNET and BAULCOMBE, 1997]. A nem-sejt-anatom RNS
interferencia leginkabb novényekben és C.elegans-ban tanulmanyozott. Lokalisan indukalt RNS
interferencia esetén az indukalasi zonatdl tavoli szovetben szekvencia specifikus mRNS
degradaciot figyeltek meg [VOINNET et al. 1998, WINSTON et al. 2002]. Novényekben kdzvetett
bizonyitékok azt mutatjdk, hogy az RNS interferencia sejtrél-sejtre vald terjedése a
plazmodezmakon, a hosszabb tavii mozgasa a floémen keresztiil torténhet [VOINNET et al, 1998].
Kisérleteik alapjan HIMBER et al. (2003) azt feltételezik, hogy az RNS interferencia soran
keletkezd 21 nt hosszu siRNS-ek mozgésa révén kezdetben rovid tdvon, majd a plazmodezmakon
keresztiil szisztémasan terjed szét az RNS interferencia. MOLNAR et al. (2010) A. thaliana
novények dcl2,3,4 mutans és vad tipusu oltvanyainak vizsgalata soran megfigyelték, hogy a 24 nt
hosszl kis RNS-ek mobilisak a novényekben. Eddigi vizsgalatok alapjan mesterséges rendszerben
a 21 és 24 nt hosszu siRNS-ek mobilisak, de végleges adatok még nincsenek arra vonatkozodan,

hogy az endogén RNS-ek is mozognak [MELNYK et al. 2011].
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A RNS interferencia folyamatat indukaldé dsRNS-eket az RNazIII tipusa DCL enzimek
felismerik és rovid 21-24 nt hosszi siRNS-ekre daraboljak [VOINNET 2008]. A siRNS-ekre
jellemzd, hogy 5° véglikon foszfat csoport talalhato, 3’ végiik tulnyulik (2 nt) és hidroxil csoportot
tartalmaz [ELBASHIR et al. 2001]. A siRNS-ek egyik szala beépiil RISC-be, melynek kdzponti
molekuldja az AGO fehérje. Az AGO fehérje SIRNS egyik szalanak a megkdtésével, szekvencia
specifikusan képes felismerni a komplementer cél mRNS-eket, majd azok hasitdsdval vagy
transzkripcios illetve transzlacios gatlasaval megakadalyozza, hogy fehérje keletkezzen [VOINNET
2008].

2.2.2.2. A miRNS alapu RNS interferencia

Az eukariota szervezetekben leirt nem-kodolo kis RNS-ek masik nagy csoportjat a miRNS-
ek alkotjak [BAULCOMBE 2004]. Az els6ként azonositott miRNS, lin-4 RNS volt, mely
szabalyozza a C. elegans larvak fejlédési litemét az egyes fejlédési stadiumok kozott [LEE et al.
1993, WIGHTMAN et al. 1993]. Eukariotakban a miRNS-ek tobbsége transzkripcids faktor (TF)-
okon keresztiil vagy mas szabalyozo fehérjék Gtjan képesek befolyasolni: a kiilonb6zo fejlodési
folyamatokat, jelatviteli itvonalakat és fontos szerepet jatszanak a stressz valaszban is [CHEN
2005, SUNKAR and ZHU 2004]. Bioinformatikai vizsgalatok soran kideriilt, hogy a komplex
szervezetek (ember, rovar, nematdda) genomjanak mintegy 1%-at teszik ki a miRNS-eket kodolo
gének [LAI et al. 2003, Lim et al. 2003a, Lim et al. 2003b]. A miRNS tobbsége konzervativ, de
vannak faj specifikusak is [SUNKAR et al. 2005]. Az Gjgeneracios szekvenalasoknak kszonhetéen
az eukariota szervezetekben mara tobb mint 24500 miRNS-t azonositottak, ezek szekvencidja a
miRBase adatbazisban hozzaférheté [KOzOMARA and GRIFFITHS-JONES 2014].

A miRNS-ek 21-24 nt hosszt kis RNS-ek, melyek nem-kodolé miRNS génekr6l (MIR
gének) keletkeznek. A MIR gének a fehérjét kodold génekhez hasonldan tartalmazhatnak
intronokat és transzkripcidjukért az RNS polimeraz Il felelés. A MIR gének transzkriptumai (pri-
miRNS) jellegzetes hajtliszerli masodlagos strukturaval rendelkeznek, 5' végiikon sapka talalhato
¢és 3' végiik poliadenilalt [LEE et al 2004]. A ndvényekben a DCL1 enzim tobbszori hasitasat (pri-
mMIRNS, pre-miRNS) kovetden alakul ki az érett miRNS [PARK et al. 2005]. A DCL1 6nmagaban
is képes a pri- €s a pre-miRNS-ek hasitdsara, azonban hatékonyabb és pontosabb miikodése
érdekében a Hyponastic leaves 1 (HYL1) dSRNS-koté fehérjével és a Serrate (SE) cink-ujj
fehérjével (ZFP) egyiitt végzik a hasitast [DONG et al. 2008, LAUBINGER et al. 2008, YANG et al.
2006]. A kihasitott miRNS-t a Hua enhancer 1 (HEN1) metilalja, ezaltal védi a kis RNS lebontd
nukledz 1 (SDN1) ellen. A HENI metiltranszferdaz enzim sejtmagi lokaliz4cios szignallal
rendelkezik, N-terminalis végén dsRNS-koté domén talalhatd, C-terminalis régidja konzervalt és

S-adenosil metionin (SAM)-k6té motivumot tartalmaz [ YU et al. 2005, KIDNER and MARTIENSSEN
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2005]. Az érett miRNS-ek citoplazmaba juttatasaban feltételezhetden a Hasty fehérje (HST) vesz
részt [BARTEL 2004]. A citoplazmaba kijutott miRNS/miRNS* duplex egyik szala beépiil a RISC-
be, ezaltal meghatarozza annak szekvencia specifitasat, a duplex masik szala lebomlik. Azt, hogy
a miRNS/miRNS* duplex melyik széla épiil be és melyik bomlik le azt a duplex termodinamikéja
hatarozza meg [KHVOROVA et al. 2003]. A miRNS-ek transzlacids gatlassal és a célszekvenciak
hasitdsaval szabalyozhatjdk a cél génjeik kifejez0dését. Azonban noévényekre az utdbbi
szabalyozas jellemz0, mivel a miRNS-ek altalaban teljes vagy majdnem teljes komplementaritast
mutatnak a cél mMRNS-sel, mely a célszekvenciak hasitasat indukalja [TANG et al. 2003]. Ezt
kovetden a hasitott terméket a sejtben 1évé nukledzok gyorsan lebontjak [SHEN and GOODMAN,
2004, SOURET et al. 2004].

2.2.2.3. Az RNS csendesités gatlé viralis szupresszor fehérjék

Virusfertdzés soran a novényben indukalodé RNS interferencia ellen a virusok tobbféle
modszert fejlesztettek ki. Egyes virusok gyors replikaciojuk és mozgasuk révén elkeriilhetik a
novény védekez6 rendszerét, azonban ez esetben az RNS interferencia még hatassal lehet a virus
felhalmozodasanak mértékére. Mas virusok rendelkeznek egy specialis fehérjével (VSR), melynek
koszonhetéen akér tobb ponton is képesek aktivan gatolni az RNS interferencia mechanizmusat
[DING and VOINNET, 2007, KAssCHAU and CARRINGTON 1998].

A virdlis szuppresszor fehérjék az RNS interferencia utvonalaban kulcsszerepet jatszo
RNS-ekkel és a fehérje komponensekkel tudnak kolcsonhatasba Iépni, ezaltal nem csak a sejt
szintli, hanem a szisztémdas RNS interferenciat is képesek gatolni. A szupresszor fehérjék
legaltalanosabb stratégiaja a siRNS-ek megkotése és eliminalasa [LAKATOS et al. 2006, MERALI et
al. 2006]. Egyes virusok szupresszor fehérjéi képesek a hosszii dsRNS-ek (nincs méret
preferencia) megkotésére. Azonositottak olyan szupresszor fehérjéket, melyek az RNS
interferencia Gtvonalaban szerepet jatsz6 DCL4 [DELERIS et al. 2006], AGO1, AGO4 [HAMERA et
al. 2012, ZHANG et al. 2006] fehérje komponensekkel kolcsonhatasba Iépve akadalyozzak annak
funkciojat.

Az alabbiakban a munkam soran felhasznalt virusok (TMV-U1, crTMV, CymRSV, TCV,
PVX) szupresszor fehérjéinek (p126, p122, p19, p38, p25) fobb jellegzetességeit mutatom be. A
pl126 fehérje a nagy mérete és tobb doménje miatt kitlinik az eddig ismert VSR-ek koziil, ez a
viralis szupresszor fehérje hatalmas evolucios elonyt jelenthet a TMV-U1 virusnak. Bizonyitott,
hogy a p126 fehérje mindegyik doménje szerepet jatszik az RNS interferenciaban, ezaltal ha az
egyik domén mutélodna, a virus akkor is képes lenne felvenni a versenyt a névény védekezd
mechanizmusaval szemben. A pl26 fehérje pontos szerepe az RNS interferencidban maig

tisztazatlan, igy gondoljak, hogy a fehérje tobb doménje felerdsitheti a virus védekezésének
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hatékonysagat. P¢ldaul, ha a kiilonb6z6 doméneknek eltérdek a cél komponensei vagy az RNS
interferencia utvonalanak kiilonb6z6 pontjait képesek tamadni [WANG et al. 2012]. Kimutattak,
hogy a szintén Tobamovirusok kozé tartozd crTMV virus pl122 fehérjéje, nem csak a virus
replikacidban fontos, hanem RNS interferenciat gatlo aktivitassal is rendelkezik. Bebizonyitottak,
hogy a p122 fehérje a siRNS-ek megkotésével képes megakadalyozni, hogy a viralis eredetii kis
RNS-ek beépiiljenek a RISC-be. In vivo és in vitro kisérletek igazoljak, hogy a p122 szupresszor
fehérje a mar 6sszeszerel6dott RISC hasitasi aktivitasat nem befolyasolja [Csorba et al. 2007]. Az
egyik legjobban jellemzett viralis szupresszor fehérje a Tombusvirusok p19 fehérjéje. In vitro és
in vivo kisérletekben bizonyitottak, hogy a p19 fehérje specifikusan koti a 21-22 nt hosszu ds
siRNS-eket, megakadalyozva ezzel, hogy virusfertdzés soran a virus specifikus siRNS-ek RISC-
be épiiljenek [LAKATOS et al. 2004, SILHAVY et al. 2002, VARGASON et al. 2003]. siRNS kotési
vizsgalatokkal kimutattak, hogy a p19 fehérje szekvenciatol fliggetlentil, de méret szerint ismeri
fel a ds siRNS-eket. Ezeket az eredményeket a p19-siRNS komplex rontgenkrisztallografiai
vizsgalataik is alatdmasztottak. Kideriilt, hogy a p19 fehérje homodimer, mely ds siRNS végeivel
siRNS méret specifikus felismerésében jatszik szerepet. A fehérje C-terminalis vége felelds a
dimerizacioért [VARGASON et al. 2003]. Igazoltak a p19 fehérje siRNS-koto szerepét, azaltal hogy
CymRSYV fert6zott névényben a p19 fehérje altal kotott siRNS-ek inaktiv, mig a p19 fehérjét nem
termeld mutans (Cym19stop) virussal fert6zott novényben a siRNS-ek szabad formaban voltak
jelen. Tovabba kimutattak, hogy p19 fehérje hidnyaban (Cym19stop) a virusrdl szdrmazd siRNS-
ek felhalmozodnak a ndvényben és aktivaljak az RNS interferenciat, melynek hatasara a névény
kigyogyul (recovery) a virusfert6zésbol [SzITTYA et al. 2002]. A Tobamovirusok k6zé tartozo
TMV-UI virusrol mar kordbban megallapitottak, hogy képes az RNS interferencia mechanizmusat
gatolni, azonban ehhez a funkcidhoz viralis fehérjét nem tudtak tarsitani [VOINNET et al. 1998,
VOINNET et al. 1999]. Agroinfiltracios kisérletekben igazoltak, hogy a p126 fehérje, a mar ismert
virus replikacioban betoltott szerepén til [LEWANDOWSKI and DAWSON 2000], viralis szupresszor
fehérjeként is funkcional [DING et al. 2004]. A TCV virus kopenyfehérjéje egyben viralis
szupresszor fehérje (p38) is. Agroinfiltracios kisérletekkel igazoltak, hogy a p38 fehérje lokalisan
¢s szisztémasan is gatolja az RNS interferenciat [QU et al. 2003]. A p38 mérettdl fliggetlen dSRNS-
kotd fehérje, mely hosszi dsRNS-ek és ds kis RNS-ek kotésére is képes. A p38 fehérje képes
inaktivalni az RNS interferencia mechanizmusat, azaltal hogy a viralis kis RNS-ek prekurzorait
megkoti. A hosszi dsRNS-ek megkotésével megakadalyozza, ezek DCL altali feldolgozasat.
Ezenfeliil a p38 fehérje a ds siRNS-ek kotésével megakadalyozza azok beépiilését az AGOI1 és az
AGO2 fehérjébe [DELERIS et al. 2006, Iki et al. 2017, MERAI et al. 2006]. A PVX virus

kopenyfehérjéje a viralis szupresszor fehérje (p25). A p25 egy multifunkcionalis fehérje: mely
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nukleotid-kot6 és RNS helikaz aktivitassal rendelkezik, szerepet jatszik a virus terjedésében és az
RNS interferencia gatlasaban [MOROZzoV et al, 1999]. BAYNE et al. (2005) kimutattak, hogy a p25
fehérje vagy a végrehajtd komplex Osszeszerelddését vagy annak miikodését gatolva akadalyozza
az RNS interferencia utvonalat. Ko-immunprecipitaciés vizsgalatokkal és Western blott
analizissel kimutattdk, hogy a p25 fehérje egyik célpontja az AGO fehérje, mellyel erds
kolesonhatasba tud 1épni. Kimutattdk, hogy az AGO1 akkumuldcid6 mas szupresszor fehérje
(HcPro) hatasara valtozatlan maradt, mig p25 fehérje jelenlétében drasztikusan lecsokkent,

azonban ez az allapot proteoszoma inhibitoros kezeléssel visszaallithatd volt. Ezek alapjan tgy

crcr

[CHIU et al. 2010].

2.2.3. A virus okozta gén-expresszios valtozasok a névényben

Virusfertézés soran a virus képes teljesen megvaltoztatni a névény transzkripcios és
transzlacios rendszerét. Egyrészt a virus replikacioja soran a gazda erdforrasainak
felhasznalasaval, masrészt a felhalmozodo virus fehérjéken keresztiil is hatassal vannak a gazda
gén-expresszidjara, melynek kovetkeztében fejlodési és novekedési rendellenességet okoznak a
novényen. Az irodalmak alapjan Osszegy(ijtott és fobb kategoridkba sorolt virus okozta gén-

expresszios valtozasokat az alabbiakban ismertetem.

2.2.3.1. A novény- virus interrakciéban résztvevé gének expresszio valtozasa

A virusfertdzés soran a névényben szamos génnek az expresszids valtozéasa figyelhetd
meg, mely azt jelzi, hogy a virus kolcsonhatasba 1épett a gazdasejtekkel. Altalanos gén-expressziés
valtozasok k6zé sorolhatoak a védelemmel kapcsolatos gének: patogenezis-kapcsolt fehérje (PR)
¢és hésokk fehérje (HSP) gének indukcioja [WHITHAM et al. 2003]. Igazoltak, hogy a védekezésben
szerepet jatszo gének (PR1, PR2) expresszidjanak indukalasahoz szalicilsav (SA) sziikséges, mely
azt bizonyitja, hogy kompatibilis ndvény-virus kapcsolat esetén indukalodik egy kulcsfontossagu
védelmi jelatviteli utonal [HUANG et al. 2005]. Tarlorépa érkivilagosodas virussal (TVCV),
olajrepce mozaik virussal (ORMV), TMV ¢és PVX virussal fertézott A. thaliana novények
transzkriptum analizisével tobb olyan géncsoportot azonositottak, melyek a stressz- és a védekez6
valaszokban jatszanak szerepet [GOLEM and CuULVER 2003, WHITHAM at al., 2003].
Legjelentdsebb valtozast a stressz-kapcsolt tioredoxin, glutation-S-transzferdz (GST), 5-gliikandaz,
a WRKY TF és az etilén vdlasz faktor (ERF) gének mutattak [GoLEM and CuLVvER 2003].
Bizonyitottak kiillonb6z6 novény-virus kapcsolatok vizsgalata soran, hogy a HSP gének
virusfert6zés hatasara indukalédnak [ARANDA et al. 1996, ESCALER et al. 2000b, HAVELDA and
MAULE 2000, JockuscH et al. 2001, WHITHAM et al. 2003]. Késébb megértették, hogy a HSP

gének indukcidja egy altalanos valaszreakcid a virdlis fehérjék citoplazméban vald
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felhalmozodasara [APARICIO et al. 2005]. A stressz valaszban (GST) és a védekezésben (PR és
HSP) szerepet jatsz6 gének expresszidjanak emelkedését mas novény-virus kapcsolatban is
detektaltak: szilvahimlé virus (PPV), paradicsom gytrtsfoltossag virus (TORSV), cseresznye és
megy nekrotikus gyiriisfoltossag virus (PNRSV) [DARDICK 2007], dohany karcolatos virus
(TEV), CMV-Y szatellit virussal fert6zott N.benthamiana [AGUDELO-ROMERO et al. 2008,
MARATHE et al. 2004], geminivirussal fertézott N.benthamiana [ALLIE and ReY 2013] és
S.lycopersicum [KAUR et al. 2015], CMV-M torzsével fertézott S.tuberosum [STARE et al. 2017]
valamint dsSRNS virussal fert6zott Zea mays [JIA et al. 2012]. Virusfert6zott N.benhamiana és
A.thaliana névények gén-expresszios vizsgalata soran a WRKY6 gén expressziojanak indukciodjat
figyelték meg. Kimutattak, hogy WRKY6 szabalyozza mas védekezésben szerepet jatszo génnek
Répa nekrotikus sargaertiség virus (BNYVV)-sal fertézott B.macrocarpa névényben tobb mint
260 génnek az expresszio valtozasat detektaltak Gjgeneracios szekvenalassal, melyeknek tobb mint
50%-a biotikus stressz- és védekez6 valaszokban jatszott szerepet. Vizsgalatuk soran a PR1, PR2
(5-1,3 gliikandz), PR3 (kitindz), PR4, PR5 (thaumatin-szerii fehérje) gének expresszidjanak
novekedésérdl szamoltak be [FAN et al. 2015]. Egy korabbi munkajuk soran, BNYVV virussal
fertézott N.benthamiana novényekben az RNS interferenciaban szerepet jatszo AGO4, AGO10
expresszidjanak csokkenését és az AGOS expressziojanak emelkedését figyelték meg [FAN et al.
2014], mig B.macrocarpa esetén ezeknek a géneknek az expresszidja nem valtozott. A
kiilonbséget a gazdanovények védekezd rendszerének sokféleségével magyaraztak [FAN et al.
2015].

2.2.3.2. Az elsédleges anyagceserét érintd valtozasok

Biotikus stressz soran az els6dleges anyagcsere termékek kulcsszerepet jatszanak a novény
védekezd mechanizmusanak kialakitdsdban egyrészt azaltal, hogy energia potlast biztositanak,
masrészt a jelatviteli molekuldk forrasaiként kozvetleniil vagy kozvetve indukéljadk a novény
védekezo valaszait, ezaltal visszaszorithatjak a korokozo terjedését [BOLTON, 2009].

BNYVV virussal fertdzott B.macrocarpa novényben az ATP-fiiggd proteolizishez, az
aminosav anyagcseré¢hez és a szénhidrat anyagcseréhez kapcsolddd gének expresszidjanak
csOkkenésérdl szamoltak be, ami arra utal, hogy a virusfertdzott novényekben gatolva volt a
fehérjeszintézis, az aminosav- és a szénhidrat anyagcsere is [FAN et al. 2015]. Uborka
zoldfoltossag mozaik virus (CGMMV)-sal fert6zott Citrullus lantus névényekben a szénhidrat
anyagcsere harom kulcs enzimét: szachardz szintdzt, szacharoz-foszfat szintdzt, szachar6z
invertazt kodolo génnek az indukcigjat figyelték meg [L1 et al. 2017]. Paradicsom bronzfoltossag

virus (TSWV)-sal szisztémasan fert6zott paradicsom névények szerv-specifikus transzkriptum
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analizise is Kimutatta, hogy a novények hajtasrendszerében az aminosavak szintézisében és
anyagcseréjében résztvevo gének expresszioja lecsokkent. A hajtasrendszerben 82 darab gén,
koztik: az eldgazd szénlancu aminosavak bioszintézisében, az aszpartat csaladba tartozo
aminosavak-, a kéntartalma aminosavak-, az L-szerin- és a glicin anyagcserében résztvevé gének
expresszio csokkenését detektaltak. Ehhez képest a novények gyoOkerében 18 génnek az
aminosavak (3-alanin- és a nem-fehérje felépité aminosavak) anyagcseréjében vesz részt [CATONI
et al. 2009]. CMV-M torzsével fert6zott N.tabacum [Lu et al. 2012] és PPV virussal fert6zott
A.thaliana novények [BABU et al. 2008] transzkriptum analizise soran igazoltak, hogy a
virusfert6zés hatassal van az aminosav-, a szénhidrat ¢és a lipid anyagcserére. Mindkét esetben
megfigyelték, hogy az elsddleges anyagcserét érintd gének jellemzden indukalddnak virusfertézott
novényekben [BABU et al. 2008, Lu et al. 2012].

A fenti irodalmi adatok alapjan is lathatd, hogy vannak olyan novény-virus kapcsolatok,
melyekben a virus képes megzavarni ezeket az alapvetd funkcidkat és lecsokkenti az elsédleges
anyagcsere folyamatokan résztvevo gének expresszidjat [CATONI et al. 2009, FAN et al. 2015], mig
mas esetekben az elsddleges anyagcserében résztvevd gének expresszidja indukalddik [BABU et
al. 2008, Lu et al. 2012]. A novény-virus kapcsolat soran az elsddleges anyagcsere folyamatok
szabalyozasanak alakulasa kulcsfontossagunak bizonyult a tiinetek kialakulasaban. Ha a virus
képes az elsddleges anyagcsere termékek szabdlyozasat gatolni, az ellehetetleniti a gazdandvény
védekez06 rendszerét, igy a virus képes elterjedni a novényben és megjelennek a virusra jellemz6
tiinetegylittesek [CATONI et al. 2009, FAN et al. 2015]. Viszont ha az elsddleges anyagcserében
résztvevo gének indukalodnak, akkor a novény képes felvenni a versenyt a virussal szemben és a
novények tlinetmenetesek vagy csak enyhe tiineteket mutatnak, késébb akar teljesen

kigyogyulhatnak a fertézésbdl [BABU et al. 2008, Lu et al. 2012].

2.2.3.3. A masodlagos anyagcserét érinté valtozasok

SEO et al. (2018) paradicsom sarga levélsodrodas virussal (TYLCV) és paradicsom
klordzis virussal (ToCV) fertézott paradicsomok RNS szekvendlasi eredményei alapjan arra
kovetkeztettek, hogy a pigment metabolizmusban (pl.: flavonoid bioszintézis, flavon-és flavonol
bioszintézis) szerepet jatszd gének expresszids valtozasai dsszefliggésben allnak a virusfertézésre
jellemzd tiinetek kialakulasaval. Ezeknek az utvonalaknak az aktivalodéasa kapcsolatban allhat az
antocianin felhalmozodassal, mely a ToCV fert6zott levelek lila elszinezddését okozza. Az
antocian bioszintézisben szerepet jatszo kalkon szintaz (CHS), kalkon izomeraz (CHI), flavanon-
3-hidroxilaz (F3H), flavonoid-3-hidroxilaz (F3’H), dihidroflavonol-4-reduktiz (DFR),
antocianidin szintaz (ANS) és UDP gliikéz-flavonoid-3-O-gliikoziltranszferdaz (UFGT) gének
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indukciojat detektaltdk ToCV fertézott novényekben. Az antocian felhalmozodasat a
fitohormonok, a cukor szint, az dregedés ¢és kiilonféle kornyezeti stresszek is szabalyozzak. Az
antocian bioszintézis génjeinek transzkripcidjat szamos transzkripcios faktorok befolyéasolhatja
(MYB, MADS-box, WRKY stb.), melyek expresszidja ugyancsak valtozott a TOCV virusfertézés
soran [SEO et al. 2018]. CMV-M torzsével fert6zott N.tabacum ndvényekben a pigment
anyagcserében (porfirin és klorofill anyagcsere, karotinoid €s antocidn bioszintézis) résztvevo
gének expresszidjanak csokkenését figyelték meg a virusfertézés korai €s késéi szakaszaban is

[Lu et al. 2012].

2.2.3.4. A hormon metabolizmusban és a jelatviteli folyamatokban résztvevé gének
expresszio valtozasa

Biotikus vagy abiotikus stressz érzékelése soran a novények kisméretli molekulak
(hormonok) felszabaditdsdval képesek reagdlni az Oket ért stresszre. A virusfertdzott
gazdandvényen jelentkezé6 morfologiai valtozasok hatterében a hormon metabolizmus
megvaltozasa is allhat [PAUDEL and SANFACON 2018]. Régota ismert, hogy a biotikus stresszekre
adott valaszokban a SA, a jazmonsav (JA) és az etilén (Et) vesz részt [ALAZEM and LIN 2015].
Mig mas hormonok, mint az auxin (Aux)-ok, a brasszinosteroid (BR)-ok, a citokinin (CK)-ek és
az abszcizinsav (ABA) a névények fejlodésében és novekedésében betdltott szerepiikrdl ismertek,
azonban az utobbi idében tobb bizonyitékot talaltak arra, hogy szerepiik lehet a novény-patogén
kolcsonhatasokban is [DENANCE et al. 2013, PIETERSE et al. 2009, SANTNER et al. 2009]. A
hormonok szinergista vagy antagonista koOlcsonhatdsban 4llnak egymadssal, ezéltal egyes
hormonok egy adott koriilmény esetén jobban érvényesiilhetnek mas hormonokkal szemben. A
szalicilsav, a citokininek és a brasszinoszteroidok pozitiv, az etilén és az auxin negativ, mig a
jazmonsav €s az abszcizinsav pozitiv €s negativ hatissal is lehet a virusok elleni védelemre
[ALAzEM and LIN 2015].

Az egyik legfobb védelmi utvonal a virusokkal szemben a SA jelatvitel, mely szoros
kapcsolatban 4ll a nukleotid-k6té (NB) ¢és leucin gazdag ismétlddéseket (LRR) tartalmazé
doménbdl allo rezisztencia (R) génekkel. Az R gének felismerik a virusok effektorait és ezaltal
inditjak el a védekezd ttvonalakat: aktivaljak a SA és a siRNS utvonalat, indukaljak a reaktiv
oxigen fajtak (ROS)-at és a hiperszenzitiv reakciot [BAEBLER et al. 2014]. A védekezd valasz
hatdsara nekrotikus 1ézidk keletkeznek a ndvényen, melyek korlatozzak a virus terjedését €s
aktivaljak a siRNS kozvetitett antiviralis mechanizmust. A SA indukalja a SAR géneket, a PR
géneket €s a disztalis részekben a siRNS kozvetitette RNS interferenciat [ALAMILLO et al. 2006,
LoAKE and GRANT 2007, VLOT et al. 2009]. ToCV ¢és TYLCYV virussal fert6zott paradicsomban a

WRKY ¢és a nem-expresszalé patogenezis-kapcsolt fehérje 1 (NPR1) gének expressziojanak
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novény védekezd rendszerét a patogénekkel szemben. A CK és a SA utvonal kozotti
kommunikaciot a citokininek valasz regulatorai (ARR) ARR3, ARR4, ARR5, ARR6, ARR8, ARR9
biztositjadk [ARGUESO et al. 2012]. A CK-ek aktivaljak ARR2 transzkripcios faktort, mely
kozvetleniil a PR1 és a PR2 promoteréhez kotddik és aktivalja azok transzkripciodjat, ezaltal
aktivalva a novény védekezd renszerét a patogénekkel szemben. Kideriilt, hogy az ARR2 és a
TGALA-kapcsolt gén 3 (TGA3) SA valasz faktor képes egymassal kolcsonhatasba 1épni, melynek
hatasara fokozodik az ARR2 kotédése a PR1 promoterhez [CHOI et al. 2010, 2011]. TYLCV
indukcigjat figyelték meg paradicsomban, mely a citokinin szint szignifikdns csokkenését
éredményezte [SEO et al. 2018]. A brasszinosteroidok indukalta védelem a patogénekkel szemben
a SA utvonaltol fiiggetlennek bizonyult. BR kezelt névényekben kimutattak, hogy a PR gének
expresszioja nem valtozott, ami arra utalhat, hogy a BR 4ltal indukalt rezisztencia kiilonbozik a
szisztemikusan szerzett rezisztenciatol [NAKASHITA et al. 2003]. BR-al kezelt dohany névényben
fokozott ellenallast mutattak ki TMV virussal szemben [HAYAT et al. 2011, NAKASHITA et al.
2003].

Az auxinok kulcsszerepet jatszanak a novények fejlodésében és ndvekedésében az apikalis
dominancia fenntartasa révén. Ismert, hogy az auxinok antagonista hatastiak a SA ttvonalra ¢és az
auxin valasz faktor (ARF)-ok egy része fontos néhany virus (TMV) replikacidjaban és mozgasaban
[PADMANABHAN et al. 2005, 2008]. Kimutattak, hogy egyes virusok az ARF-okon keresztiil
képesek az apikalis dominancia zavarat okozni, mely abnormalis ndvekedési fenotipust
eredményez [BENJAMINS and SCHERES 2008]. Az etilén szintén antagonista hatas a SA titvonalra
¢s néhany tanulméanyban igazoltak szerepét a tiinetek kialakuladsaban is. Kimutattak, hogy az etilén
szerepet jatszik a karfiol mozaik virus (CaMV) tiineteinek kialakulasaban [GERI et al. 2004].
Igazoltak, hogy a WRKY8 TF részt vesz crTMV elleni védekezési reakcioban az abszcizinsav
érzéketlen faktor (ABI)-4, 1-aminociklopropdan-1-karboxilsav szintdaz (ACS)-6 és ERF104 gének
expresszidjanak kozvetlen szabalyozasan keresztiil [CHEN et al. 2013]. SEO et al. (2018) az etilén
bioszintézisben szerepet jatszo ACS és ACO (ACC oxidaz) gének valamint az ERF-ok, és a WRKY
transzkripcios faktorok expresszidjanak szignifikdns valtozasat detektaltdk ToCV és TYLCV
fertdzés esetén.

A jazmonsav kezelés PVX és PVY kettos fert6zott novényekben a virusfertézés korai
szakaszaban fokozott rezisztenciadt okozott, de késébbi alkalmazas soran ndvelte a novények
fogékonysagat, melyet a JA SA-val szembeni antagonista hatasa okozhatott [GARCIA-MARCOS et
al. 2013]. TYLCV virusferté6zott novényekben a JA bioszintézisben szerepet jatszo gének:

lipoxigendz (LOX), allén oxid szintdz (AOS), allén oxid ciklaz (AOC) expresszidja megemelkedett.
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A MYC2 gének expresszidjanak emelkedését is kimutattak, mely erds korrelaciot mutatott a JA
bioszintézisben szerepet jatszo gének expresszidjanak indukcidjaval [SEO et al. 2018]. Az
abszcizinsav tobbféleképpen képes a novény védekezését segiteni virusfert6zés soran. Egyrészt a
kalloz lerakddas novelésével elzarja a plazmodezmakat, ezaltal akadalyozza a virus sejtrél-sejtre
valo terjedését, melyet kimutattak TMV fert6z6tt dohany és paradicsom novényekben [WHENHAM
etal. 1986] és dohany nekrozis virus (TNV)-sal fertdzott veteménybabban [IRITI and FAORO 2008].
Masrészt az SA Utvonalra kifejtett antagonista hatasa révén: elnyomja a HR-t, csokkenti a ROS ¢és
a SA termelddését, gyengiti a szisztemikusan szerzett rezisztenciat €s a siRNS kozvetitette RNS
interferenciat a disztalis részekben [ALAZEM et al. 2014]. T6bb kutato csoport kiillonb6z6 ndvény-
virus kapcsolat vizsgalata soran Kimutatta, hogy a jelatviteli itvonalakban szerepet jatszo NB vagy
LRR domént tartalmazé transzkripcios faktorok (MYB, AP-2, ERF, NAC, MAD-box, WRKY, MYC,
LFY) expresszidja megvaltozott [AGUDELO-ROMERO et al. 2008, JiA et al. 2012, KAUR et al. 2015,
Lietal. 2017].

2.2.3.5. A fotoszintézissel kapcsolatos gének expresszidja

KAUR et al. (2015) geminivirussal virusfert6zott paradicsom transzkriptum analizisével
detektalta, hogy a fotoszintézisben kulcsszerepet jatszo fehérjéket (fényreakciocentrumok, ATP-
szintaz és fénygyljté komplex: LHCII) kodold gének expresszidja drasztikusan lecsokken.
POSTNIKOVA és NEMCHINOV (2012) 12 kiilonb6z6 virussal fert6zott A. thaliana microarray
adatainak Osszehasonlitasaval kimutatta, hogy a kés6i gazda valaszrekacio egyik f6 jellemzdje a
fotoszintézis és az energia Utvonalak elnyomadsa: I. és II. fotokémiai rendszer, pentdz-foszfat
ciklus. SEo et al. (2018) TYLCV és ToCV virussal fert6zott paradicsomok transzkriptum analizise
soran megfigyelte, hogy a széndioxid megkotés €s a klorofill meatbolizmus csdkken, mely arra
utal, hogy a fotoszintézis is csokken. Kimutattak, hogy szamos a fotoszintézisben szerepet jatszo
génnek, mint példaul: a karbon-anhidraz 1, az |. fotokémiai rendszer O, -H2,-K alegységei, a
klorofill a/b-kots fehérje 1 az expresszioja lecsokkent a virusfertézott novényekben [SEO et al.
2018]. A. thaliana tarlorépa mozaik virus (TuMV)-sal torténé fertézése soran kimutattak a
kloroplasztisz funkcidk ellatasaért (fotoszintézis, kén asszimilacio, keményitd anyagcsere) felelds
gének expresszidjanak drasztikus csokkenését [YANG et al. 2007]. CMV-M torzsével fertdzott
N.tabacum novényekben a fotoszintézishez kapcsolddo gének expresszidjanak csokkenésérol

szamoltak be a virusfertdzés korai és késoi szakaszaban egyarant [LU et al. 2012].

2.2.3.6. A tiinetek kialakulasaban szerepet jatszo gének
A tlinetek kialakulasanak pontos molekularis hattere ezidaig ismeretlen, azonban szdmos olyan
folyamatot azonositottak, mely felelés lehet a megjelend tiinetekért. A (1) kloroplasztisz

szerkezetének és funkcidjanak zavara és a klorofill mennyiségének csokkenése, mely a zdld
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szoveteken megjelend klordzist okozhatja [POSTNIKOVA and NEMCHINOV 2012], (2) a morfologiai
valtozasok hatterében a hormon metabolizmus megvaltozasa is allhat [PAUDEL and SANFACON
2018] és (3) a masodlagos anyagcserét pl.: antocian bioszintézist érintd valtozasok, melyek
antocianos tiinetek megjelenését okozzak [SEO et al. 2018].

A fent emlitett folyamatokon tal azonositottak néhany kulcsfontossaghi gént, mely
ugyancsak szerepet jatszahat a tiinetek kialakulasaban. A protoderma faktor (PDF)-1 gén, mely a
PDF2 és A.thaliana merisztéma réteg 1 (AtML1) gének szabalyozasa alatt all és az embriogenezis
soran kizarolag a merisztdma L1 rétegében expresszal és protoderma specifikus. L1 specifikus
dupla gén mutans (pdf2-1, atmll-1) novényeken az embriogenezis soran dezorganizalt
hajtascsucsot figyeltek meg, valamint a levél iniciacidjaban és fejlodésében is zavarok 1éptek fel
[ABE et al. 1999, 2003]. N.benthamiana ndvényekben a sejtfal szintaz (CESA) gén csendesitésével
kimutattdk, hogy a sejtfal szintézis folyamatanak sériilése a levél méretének csokkenését, levél
deformitasat valamint a teljes ndvény novekedésének csokkenését is okozhatja [BURTON et al.
2000]. Ezzel ellentétben kimutattak, hogy a sejtfal invertaz (CWINV), mely a szacharéz frukt6zza
atalakitasaban jatszik kulcsszerepet, a védekezés korai szakaszaban indukalodik [ESSMANN et al.
2008]. A kozel multban SEO et al. (2018) is megerésitették, hogy TYLCV fert6zott paradicsom
gén-expresszios vizsgalat soran, hogy a CESAS8 expresszidja lecsokken és a CWINV2 indukalodik.
Kimutattak, hogy a sejtfal kialakitasban kulcsszerepet jatszo cellul6z molekula bioszintézise gatolt
¢s feltehetden ez okozza a TYLCV fertdzésre jellemzd deformal ndvekedést és levélfodrosodast
[SEO et al. 2018]. Azonban TuMV fert6zott A.thaliana novényekben a sejtfal rugalmassagaban és
megnyulasaban szerepet jatszo enzimeket (xilogliikan endotransz-glikozilaz/hidrolaz, expanzin
pektin-metilészterdz) kodold gének expressszidjaban drasztikus csokkenését figyelték meg [YANG
etal. 2007]. Az egyik legstlyosabb cukorrépa betegséget okozo virus a BNYVV virussal fertéztek
B.vulgaris és B.macrocarpa névényeket, majd transzkriptum anaizist kovetden az expanzin gén
indukciojat mutattak ki a virusfertdzott novényekben [FAN et al. 2015, SCHMIDLIN et al. 2008].
Korabban mar igazoltak, hogy expanzin gén expresszidja befolyasolja a gyokér elongacidt és
iniciaciot, ezaltal fontos szerepet jatszik a gyokér fenotipusanak meghatarozasaban [CHO and
CosGROVE 2002]. Ezek alapjan feltételezik, hogy az expanzin indukcioja okozza a BNY VYV virus

jellegzetes tlinetét, a gyokéren jelentkezd abnormalis sejtburjanzast [FAN et al. 2015].

2.2.4. A shut-off jelenség

A virusfertézésekre jellemz6, hogy képesek drasztikusan megvaltoztatni a gazdasejtek
expressziojat. A virus képes (1) a gyorsan és a nagy mennyiségben szintetizalodo viralis
nukleinsavak és fehérjék eléallitasanak érdekében elvonni a gazdasejt folyamataihoz sziikséges

er6forrasokat, tovabba (2) modosithatja a novény anyagcsere folyamatait, példaul egyes
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gazdagének expressziojanak kikapcsolasa (shut-off) révén [ARANDA and MAULE 1998]. Szamos
tanulmany iranyult ebbdl kifolyolag a gazda genomszinti mRNS transzkriptum valtozasainak
vizsgalatara, mely rengeteg informaciot szolgaltathat a virusfertézés hatasairol [GOLEM and
CULVER, 2003, MARATHE et al. 2004, SENTHIL et al. 2005, WHITHAM et al. 2003]. Azonban ez a
technika nem alkalmas arra, hogy elkiilonitsiik egymastol a gazdanGvény altalanos stressz valasza
és a virusreplikacio kovetkeztében megjelend valtozasokat. Novények esetén az in Situ
hibridizacié az egyik leghatékonyabb eszkoz: a virus jelenléte és a kivalasztott gazdagén
expresszidja kozotti kapcesolat feltarasara [ARANDA et al. 1996, WANG and MAULE 1995].

A shut-off jelenséget allati és novény szervezetekben is azonositottak. Az allati sejtvonalak
egyideju fertdzése kimutatta, hogy az allati virusok szamos mddon befolyasolhatjak a gazdasejt
gén-expressziojat [ARANDA és MAULE 1998]. A legtobb esetben a gazdagének expressziojanak
virusok esetén azonositottak olyan viralis fehérjéket, melyek indukaljak a shut-off jelenséget. A
tanulmanyok soran fény deriilt arra, hogy néhany virus (pl.: Poliovirus) tobb olyan viralis
fehérjével (p220, 3C- és 2A proteazok) is rendelkezik, mely képes befolydsolni a gazda gén-
expressziojat. Ezek a fehérjék tobb ponton képesek gatolni a gazdagének expresszidjat, mint
példaul a transzkripco gatlasa a TATA-k6t6 fehérje degradacioja révén vagy az mRNS transzlacio
gatlasa az eIF4G transzlacios faktor hasitasaval, mindkét esetben a gazda fehérjék mennyisége
csokken [CLARK et al. 1993, WyYCKOFF, 1993]. Borsé maggal terjedd virus (PSbMV)-sal fert6zott
borso embrid szovetek in situ hibridizacios vizsgalata soran kimutattak, hogy a virus jelenlétében
néhany gén expresszioja lecsokken az aktiv virus replikaciot mutato sejtekben. A vizsgalt gének
tobbsége esetén csupan iddleges (tranziens) gén-expresszios valtozas jelentkezett, majd a
virusfertézés frontjanak elérehaladtaval visszaallt a gének expresszidja az eredeti allapotba mely
arra utal, hogy az aktiv virusreplikaci6 okozza a gazdaszervezet gén-expresszidjanak csokkenését
[WANG and MAULE 1995]. PSbMV és bors6 korai barnulas virus (PEBV)-sal, fehérhere mozaik
virus (WCIMV)-sal, répa levélcsucs fodrosodas virus (BCTV)-sal fertézott borsd embrid szovetek
vizsgalata kimutatta, hogy a Lox1 gén expresszidja minden esetben lecsokkent [ESCALER et al.
2000a,b]. CMV fert6zott Cucurbita pepo sziklevél szovetének in Situ vizsgalata soran a
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz (Gapdh) mindkét alegysége (GapA, GapB) és katalaz
gének expressziodja is lecsokkent. A kisérletek soran vizsgaltak a gazdasejt gén-expresszidjanak és
a virus felhalmozodasanak térbeli atfedését, azonban ebben a rendszerben a shut-off atmeneti
jellege nem volt egyértelmi, melyet a vizsgalt klorotikus 1ézi6 Kisméretének tulajdonitottak
[HAVELDA and MAULE, 2000]. Northern blottal igazoltak, hogy N.benthamiana novényekben

CymRSV fert6zés hatasara tobb fontos haztartasi génnek: GapA, a-tubulin, klorofill pigment-kétd
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fehérje 29 (CP29), hiszton, elongdcios faktor (EF)-2 expresszidja is lecsokkent [HAVELDA et al.
2008].

Lathat6, hogy kiilonb6zé virusfertdzott metszetek vizsgalata soran tobb gén
expressziojanak csokkenését igazoltdk, azonban azonositottak néhdny olyan gént is, melyek
expresszioja a virusfert6zés frontjaban indukalddik vagy valtozatlan marad. Kimutattak, hogy a
virus replikacidjanak kezdetén a poliubiquitin (pub), a HSP70 [ARANDA et al. 1996, HAVELDA and
MAULE, 2000] és a glutation reduktdz 2 [MAULE et al. 2000] gének expresszidja indukalodik. A
vizsgalatok azt mutattak, hogy a gének indukciodja és a shut-off jelenség egyilitt jelentkeznek, de
az indukcids zona sokkal sziikebb (2-4 sejt széles) volt [ARANDA et al. 1996]. Ezenfeliil
azonositottak olyan géneket: aktin, S-tubulin [ESCALER et al. 2000a, MAULE et al. 2000], citokrom
oxidaz 1 alegység, ciklofilin, melyek expresszidja valtozatlan maradt a virusfert6zéskor.

A virusfert6zott novényekben jelentkezd shut-off jelenséget mar tobb évtizeddel ezeldtt
leirtak, azonban molekuldris hatdsmechanizmusa és szerepe a fertdzési folyamatban maig alig
ismert. HAVELDA et al. (2008) Landzsas utifit mozaik virus (RMV)-sal, CymRSV, TCV, CMV-
FNY torzsével fert6zott N.benthamiana novények és PVX, TMV, TSWV virussal fert6zott
S.lycopersicum novények szisztemikus leveleiben vizsgalta a shut-off jelenlétét in situ
hibridizaciéval és Northern blottal. Kimutattdk, hogy nem minden virus esetén jelentkezik
ugyanolyan hatékonysaggal a shut-off jelenség. CymRSV és RMV fert6zés hatasara a GapA és az
a-tubulin gének expresszidja lecsokkent, azonban CMV és TCV virus hatasara valtozatlan maradt
ezen gének expresszidja. A GapA gén expressziojanak csokkenését figyelték meg PVX fertdzott
dohanyban és paradicsomban, azonban TMV fertézés esetén csak a dohany novényeknél
jelentkezett a shut-off. CymRSV fert6zo6tt dohanyban in situ hibridizacioval igazoltak, hogy a shut-
off jelenség nem egy altalanos védekezési reakcio része, mivel azokban a sejtekben jelenik meg
ahol a virus is jelen, igy feltehetden a virus terjedésével van 6sszefiiggésben. Megfigyelték, hogy
nem az aktiv virusreplikacio valtja ki a shut-off jelenséget, mivel a virusfertdzés frontjaban talaltak
olyan sejtek, melyekben a virus mar nagy mennyiségben jelen volt, de a gazdgén expresszidja még
nem csokkent le [HAVELDA et al. 2008]. Ismert, hogy 21°C-on a CymRSV fert6zott ndvények
nekrozist kovetden rovid idén belill elpusztulnak, mig a Cym19stop (p19 deficiens CymRSV
virus) virussal fertézott novények a pl9 hidnya miatt a virusrdl keletkez6 siRNS-ek
felhalmozddnak és indukaljak az RNS interferencia mechanizmusat, melynek hatasara a ndvények
kigyogyulnak [SZITTYA et al. 2002]. Azonban 15°C-on SiRNS alapu RNS interferencia gatolt, a
Cym19stop virussal fert6zott novényekben a virus el tud terjedni [SziTTYA et al. 2003]. A fent leirt
modszert hasznalva bizonyitottak, hogy nem az RNS interferencia mechanizmuséhoz kothetd a
shut-off jelenség, mivel 15°C-on a Cym19stop virussal fert6zo6tt dohanyban is lecsokkent a GapA

expresszidja. Igazoltak, hogy a shut-off jelenség, tartos tobb héten keresztiil is fenn allhat és ez
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sulyos mRNS hianyt okozhat a névényben. Ezenfeliil sejtmagi run-on transzkripcids kisérletekkel
bizonyitottak, hogy a shut-off a sejtmagban alakul ki €s az érintett gének traszkripcidjat gatolja.
Megfigyeléseik alapjan a shut-off jelenléte Osszefiiggést mutat a tlinetek megjelenésének
sulyossagaval. Dohanyon a CymRSV, RMV, TSWV, TMV, PV X virus ¢s paradicsom PVX virus
okozott sulyosabb tiineteket és mindegyik novény-virus kapcsolatban kimutattak a shut-off
jelenlétét is. Ezzel szemben shut-off hianyaban a tiinetek is joval enyhébben jelentkeztek: TCV,
CMV fert6zott dohanyon és TMV fertézott paradicsomon [HAVELDA et al. 2008].

2.2.5. A virus indukalta géncsendesités

Az RNS interferencia folyamatok felderitésével, ezekre alapozva az endogén gének
funkcidjanak megallapitasara elterjed a virus indukalta géncsendesités (VIGS) [van Kammen
1997]. A modszer soran egy novényi virusvektorba épitjiikk a vizsgalni kivant gén egy darabjat,
majd ezzel a rekombinans virussal fertézzilk meg a ndovényt. A modszer alapja az RNS
interferencia mechanizmusa, mely a virus elterjedését kovetéen aktivalodik ¢és ennek
kovetkeztében a beépitett génszakasszal komplementer endogén gén mRNS-ei lebomlanak, ezaltal
vizsgalhato az adott gén funkcidja [GUPTA et al. 2013]. Azonban e modszer eredménye erésen
vitathatova valik amiatt, hogy egyes virusfertdzések nagymértékben képesek megvaltoztatni a
gazdanovény gén-expresszios rendszerét és tobb ndvény-virus kapcesolat esetén szamoltak be a
shut-off jelenség kialakulasarol is [HAVELDA et al. 2008], ezaltal nem tudjuk, hogy a virusfert6zés
vagy a funkcidvesztés hatasa €s/vagy fenotipusa figyelhetdé meg a vizsgalt novényeken.

3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Kisérleti anyagok

3.1.1. Virustorzsek

Nicotiana benthaminana novényeket keresztesviraguakat fert6z6 dohany mozaik virussal
(crTMV), Cymbidium gyirisfoltossag virussal (CymRSV, Cym19stop), tarlorépa gondorodés
virussal (TCV), szegfii olasz gytrisfoltossag virussal (CIRV, CIRV19stop) fertdztiik. Solanum
lycopersicum névények fertézéséhez dohany mozaik virus Ul torzset (TMV-U1) és burgonya x
virust (PVX) hasznaltunk. A novények fert6zését a virusrol késziilt in vitro transzkriptummal
(CIRV, CIRV19stop, crTMV, PVX, TMV-U1) vagy tisztitott virionnal (CymRSV, Cym19stop,
TCV) végeztiik.

3.1.2. Tesztnovények
Kisérleteink egyik gazdandvényeként, a laboratoriumi vizsgalatokhoz eldszeretettel

hasznalt dohany (Nicotiana benthaminana) névényt valasztottuk. Vizsgalataink masik modell
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novényeként a gazdasagilag jelentdsebb és ismert genomu paradicsomot (Solanum lyopersicum:
Kecskeméti jubileum, M82 és MoneyMaker fajtak) hasznaltuk.

A dohany magokat Agro CS tdzeges talajjal megtoltott cserépbe vetettilk. A magok egy
idében torténd csirazasahoz révid ideig (3 nap) tartd hidegkezelést végeztiink. Ezt kovetden a
csiraztatas és a novénynevelés 21°C-on, hosszu nappalos (16/8 h nappal/éjszaka) koriilmények
kozott zajlott. A novényeket 2 hét elteltével tézegkorongba tiizdeltiik, majd felhasznalasuk eldtt
3-4 nappal tapsoval kiegészitett foldkeverékbe {iltettik at. A paradicsom magokat
szobahOmérsékleten petri-csészébe helyezett nedves szlirdpapiron csirdztattuk. A névényeket 5-7
nappal ezutan cserépbe tiizdeltiik, felhasznalasig 21°C-on, hossza nappalos koriilmények mellett
tartottuk. A novények Ontdzése csapvizzel tortént és sziikség szerint kartevok elleni

ndvényvédelmi beavatkozasokat végeztiink.

3.1.3. Baktérium torzsek
Escherchia coli DH5-a torzsben tartottuk fenn és szaporitottuk fel a tovabbi munkankhoz

sziikséges cDNS klonokat.

3.1.4.Vegyszerek, enzimek, membranok

Munkank soran kereskedelmi forgalomban kaphatdo vegyszereket hasznaltunk fel
(Dushefa, Sigma, Reanal). A munkahoz sziikséges legtobb enzimet (polimerazok, restrikcios
endonukleazok, ligazok) és a ribo- és dezoxiribonukleotidokat a ThermoFisher Scientific cégtdl
szereztlik be. A QRT-PCR-hez hasznélt SYBER Green Master Mix-et Applied Biosystems® cégtdl
rendeltiik. A Northern hibridizaciohoz Hybond-NX membrant (GE Healthcare, Amersham)
hasznaltuk és az izotopos munkakat az Izotop Intézettdl rendelt P32 izotdppal jeldlt dCTP-vel

végeztiik.
3.2. Médszerek

3.2.1.cDNS készités

Nicotiana benthamiana és Solanum lycopersicum total nukleinsav kivonatabol RevertAid
First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific) segitségével cDNS-t készitettiink. A
reakciohoz 3pg total nukleinsav kivonatbol (RNazol-lal tisztitott) indultunk ki, melyhez 1 pl
oligodT primert adtunk és 12,5 pl végtérfogatig Kiegészitettik Milli-Q vizzel, ezutan 65°C-on 5
percig inkubaltuk, majd 5 percig jégre raktuk. A reakciohoz sziikséges tovabbidsszetevoket: 4 pl
reverz transzkriptaz puffer, 2 ul 10 mM dNTP, 0,5 pl RN4az inhibitor, 1 pl reverz traszkriptaz
enzim, hozzaadtuk az elegyhez, mely végtérfogata 20 pl. Majd PCR késziilékben 25°C-on 10
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percig, 42°C-on 50 percig, 45°C-on 10 percig inkubaltuk a mintat és végiil 4°C-ra visszahiitottiik.
Az elkésziilt cDNS-t felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.2.2. Oligonukleotidok foszforilalasa

A ligalas sikerességének érdekében az oligonukleotidok 5° végét foszforilalnunk kellett.
Az oligonukleotidok foszforilalasahoz a kovetkezé elegyet mértiik 6ssze: 4 pl 100 pmol/ul
koncentracioju oligonukleotid, 2 ul 10x PNK A puffer, 2 ul 10 mM ATP, 2 ul T4 PNK enzim,
végtérfogata 10 pl. A reakcioelegyet 37°C-on 30 percig inkubaltuk, majd a reakcio leallitasahoz a
mintat 70°C-ra tettiik 15 percre. A foszforilalt oligonukleotidot, 90 ul Milli-Q hozzaadasaval, 10

pmol/pl-es koncentraciora higitottuk. Felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.2.3.PCR

A gazdanovények endogén génjeinek expresszid vizsgalatahoz, dohany és paradicsom
cDNS-rdl megfeleld oligonukleotidok felhasznalasaval, felszaporitottunk az endogén gének egyes
darabjait. A vizsgalni kivant endogén gének szekvenciajat az NCBI és a Sol Genomics Network
adatbazisbol kerestiik Ki, majd az interneten hozzaférheté Primer3 (HTTP4) program segitségével
a PCR reakciohoz inditoszekvencidkat terveztiink. Az altalunk hasznalt oligonukleotidokat M2.
melléklet tartalmazza.

A PCR reakcidelegy Osszetétele a kovetkezé volt: 5 ul 10x Taq puffer ((NH4)2SO4-MgCly),
3 ul 20mM MgCl, 1 pl 10mM dNTP mix, 2,5 ul foszforilalt forward primer, 2,5ul foszforilalt
reverz primer, 0,2 ul Taq polimeraz, 1 ul templat, 34,8 pl Milli-Q, végtérfogata 50 pl. A PCR
reakci6 koriilményeit az alabbiak szerint allitottuk be: eldmelegités 94°C 3 perc; denaturalas 94°C
30 masodperc (sec), anellalas 55°C 30 sec, elongacio 72°C 1 kilobazis/1perc az utdbbi 3 fazist 40
cikluson keresztiil ismételtiik; majd 72°C 10 perc; tarolas 4°C. Az optimalis anellalasi hdmérséklet
primer paronként eltérd, ennek meghatarozasdhoz gradiens PCR-t végeztiink vagy Tm kalkulatort
(HTTP3) hasznaltunk. A PCR reakci6 sikerességét a reakciodelegy egy részének EtBr-t tartalmazo
1,2% agardz gélen vald elvélasztdsa utan UV fényben ellendriztiik és a terméket tovabbi

felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.2.4.DNS fragmentum tisztitasa gélbol torténé izolalassal

A PCR termékek elvalasztasahoz 1,2% agaroz gélt készitettiink. A megfeleld méretii DNS
fragmentet kivagtuk és gélbdl valo tisztitasat GeneJet Gel Extraction kit (ThermoFisher Scientific)
segitségével végeztiik, a hasznalati utasitds alapjan. A tisztitott terméket felhasznalasig -20°C-on

taroltuk.

3.2.5. Ligalas
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A tisztitott PCR terméket EcoRV endonukleazzal hasitott, defoszforilalt pBlueScript 11 KS
(+) klénozo vektorba ligaltuk. A ligalasi elegyet az alabbiak szerint mértiik 6ssze: 1 pl 10xT4 ligaz
puffer, 1 ul T4 ligaz enzim, 5 ul tisztitott PCR termék, 3 pl Milli-Q, végtérfogata 10 ul. A ligalast
15°C-on egy éjszakan at inkubaltuk.

3.2.6. Transzformalas

200 pl kompetens sejtet (DH5-a)) jégen felolvasztottunk, majd 5 pl ligatumot adtunk hozza,
amit jégen 20 percig inkubaltunk. Ezutan 42°C-ra eldmelegitett vizfiirdében 30 masodpercig
hésokkoltuk, jégre helyeztiik. Laminaris boxban 500 pl SOC tapoldat (0, 5% élesztékivonat, 2%
tripton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgS0s, 20 mM gliik6z) hozzaadasa
utan 37°C-on 40 percen keresztiil razattuk. 250 upl baktériumtenyészetet szélesztettiink ki
antibiotikum tartalma (100 pg/ml ampicillin) szilard LB taptalajra (1% NaCl, 1% tripton, 0,5%
¢lesztOkivonat, 1,5% agar). A hatékonyabb szelekcidé érdekében IPTG-t (izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozid) és X-Gal-t (5-bromo-4-kloro-3-indolil-pB-D-galaktopiranozid) adtunk a
taptalajhoz. Majd 37°C-os termosztatba helyeztiik egy éjszakara.

3.2.7.Plazmid izolalas

A baktériumtelepeket folyadékkultiraban, ampicillin tartalma LB tapoldatban (1% NaCl,
1% tripton, 0,5% élesztokivonat), szaporitottuk fel 37°C-on egy éjszakan keresztiil razatva. A
baktérium sejteket 3 percig 8000 rpm-en torténd centrifugalassal leiilepitettik. A plazmid
izolalashoz a NucleoSpin® Plasmid Kit-et (Macherey-Nagel) és az ahhoz tartozd protokollt
hasznaltuk. A DNS kinyerés hatékonysaganak novelése érdekében, a protokolltdl eltérden, az
elualast két ismétlésben végeztiik. A plazmid izolalast kdvetden, a plazmidot HindIIl és EcoRI
enzimmel emésztettiik, hogy meggy6z3djiink arrdl, valoban tartalmazza a megfeleld méretii
inszertet. Felhasznalasig a mintakat -20°C-on taroltuk.

Ezutdn szekvenalassal ellendriztiik a klont. A szekvenalast a BIOMI Kft. végezte. A
szekvencidk kiértékeléséhez az ingyenesen hozzaférheté a Chromas Lite és az ApE (A plasmid
Editor) programot hasznaltuk, a szekvenciak ellenérzését az online elérheté NCBI illetve a Sol

Genomics Network adatbazis felhasznalasaval végeztiik.

3.2.8.1In vitro transzkripcio

In vitro transzkripcio soran a virus szekvenciajat tartalmazo linearizalt plazmidrol T7 RNS-
polimeraz segitségével, egy 7-metil-guanozin sapkaval ellatott fert6zoképes transzkriptumot
szintetizalunk. Az in vitro transzkripcio reakcioelegye 3 pl linearizalt templatot, 10 pl 5x
transzkripcios puffert, 1 pl Ribolock-ot (RNaz inhibitor), 1,5 ul T7 RNS-polimerazt, 5 ul 10mM

rNTP mixet (20mM rATP, 20mM rTTP, 20mM rCTP, 2mM rGTP), 10 ul 5mM CAP analdgot és
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9,5 ul Milli-Q vizet tartalmazott, végtérfogata 50 ul. A reakcidelegyet 37°C-on 30 percen keresztiil
inkubaltuk, majd 1 pl 20 mM rGTP adtunk hozza és tovabb inkubaltuk 37°C-on 1 6ran at. Az RNS
transzkriptumok mindségét 1,2%-os agardz gélen ellendriztiik. A mintékat felhasznalasig -70°C-

on taroltuk.

3.2.9. Tesztnovények fert6zése, mintaszedés

A fert6zést mindkét gazdanovény esetében mechanikai atvitellel végeztiik. A fertézéshez
virusrol késziilt in vitro transzkriptumot vagy tisztitott viriont hasznaltunk, melyhez cellit tartalmu
inokulalé puffert és vizet adtunk (1:10 aranyban). A fertdzés mechanikai uton tortént, az inokulumot
iveg spatulaval segitségével elkentiik a levél felszinén, melynek hatdsara a cellit a levélfeliiletén
mikrosériiléseket okozott és ezeken keresztiil a virus be tudott jutni a névény epidermisz sejtjeibe.

A microarray hibridizalas eredményeinek visszaigazolasahoz Nicotiana benthamiana
novényeket hasznaltunk. A dohanyt 4-5 leveles allapotban (15-20 napos) fertztilk meg crTMV,
CymRSV ¢és TCV virussal és virust nem tartalmazé inokuldld pufferrel (mock). A crTMV ¢és
CymRSYV virussal fertézott novényekrdl a fert6zés utan (dpi) 5 nappal szedtiink mintat. A TCV
virussal fert6zott dohany ndvényekrol 11 dpi gylijtottiink mintat. A mintaszedéskor az adott napon
a mock fertézott novényekrol is gylijtottiink mintat.

Az RNS szekvenalason alapuld vizsgalatainkat Solanum lycopersicum noévényekkel
végeztiik. A paradicsomot elsé lomblevél kifejléddése utan (19-20 napos) fertdztiik TMV és PVX
virussal és virust nem tartalmazé inokulélo pufferrel (mock). A TMV és PVX virussal fertdzott
paradicsom ndovényekrdl 14 nappal a fertdzés utan szedtiink mintat. A mintat minden esetben
alulrél a masodik levélemeletrdl gytijtottiik be. A mintaszedéskor az adott napon a mock fert6zott
novényekrdl is gylijtottiink mintat.

A kisérleteinket mindkét novény esetében 3 biologiai ismétlésben végeztiik el.

3.2.10. Total nukleinsav kivonas

A total nukleinsav kivonast WHITE és KAPER (1989) altal leirt modon végeztiik, néhany
modositassal. A novények szisztemikus leveleibdl készitettiink total nukleinsav kivonatot.
Jégbehiitott steril dorzscsészében 100 mg levélszovetet homogenizaltunk és 650 pl RNS kivond
puffer (100 mM glicin, pH 9,0, 100 mM NacCl, 10 mM EDTA, 2% SDS és 1% natrium-lauril-
szarkozinat) hozzaadasaval feltartuk. A homogenizalt anyagot 600 ul fenolt tartalmazé eppendorf
csébe toltottiik, vortex-eltiik és szobahdmérsékleten 5 percig centrifugaltuk. Ezt kovetden a vizes
fazist 600 ul fenol-kloroformmal, majd 600 ul kloroformmal extrahaltuk. A kicsapast 20 ul 4M
natrium-acetattal és 1000 pl abszolut etanollal végeztiik. A mintakat 20 percig jégen hagytuk, majd

4°C-ra el6hiitott centrifugaban 30 percig centrifugaltuk. A keletkezett csapadékot 1000 pl 70%-0s
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etanollal mostuk. A csapadékot vakuumcentrifugaban (Thermo Scientific Savant DNA
SpeedVac®) beszaritottuk és 30 ul steril desztillalt vizben visszaoldottuk. A mintak felviteléhez
FDE festéket (10 ml formamid, 10 mg xilén-cianol FF, 10 mg bromfenolkék, 200 ul 0,5M EDTA
(pH 8,0)) hasznaltunk. 2 pl total nukleinsavhoz 5 pl FDE festéket és 3 pl Milli-Q vizet adtunk, a
mintakat 65°C-on 5 percig denaturaltuk. A total nukleinsav elvalasztast IXTBE (90 mM Tris, 90
mM borsav és 3mM EDTA) pufferben, etidium-bromiddal festett, 1,2%-os agardz gélen 120 V-0s
fesziiltség mellett végeztiik. A gélelektroforézis eredményét Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+ System
késziilékkel fotoztuk le. A total nukleinsav koncentraciot NanoDrop®-al (Spectrophotometer ND-

1000) mértiik meg. A total nukleinsav kivonatokat felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

3.2.11. A virus RNS jelenlétének kimutatasa

A virus RNS-ek jelenlétét Northern blottal mutattuk ki. A virusfertézott mintakat TBE
pufferben 1,2%-o0s agardz gélen gélelektroforézissel elvalasztottuk. A total nukleinsavat kapillaris
rendszerben Hybond-NX membranra (GE Healthcare, Amersham) blottoltuk, 20xSSC (3 M NaCl,
0,3 M Natrium-citrat (pH 7,0)) puffer rendszerben egy éjszakan at. A total nukleinsavat UV

fénnyel (Amersham crosslinker) kotottiik a membranra.

3.2.12. Total RNS pool készités

Virusfert6zott N. benthamiana és S. lycopersicum névényekbdl egyedenként kivont RNS-
eket virusfertézés jelenlétének igazolasat kovetden egyesitettiik (pool). Az RNS pool
l1étrehozasanak célja, hogy a vizsgalatok soran egy atfogdbb képet kapjunk. S. lycopersicum és
N. benthamiana novények 4-4 egyedének total RNS kivonatat mértiik Gssze fertdézésenként. A
pool-ozott RNS-eket felhasznalasig -70°C-on taroltuk. A Northern blott analizist, a QRT-PCR-t és
az RNS szekvenalast az RNS pool-okbodl készitettilk. Az RNS szekvenalashoz hasznalt total
nukleinsav pool-okat RNazol-al tovabb tisztitottuk.

3.2.13. Endogén gének expresszidjanak visszaigazolasa Northern blottal

Az endogén gének expresszidjanak vizsgalatahoz MAE (0,1 M MOPS (pH 7,0), 40 mM
Na-acetat, 5 mM EDTA) pufferben, formaldehid tartalma 1,5%-o0s agaréz gélen
gélelektroforézissel elvalasztottuk a mintdkat. A mintdkat kapillaris blottold hasznélataval
Hybond-NX membranra (GE Healthcare, Amersham) rogzitettiik, 20xSSC puffer rendszerben egy

¢jszakan at. A mintdkat UV fénnyel a membranra kotottiik.
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3.2.13.1.Northern hibridizacié

A hibridizalas el6tt a sziikséges oldatokat eldmelegitettiik a hibridizalas hdmérsékletére. A
membrant el0szor a hibridizalds hémérsékletén 2xSSC-vel 20 percig mostuk, majd 1 6ran
keresztiil prehibridizaltuk. A hibridizalast 15 ml hibridizal6 pufferben (radioaktiv probat
tartalmazza) végeztiik egy éjszakan at. Hibridizalashoz a legtobb esetben Church puffert (1% BSA,
1 mM EDTA, 0,25 M NaHPO4, 7% SDS, pH 7,2), néhany esetben PerfectHyb™ Plus
Hybridization buffer (Sigma-Aldrich) vagy DIG Easy Hyb™ (Roche) puffert hasznaltunk. A
hibridizalasi hémérsékletet a hibridizalashoz hasznalt puffer hatarozza meg, ennek megfeleléen
Church puffer esetén 65°C-on, DIG Easy Hyb™ puffer esetén 50°C-on és PerfectHyb™ puffer
esetén 68°C-on végeztik a hibridizalast.

A hibridizalast kovetéen a membrant csokkend sé koncentracié mellett mostuk. A mosast
a hibridizalas hdmérsékletén végeztiik elomelegitett oldatokkal, elészor 10 percig 2xSSC 0,1%
SDS oldattal, majd tovabbi 10 percig 0,5xSSC 0,1% SDS oldattal. A megmosott membrant
becsomagoltuk, Hyperscreent tartalmazé kazettaba helyeztiik, filmet (FUJI Super RX) raktunk ra
¢s el6hivasig -70°C-ra tettiik. A jel erdsségétdl fliggden néhany oOrdig vagy akar két hétig is

exponaltuk, majd el6hivtuk a filmet.

3.2.13.2.Radioaktiv préba készitése

A klénozott virus ¢és endogén gének darabjairol Decalabel DNA Labeling Kit
(ThermoFisher Scientific) segitségével P*? izotoppal jeldlt, radioaktiv DNS probat készitettiink. A
radioaktiv proba elkészitéséhez a kovetkezd elegyet mértiikk 6ssze: 5 pl 5x Decalabel puffer,
1 ul templat (tisztitott PCR termék), 24 pl Milli-Q viz. A mintakat 8 percig forraltuk, majd jégre
raktuk. Az elegyhez hozzaadtunk 1,5 pl MixC-t, 0,5 pl Klenow DNS polimeraz enzimet és 3 pl
radioaktivan jelolt [0-P32]-dCTP-t. Majd a mintat 1 o6raig 37°C-on inkubaltuk, ezutan
hozzaadtunk 2 pl ANTP mixet és jabb 5 percig 37°C-on inkubaltuk. A minta denaturdlasat 5
percig 96°C-on végeztiik, majd jégre raktuk. A radioaktivan jeldlt probat 15 ml hibridizald
pufferbe mértiik bele.

3.2.14. Endogén gének expresszidjanak visszaigazolasa qRT-PCR-rel

Virusfertézott N. benthamiana és S. lycopersicum novényekbdl készitett CDNS-rél az M2.
és M3. mellékletben felsorolt primerek segitségével 3 biologiai és 3 technikai ismétlésben
kvantitativ real-time PCR-t végeztiink. N. benthamiana esetén a celluloz szintaz (ACS), a sejtfal
invertaz (CWINV) és a carbonsav anhidrid (CA) gének expresszidjat vizsgaltuk. S. lycopersicum
novény esetén a sejtfal invertaz (CWINV), a carbonsav anhidrid (CA), az |. fotokémiai rendszer

(PSI) O alagység, elongdcios faktor (EF), hiszton, patogenezis-kapcsolt fehérje 1 (PR1) és a
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szisztemikus rezisztencia (SAR) gének expressziojat vizsgaltuk a virusfertézésekben. Mindkét
gazda esetén az ubiqutint hasznaltuk belsé referenciaként. A qRT-PCR-hez hasznalt poolozott
RNS kivonatokat eldszor DNéaz (ThermoFisher Scientific) kezelésnek vetettiik al4, majd RNazol-
lal (Sigma-Aldrich) tovabb tisztitottuk. 3 pg RNS-rél reverz tranzkriptazzal 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. A
gRT-PCR reakcidhoz Osszemértink: 6 upl 2x SYBER Green Master Mix-et (Applied
Biosystems®), 0,6 ul forward primert, 0,6 pul reverz primert, 1,8 pl Milli-Q-t és 3 pl 16x-0san
higitott ¢cDNS-t. A gRT-PCR-t Rotor Gene 3000 (Qiagen) késziilékkel végeztiik, az alabbi
koriilmények mellett: 95°C 10 perc; 40 cikluson keresztiil ismételve: 95°C 15 sec, 60°C 1 perc,
végiil olvadaspont meghatarozashoz 72°C 45 sec-ig tartottuk a mintakat, majd 5 masodpercenként
1°C-kal noveltik a hémérsékletet 95°C-ig. A mintakat -20°C-on taroltuk. A RT-PCR
eredményeit Rotor Gene 6 (Qiagen) szoftverrel értékeltiik ki. A kontroll és a virusfert6zott mintak
Osszehasonlitasaval valamint az ubiquitin (belsé kontroll) hasznalataval relativ gén-expresszios
kiilonbségeket szamoltunk a deltadelta Ct modszer segitségével. A relativ normalizalt gén-
expresszios kiilonbségeket R statisztikai program segitségével készitett bajusz diagramon
abrazoltuk. A bajusz diagramm vizszintes tengelyén az egyes virusfertdzéseket, fliggbleges
tengelyén az adott gén relativ normalizalt expresszidjat tiintettiik fel. A kiilonboz6 virusfertézések
esetén gének expressziojat minden esetben a kontrollhoz viszonyitottuk, melynek relativ

normalizalt expresszidja 1.

3.2.15. Klorofill fluoreszcencia mérés

A fotoszintetikus aktivitds nyomonkdvetése céljabol virusfertézott N. benthamiana és
S. lycopersicum novényeken klorofill fluoreszcencia mérést végeztiink. A klorofill fluoreszcencia
méréseket €s a mérési eredmények kiértékelését a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont,
Noveénybiologiai Intézet, Molekularis Stressz- €s Fotobiologiai Csoportjanak segitségével
végeztiik el. A novények fertézése az 3.2.9 fejezetben leirtaknak megfeleléen zajlott. Mindkét
gazdanovény esetén fertdzésenként harom novénnyel dolgoztunk és minden névényen harom
levélnek a klorofill fluoreszcencia paramétereit hataroztuk meg. A méréseket N. benthamiana
novényeken 7 dpi (CymRSV és crTMV) illetve 11 dpi (TCV) és S.lycopersicum névényeken 8 dpi
(TMV, PVX) végeztiik el, kontroll jelenléte mellett. A gyors klorofill fluoreszcencia tranziens
(OJIP) méréseket iiveghédzi koriilmények kozott tartott 20 percen at sotét-adaptalt leveleken
HandyPEA fotoszintetikus hatékonysagmérd késziilékkel (Hansatech Instruments, UK) végeztiik
el. A klorofill fluoreszcencia indukcios paramétereket DUAL-PAM-100 késziilékkel (Walz,

Németorszag) hataroztuk meg. Az eredmények kiértékelését Dr. Kenny Paul végezte.
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3.2.16. Novények hotérképezése

A hoétérképezést virusfertézott N. benthamiana ¢és S.  lycopersicum ndvények
transpiraciojanak megfigyelése miatt végeztiik el. A hdétérképezést illetve a hotérképezés
eredményének kiértékelését a Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Novénybiologiai Intézet,
Molekularis Stressz- és Fotobiologiai Csoportja segitette. Mindkét gazdanovény esetén
fertdzésenként harom ndvénnyel dolgoztunk és minden novényen harom levélnek végeztiik el a
hotérképezését. A méréseket N. benthamiana névényeken 4 dpi (CymRSV and crTMV) illetve 8
dpi (TCV) és S. lycopersicum novényeken 13 dpi (TMV, PVX) végeztiik el, kontroll jelenléte
mellett. A névények hotérképezéséhez Varioscan 3021-ST (Jenoptik Laser, Optik Systeme GmbH,
Jena, Németorszag) kamerat hasznaltunk. Az eredmények kiértékelését Dr. Kenny Paul az IRBIS

Plus (Jenoptik) szoftver segitségével végezte.

3.2.17. RNS szekvenalas

A gén-expresszids valtozasok pontosabb nyomonkdvetésének céljabol RNS-t
szekvenaltattunk. A virusfert6zott S. lycopersicum noévényekbdl fenol-kloroformos modszer
segitségével total RNS kivonatot készitettiink, ezeket pooloztuk, majd a mintakat RNazol-lal
tisztitottuk. A tisztitott RNS-eket az UD-GenoMed Kft.-vel Illumina HiScanSQ NGS platformon
szekvenaltattuk. Harom bioldgiai ismétlésbdl szarmazoé mintdk RNS szekvenalasat végeztettiik el.
Technikai ismétlésként 3. bioldgiai ismétlést készer szekvenaltak, ezért targyaljuk a késdbbiekben

négy RNS szekvenalasnak az eredményét.

3.2.18. Bioinformatikai elemzések
A microarray és az RNS szekvenalasi adatok mindség ellendrzését, normalizalasat, a
varianciaanalizist, a p-érték meghatarozast, valamint a gén ontoldgiai (GO) analizist Dr. Kontra

Levente, a NAIK-Mez6gazdasagi Biotechnologiai Kutatointézet munkatarsa végezte.

3.2.18.1. Microarray adatok elemzése

Mind harom biologiai ismétlés, minden egyes probajara elvégztiik az expresszios értékek
normalizalasat. Kétmintas T proba varianciaanalizissel meghataroztuk a korrigalt p-értéket
(<0,05). Ezt kovetden olyan géneket azonositottunk, melyek statisztikailag szignifikans valtozast
mutattak CymRSV, crTMV vagy TCV virusfert6zésre. Relevansnak csak a kontrollhoz képest
legalabb kétszeres expresszids valtozast mutatd géneket tekintettiik.

A MapMan honlapjan (HTTP5) elérhet6 a microarray chip-hez tartoz6 Bin kod lista, ezaltal
funkcioé szerint csoportositottuk az egyes probakat. A szamunkra fontos kategoridkat

(fotoszintézis, hormon szabalyozas) részletesebben is elemeztiik. Az eredményekben bemutatott
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hétérképek, diagrammok elkészitéséhez a Microsoft Office programcsomag, tablazatkezeld Excel

programjat hasznaltuk.

3.2.18.2.RNS szekvenalas adatainak elemzése

A read-ek mindségi kontrolljahoz fastqc, a riboszéma kontaminacié eltavolitasahoz
sortmerna [KoPYLOVA et al. 2012], az adapterek levagasahoz (trimmelés) és a mindségi szliréshez
trimmomatic [BLOGER et al. 2014] programot hasznaltunk. A read-eket mindségi ellendrzését
kovetden felillesztette a S.lycopersicum genomjara (Sly2.5 genom, ITAG2.4 annotacioval), majd
tuxado protokoljat [TARPNELL et al. 2012] alkalmazva szamszerisitettiik és meghataroztuk a
szignifikans expresszids kiilonbséget. Késdbbi vizsgalatok szempontjabol csak azokat a géneket
vettiik figyelembe, melyek szignifikans differencial expressziot (FDR-hez igazitott p-érték <0,05)
és legalabb kétszeres valtozast mutattak a kontrollhoz képest.

A MapMan honlapjan [HTTP5] megtalaltuk a S. lycopersicum annotalt génjeihez tartozo
Bin kodokat is, igy ez esetben is elvégeztiik a funkcid alapjan torténd csoportositast a késdbbi
elemezésekhez. Az eredményekben bemutatott hotérképek, diagrammok elkészitéséhez a

korabbiakkal megegyezden a Microsoft Office programcsomag, tablazatkezeldjét hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A virusfertozott N. benthamiana novények gén-expressziés vizsgalatinak eredményei
Kisérleteink soran microarray hibridizacioval CymRSV, crTMV, TCV virussal fertdzott
Nicotiana benthamiana névények genomszintii gén-expresszios valtozasait vizsgaltuk azért, hogy
megértsiik, milyen folyamatok allhatnak a gén-expresszids valtozasok hatterében. Vizsgaltuk,
hogy egyes virusfertézések soran bekovetkezik-e a haztartasi géneket érinté shut-off jelenség.
Vizsgaltuk, hogy ugyanazon gazdandvényen az egyes virusfertézések okoznak-e tovabbi

kiilonbséget génexpresszos szinten.

4.1.1. A shut-off jelenlétének vizsgalata

Az endogén gének koziil a shut-off jelenlétét leginkdbb tiikkr6zé ribuloz-1,5-bifoszfat-
karboxilaz-oxigendz (Rubisco), glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz (Gapdh), és klorofill
pigment-kotd fehérje 29 (CP29) gének expresszids szintjét vizsgaltuk.
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9. abra Shut-off jelenség vizsgalata virusfertozott N. benthamiana névényben. A/ Fontosabb
haztartasi gének microarray analizissel detektalt expresszios valtozasa és B/ Northern blottal
torténd visszaigazoldsa

A microarray kisérleteink adatainak elemzése alapjan CymRSYV és crTMV fertézés esetén
a fontos haztartasi gének expresszidja lecsokkent, mig TCV virusfertézésnél nem jelentkezett a

shut-off. A virusfert6zésekben Northern blott segitségével vizsgaltuk a Rubisco, a Gapdh, a CP29
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gén expresszios szintjének valtozasat és a shut-off jelenlétét. A 9. abra A részén a microarrayel, B
részén a Northern blottal detektalt gén-expresszios valtozasokat szemléltettiik.

Az 9. dbra A részén sarga szinnel jeloltiik azokat a microarray probakat, melyeket a radioaktivan
jelolt proba detektal. Kimutattuk, hogy a CymRSV és crTMV fert6zo6tt novények esetén a Rubisco,
a Gapdh és a CP29 gén expresszidja a kontrollhoz képest lecsokkent, shut-off jelenséget mutatott.
TCV virusfert6zés esetén shut-off nem jelentkezett, a Rubisco, a Gapdh és a CP29 gén
expresszidja valtozatlan maradt a kontrollhoz képest. A visszaigazolt endogén gének normalizalt
gén expresszios valtozasat a 9. abra B részén lathato értékek jellemzik.

Phd munkdmhoz szorosan kapcsolodik a kutatocsoportunk egy masik vizsgalata is, mely
soran a VIGS vektorok alkalmazésanak korlatait vizsgaltuk. Ezen eredmények koziil csak az
altalam elvégzett kisérleteket ismeretetem, a kisérletek részletes leirata és tovabbi eredményei
Olah Enikd Phd munkéjaban valamint a k6z6s munkabol késziilt publikacidoban érhetd el [OLAH
et al. 2016]. Kisérleteink soran vizsgaltuk az iires és a fitoén deszaturdz (PDS) gént tartalmazo
TMV, PVX, é TRV VIGS vektorral fertézott Nicotiana benthamiana névények fontosabb
haztartasi génjeinek expresszidjat, melyet 10. abra szemléltet. Northern blottal kimutattuk, négy
biologiai ismétlésben, hogy a tubulin, a Gapdh gének expresszidja lecsokken a PDS gént
tartalmazé TMV, PVX VIGS valamint az iires és a PDS gént tartalmaz6 TRV VIGS vektor

alkalmazasa esetén is.

TMV PVX

PDS M PDS M PDS M PDS M PDS M PDS M PDS M PDS M
tubulin
Gapdh
rRNS

TRV

PDS M PDS M PDS M PDS M
tubulin
rRNS

10. abra TMV, PVX és TRV VIGS vektorral fertézott N. benthamiana névények gén-
expresszios valtozasa
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4.1.2. A shut-off jelenség nem a nekrézis kovetkezménye

Vizsgalataink sordn ki akartuk zarni annak lehet6ségét, hogy a shut-off jelenséget a
nekrozis okozza. Ennek igazolasahoz N. benthamiana novényeket fertéztiink vad tipusu CymRSV
¢s mutans CymRSV (Cym19stop) virussal. A pl9 deficiens Cym19stop virussal valo fertdzés
esetén kimutattak, hogy a szupresszor hianya hatassal van a virus felhalmozodésara és terjedésére
[HAVELDA et al. 2003]. Ezen kiviil a p19 hianya miatt a virusrol keletkez6 siRNS-ek szabad
formaban maradnak jelen, felhalmozddnak ¢és indukaljak az RNS interferencia mechanizmusat,
melynek hatasara a névények kigyogyulnak [SZITTYA et al. 2002]. Tovabba bizonyitott, hogy
15°C-on siRNS-alapti RNS interferencia gatolt [SzITTYA et al. 2003]. Ezek alapjan, ha a fert6zott
novényeket 21°C-on nevelnénk azt figyelhetnénk meg, hogy a CymRSV fertézott ndvények
nekrozist kovetéen rovid idon beliil elpusztulnanak, mig a Cyml9stop fertdzott novények
kigyogyulnanak. A fertdzott ndvényeket 15°C-on neveltiik, ezéltal alacsony hémérsékleten a
CymRSV virussal fert6zott novényekben a virus lassabban terjedt el, a Cym19stop virussal
fert6zott novényekben pedig tobb virus akkumulalddott, azonban nekrdzis nem jelentkeztett. A
virusfert6zott ndvényekrdl 12 nappal a fertézést kovetden gylijtottiink mintat. Northern blott
segitségével vizsgaltuk a Rubisco, CP29 haztartasi gének expresszios szintjét és a shut-off jelenség
meglétét, tovabba a PR-Q stressz gén expresszios szinjének valtozasat kovettiik nyomon (11. abra
A része). Kimutattuk, hogy 15°C-on nevelt CymRSV és Cym19stop fertdzott ndvényekben is
lecsokkent a Rubisco és Gapdh gén expresszidja a kontrollhoz képest, a PR-Q expresszidja pedig
mindkét virusfertdzés esetén indukalodott. A kisérletet megismételtiik egy a CymRSV virussal
kozeli rokonsagban 4llo CIRV virussal, melynek ugyan csak van egy p19 deficiens valtozata, a
CIRV19stop. A virusfertézott novényeket 15°C-on neveltiik, majd a fert6zést kovetd 12. napon
mintat gyijtottiink. Northern blott segitségével ez esetben is megvizsgaltuk a Rubisco, CP29
haztartasi gének expresszios szintjét és a shut-off jelenség meglétét, valamint a PR-Q stressz gén
expresszios szinjének valtozasat is nyomonkovettiik (11. abra B része). Kimutattuk, hogy 15°C-
on nevelt CIRV ¢és CIRV19stop fertézott novényekben is lecsokkent a Rubisco és Gapdh gén
expresszidja a kontrollhoz képest, a PR-Q expresszidja pedig mindkét virusfertézés esetén

indukalodott.
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11. abra Vad tipusu és p19 deficiens mutans virussal fertézott N. benthamiana névényekben

bekovetkezd gén-expresszids valtozadsok

4.1.3. A virusfert6zések hatasa a gazdanovény gén-expresszios rendszerére

A virusfertézott N. benthamiana mintakbol 3 biologiai ismétlésben késziilt microarray
analizis. A virusfert6zott N. benthamiana microarray analizis eredményeinek tovabbi elemzése azt
mutatta, hogy a CymRSV és crTMV virussal fert6zott novényekben drasztikusabb gén-
expresszios valtozasok kovetkeztek be a kontrollhoz képest, mint TCV virusfertézés esetében,
mely a vulkan diagrammon (12. dbra) is jol lathat6. A vulkan diagrammokon az egyes pontok a
kontrollhoz viszonyitott gén-expresszios eltéréseket mutatjak a kiilonb6z6 virusfert6zésekben. A
vizszintes tengelyen lathatd, hogy a gének expresszidja milyen iranyban valtozik (cs6kken vagy
nd), mig a fliggdleges tengelyen a valtozas mértékét abrazoltuk. Piros szinnel jeloltiik azokat a
géneket melyek expresszidja szignifikans valtozast mutatott a kontrollhoz képest. A vulkan
diagrammon lathatd, hogy tobb génnek az expresszidja valtozott meg a CymRSV és crTMV
fert6zott novényekben, mint a TCV esetén. Ezenfeliil a vulkdn diagramm azt is mutatja, hogy
CymRSV és crTMV fert6zés esetén sokkal tobb génnek az expresszidja csokken le, mint
amennyinek az expresszidja indukalodik.

CymRSV/kontroll crTMV/kontroll TCV/kontroll

genes: CymRSV/mock genes: crTMV/mock genes: TCV/mock

o' 5 © =
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4
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12. abra CymRSV, ctrTMV, TCV virussal fertdzott N. benthamiana mintakban detektalt gén-

expresszios valtozasok nagysagrendje a kontrollhoz képest
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A tovabbi elemzéseinknél csak azokat a gén-expresszios valtozasokat tekintettiik
szignifikansnak, melyek a kontrollhoz képest legalabb kétszeres valtozast mutattak és p-értékiik
0,05-n¢él kisebb volt. Ezeket a valtozasokat oszlop diagramok segitségével szemléltettiik (13.
abra). A CymRSV virusfert6zés esetén 6639 génnek az expresszidja valtozott szignifikansan,
melybdl 2807 génnek megnott és 3832 génnek lecsokkent expresszidja. crTMV virusfertézésnél
6318 génnek az expresszidja mutatott jelentds valtozast, 2033 génnek megnétt és 4285 génnek
lecsokkent az expresszidja. Ehhez képest TCV virusfert6zés esetén Osszesen csak 515 génnek
valtozott szamottevOen az expresszidja, melyek koziil 275 génnek megnétt és 240 génnek

lecsokkent az expresszioja.
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13. abra Virusfert6zott N.benthamiana névények gén-expresszios profilja

Ezt kdvetden megvizsgaltuk az expresszios valtozast mutatd gének eloszlasat a kiilonb6zo
virusfertézésekben és ennek eredményét venn diagrammon abrazoltuk (14. abra). A 14. abra A
része tartalmazza azon gének szamat, melyek expresszidja a kontrollhoz képest legalabb kétszeres
mértékben megndovekedett CymRSV, crTMV, TCV virusfertdzés hatdsara. A 14. abra B része
mutatja azon gének szamat, melyek expresszidja a kontrollhoz képest legalabb kétszeres
mértékben lecsokkent CymRSV, crTMV, TCV virusfert6zés hatasara. A 14. abra A részén lathato,
hogy CymRSV fert6zés esetén 1299, crTMV fert6zésnél 498 génnek az expresszidja nott meg és
1372 olyan gén volt melynek expresszidja mindkét fertdzés esetén legalabb kétszeres mértékben
indukalddott. TCV virusfert6zés esetén Osszesen 77 génnek az expresszidja nétt meg. 62 olyan
gént azonositottunk, melynek az expresszidja TCV és crTMV fertdzés esetén és 35 mely TCV és
CymRSV fert6zés esetén is indukalodott. Az elemzés szerint 101 gén indukalodott mindharom
virusfert6zés esetén. A 14. abra B része azt mutatja, hogy CymRSV fertézés esetén 604, crTMV
fertézésnél 1043 génnek az expresszidja csokkent le és 3044 olyan gén van melynek expresszidja
mindkét fert6zés esetén legalabb kétszeres mértékben lecsokkent. TCV virusfert6zés esetén 33

génnek az expresszioja csokkent le. Ezenfeliil 23 génnek az expresszioja csokkent le TCV és
52



crTMV fert6zés hatasara és 9 génnek az expresszidja csokkent le TCV és CymRSV fertézésre is.

Az elemzés alapjan 175 génnek az expresszidja csokkent le mindharom virusfert6zés esetén.

4.1.4. A szignifikins expressziét mutaté gének funkcionalis kategorizalasa
A >2x novekedett B >2x csokkent

CymRSV

crTMV CymRSV

604

B CsOkkent BENoOvek

15. abra Virusfert6zott N.benthamiana névényekben a szignifikans expressziot

mutato gének funkcionalis kategorizalasa

A kontrollhoz képest szignifikansan valtozo expressziot mutatd géneket bin kategoriak
alapjan funkcionalisan csoportositottuk, 6sszesen 30 kategoriaba (15. abra). A savdiagrammon a
vizszintes tengelyen a gének szama, a fiiggéleges tengelyen a funkciondlis kategoridk lathatdak.
A kategoéridkon beliil z6ld szinii sav jelzi azokat a géneket, melyek expresszdja lecsokkent és piros
sav jeloli az indukalddott géneket.

A 15. abra mutatja, hogy gén-expresszios valtozasok foként a fotoszintézisben, a sejtfal
anyagcserében, a stresszben, az RNS szabéalyozéasban, a fehérje anyagcserében, a jelatviteli
folyamatokban, a sejtciklusban, a transzport folyamatokban szerepet jatszo géneket érintette. Ezen
csoportok koziil a fotoszintézisben, a sejtfal anyagcserében, a fehérje anyagcserében és a
sejtciklusban érintett gének tobbségének lecsokken az expresszidja. Ezzel szemben az is jol latszik,

hogy a stressz valaszban szerepet jatszd gének foként indukalodnak virusfertdzés hatasara. Ezt
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kovetéen ezek kozil a csoportok kozil kivalasztottunk néhanyat, melyekett a kiilonboz6

virusfertézések esetén részletesen is megvizsgaltunk.

4.1.5. A stressz gének

A stressz gének csoporton beliil 224 gént detektaltunk, melyek expresszidja szignifikans
valtozast mutatott a kontrollhoz képest, ezek koziil 84 génnek az expresszioja lecsokkent és 140
génnek az expresszidja indukalddott. Hotérképen abrazoltuk a virusfertdzések okozta Stressz
gének expresszidjaban bekovetkezd valtozast a kontrollhoz képest, melyet a 16. abra A része
szemléltet. A hétérkép alapjan elmondhato, hogy CymRSV és crTMYV fert6zés hatasara a stressz
gének expresszoja drasztikusan megvaltozott, a gének tobbsége indukalodott. TCV virusfertdzés
esetén a stressz gének expresszidja valtozatlan marad.

Elemzéseink alapjan a stressz gének koziil a legnagyobb mértéki indukcidt a hdsokk
fehérje gének és a patogén kapcsolt gének mutattak, ezek microarray technikaval detektalt
valtozésai a 16. dbra B részén lathatoak. Ezt kovetden kivélasztottunk néhdny markéns gén
expresszios valtozast mutato stressz gént, melynek expresszidjat molekularis biologiai mdodszerrel
is visszaigazoltuk. Az 16. abra B részén sarga szinnel jeloltiik azokat a microarray probakat,
melyeket a radioaktivan jel6lt proba detektal. Northern blottal megvizsgaltuk a patogén kapcsolt
fehérje gének (PR1, PR-Q), a szisztemikusan szerzett rezisztencia gének (SAR) és a glutation S
transzferaz (GST) gének expresszios szintjének valtozasat a kiillonbozo virusfertézésekben (16.
abra C része). Kisérletiinkkel igazoltuk, hogy a PR1, PR-Q, SAR és a GST gén expresszidja
indukalodik CymRSV és crTMV virusfert6zés esetén a kontrollhoz képest. Ezzel ellentétben TCV
virussal fert6zott novényekben a PR1, PR-Q, SAR gén expresszidja valtozatlan maradt, a GST gén
expresszioja enyhén emelkedett meg a kontollhoz képest. A visszaigazolt stressz gének

normalizalt gén expresszids valtozasat 16. abra B részén lathato értékek jellemzik.
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4.1.6. A sejtfal anyagcserében
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16. abra Virusfert6zott N.benthamiana novényekben A/ microarray elemzés alapjan a stressz
gének expresszios valtozasa B/ a markans gén-expresszios valtozast mutato stressz gének és C/
azok expressziojanak visszaigazolasa Northern blottal

szerepet jatszo gének

A sejtfal anyagcserében szerepet jatszo gének koziil 131 génnek az expresszidja mutatott
szignifikans kiilonbséget virusfertdzés hatasara a kontrollhoz képest, ebbdl 109 génnek az
expresszidja csokkent le és 22 génnek az expresszidja emelkedett meg. A sejtfal anyagcserében
résztvevd gének expresszid valtozasat a 17. abra mutatja be az egyes virusfertézésekben. A
hétérképen (17. abra A része) lathatd, hogy a sejtfal anyagcserében részvevd gének expresszidja
CymRSV ¢és ctrTMV fertézésekben megvaltozott, mig TCV virusfertézés hatdsara nem valtoztak
a sejtfal anyagcsere gének. Ezen gének koziil a sejtfalat felépitd, celluloz szintézisben szerepet
jatszo6 CESA8 és a CWINV2 gének expresszidjat qRT-PCR-¢l is megvizsgaltuk. A 17. abra B
részén a vizsgalt gének cellul6z bioszintézisben betoltott szerepét szemléltettiik. A 17. dbra C

részén a microarray analizissel, a D részében qRT-PCR-el detektalt gén-expresszios valtozasokat
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szemléltettiik. Az abran lathato, hogy a microarray analizissel megegyezéen CymRSV ¢és crTMV
virusfert6zés hatasara N. benthamiana novényben a CESA8 gén expresszidja lecsokkent, mig a
CWINV2 gén expesszioja indukalodott. TCV fertézés hatdsara sem a CESA8, sem a CWINV2
génnek az expresszidja nem valtozott.
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17. abra A/ Microarray analizissel kimutatott sejtfal felépitésben szerepet jatszo gének
expresszi6 valtozasa. B/ A CESA és a CWINV celluloz bioszintézisben betdltott szerepe.
C/ A sejtfal felépitésében kulcszerepet jatszé CESA és CWINV gének expresszid valtozasa
microarray adatok alapjan, valamint ezek D/ qRT-PCR-rel torténd visszaigazolasa
N.benthamiana névényben.
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4.1.7. A fotoszintézisben szerepet jatszé gének

CymRSV crTMv— TCV A fotoszintézisben szerepet jatsz6 gének koziil 379 génnek az

expresszidja mutatott szignifikans kiilonbséget virusfertézés

hatasara a kontrollhoz képest, ebbdl 377 génnek az expresszioja
csokkent le, és 2 génnek az expresszidja emelkedett meg. A
fotoszintézisben résztvevd gének expresszid valtozasat a 18. abra
mutatja be a kiilonb6zd virusfertézésekben. A hotérképen lathato,

hogy a fotoszintézisben részvevd gének expresszidja szinte minden

esetben lecsokkent és ezek a valtozdsok a CymRSV és a crTMV

18. 4bra thoszintézisben fertézésekben drasztikusabbak voltak. TCV virusfert6zés hatasara csak enyhe
szerepet jatszo gének o D,
expresszios valtozasa mértékben tapasztaltunk a fotoszintézisben résztvevd gének expresszidjaban

virusfertdzott dohanyban  41¢0z4st.

Ezt kovetéen Kivalasztottunk néhany olyan gént (feoforbid a oxigendz, klorofill koté
proteinek, citokrom P450) melyek expresszioja kozvetleniil vagy kozvetve a fotoszintézisre hat.
A Kklorofill degaradacioban ¢és levéloregedésben kulcsszerepet jatszo feoforbid a oxigendz (PAO,
pheophorbide a oxigenase) génre specifikus probat a microarray chip nem tartalmazott, ezért
Northern blottal vizsgaltuk a PAO gén expresszidjat, melynek eredménye a 19. dbra A részén
lathatd. Northern blottal kimutattuk, hogy CymRSV és crTMV fert6zés hatasara a PAO
expresszidja indukalodik, mig TCV fert6zés esetén az expresszidja nem valtozik a kontrollhoz
képest. A 19. abra B részén illetve C részén a microarray analizissel detektalt klorofil/ a/b kot
fehérje illetve citokrom P450 gének expresszios valtozasa figyelheté meg. A klorofill a/b kotd
fehérje és a citokrom P450 gének expresszidja CymRSV és crTMV fert6zés hatasara drasztikus
valtozast mutatott, ezzel ellentétben TCV fert6zés hatasara expressziojuk valtozatlan maradt.
CymRSV ¢és crTMYV fertzéskor a klorofill a/b koto fehérje gének expresszidja lecsokkent, mig a

citokrom P450 gének tobbségének expresszidja megnott.
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N. benthamiana novényben. A/ A PAO gén expresszio valtozasanak igazolasa Northern blottal
¢és microarray analizissel kimutatott B/ klorofill a/b kité fehérje és Cl citokrom P450 gének
expresszio valtozasa virusfertézott dohanyban.
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4.1.8.Klorofill fluoreszcencia mérés és hotérképezés

A microarray analizis eredményei azt mutattak, hogy a fotoszintézisben fontos szerepet
jatszd gének expresszidja draszikusan lecsokkent a CymRSV és a ctrTMV virusfertézésekben,
azonban TCV virusfert6zés esetén nem tapasztaltuk ezt. Annak vizsgalatara, hogy a microarray
elemzéssel azonositott gén-expresszios valtozasoknak milyen fizioldgiai hatasa van két fizioldgiai
mérést végeztiink. (1) A fotoszintetikus apparatus megfeleld6 mitkodésének ellendrzésére €s a
fotoszintetikus aktivitas nyomonkovetésére klorofill fluoreszcencia mérést végeztiink (20. abra A
része). A klorofill fluoreszcencia méréssel kimutattuk, hogy a klorofill fluoreszcencia paraméterek
jelentdsen lecsokkentek CymRSV és crTMV virusfert6zés esetén a kontrollhoz képest. TCV
virusfert6zott novényeknél kontollhoz hasonld vagy egy kicsit magasabb klorofill fluoreszcencia
paramétereket mértiink. (2) A ndvények transpiracidjanak monitorozasahoz hétérképezéssel
vizsgaltuk a novények homérsékletét (20. abra B része). A hétérképezés eredményei azt mutattak,
hogy a CymRSV és a crTMV virussal fert6zott ndvények homérséklete szignifikansan magasabb
mint a kontroll novényeké, a kornyezeti hémérséklethez kozelitett. Ezzel szemben TCV
virusfertézés esetén a ndvények hémérséklete hasonlo, illetve kicsit alacsonyabb volt a kontroll

novények hdmérsékleténél.
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20. abra Virusfert6zott N.benthamiana ndvények A/ korofill fluoreszcencia mérése és B/
hétérképezése
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4.1.9. A gén-expressziot befolyasolo kulcsregulatorok vizsgalata

Csoportunkban korabban végzett in vitro run on transzkripcios kisérletekkel is
megallapitottak, hogy a shut-off jelenség transzkripcids szinten hat és a sejtmagban alakul ki
[HAVELDA et al. 2008], ahol a TF-ok végzik a cél mRNS-eik szabalyozasat. Ezért fontosnak
tartottuk, hogy mindkét gazdandvény esetén megvizsgaljuk a fontosabb transzkripcios faktorok
expresszidjanak valtozasat. N.benthamiana noévények microarray vizsgalatakor tobb olyan
transzkripcids faktort is azonositottunk, melyek expressziojat az akut virusfertézések erdsen
befolyasoltak, azonban perzisztens virusfertézésben expresszidjuk valtozatlan marad (1. tablazat).
Az 1. tablazatban bemutatott microarray elemzések alapjan elmondhatd, hogy CymRSV és crTMV
fert6zott N. benthamiana névényekben a BZL4 tipusui leucin cipzar TF (BZL4)-ok, a NAP (NAC-
like), ZFP19 fehérje és a WRKY70 TF-0k expresszidja jelentds mértékben indukalodott, mig a
LRR-t tartalmazo transzmembrdn kindz és a transzmembrdn kindz 1 (TMKL1) expresszioja

lecsokkent.

1. tablazat Microarray analizis alapjan kigytijtott fontosabb transzkripcios faktorok gén-

expresszios valtozasai virusfertézott N.benthamiana ndvényekben

_ . Log2Fold change
Transzkripcids faktor neve Prébaneve CymRSV | crTMV oV
BZzL4 A_95_P006856 3,70 3,65
NAP A_95 P126537 4,11 6,28
VFP19 A_95_P305473 6,47 7,75
WRKY70 A_95 P258031 3,49 3,34
LRR transmembrane kinase | A 95 P084700 -5,27 -5,83
TMLK1 A_95 P122827 -5,11 -5,57

Ezenfeliil munkank soran megvizsgaltuk a gén-expresszio szabalyozasaban kulcsszerepet
jatszd6 AGO4 és metiltranszferazok expresszidjanak valtozasat is, melyet a 21. abra szemléltet. A
21. abra A részén lathatd a microarray elemzések szerinti AGO4 expresszdjaban bekdvetkezo
valtozas és a microarray adatok Northern blottal torténd visszaigazoldsnak az eredménye. A
microarray és a Nortern blott egyhanglian azt mutatja, hogy CymRSV és crTMV virusfertézés
esetén az AGO4 expresszioja lecsokkent a dohany ndvényekben, mig TCV virusfert6zésnél
expresszidja valtozatlan maradt. A 21. dbra B részén a microarray modszerrel detektalt
metiltranszferdz gének expresszidjaban bekovetkezett valtozasokat abrazoltuk. Lathatd, hogy a
metiltranszferaz gének expresszidja az akut virusfertézésekben lecsokkent, mig a perzisztens

virusfertdzésekben valtozatlan maradt.
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N. benthamiana Log? Fold change AGO4A
praba neve CymRSV | crTvV TCV

AGO4 |A_95 P267016 -3,47 -3,58 virus RNS
rRNS
N. benthamiana Log2 Fold Change N .benthamiana
praba neve CymRSV | crTMV [ TCV CymRSV  crTMV TCcVv
A_95_P092773 -4,9352| -5,6606 X
A_95 P0O18246 -4,5027]-5,1737 2
Metiltranszferdzok |A_95_P032611 -4,4585|-5,0847 j
A_95_P045291 -3,8118| -4,9458 N
%
A_95 P251627 -4,0812|-4,0849

21. abra A/ A microarray elemzés és Northern blottal visszaigazolt AGO4 expresszioja
dohanyban. B/ Microarray analizissel kimutatott metiltranszferazok expresszids valtozasai

virusfert6zott N.benthamian névényekben.



4.2. A virusfertozott S. lycopersicum novények gén-expresszios vizsgalatanak eredménye
Kisérleteink soran TMV és PVX virussal fertézott Solanum lycopersicum novények
genomszintli gén-expresszios valtozasait szerettiik volna nyomonkdvetni. Vizsgaltuk, hogy a
dohanyon végzett vizsgalatainkhoz hasonloan, a kiilonbozé virusfertézések kozott taldlunk-e
kiilonbséget és masik gazda-virus kapcsolat esetén is jelentkezik-e a shut-off jelenség? Mindehhez
azonban ki kellett valasztanunk egy paradicsom fajtat és optimalizalnunk kellett a virusfertézott

novények mintaszedését.

4.2.1. A Kisérlet optimalizalasa

El6kisérleteink soran a shut-off jelenlétének megfigyelésére harom kiilonboz6 paradicsom
fajtarél (Kecskeméti jubileum, M82, Moneymaker) gy(jtottiink mintat (22. abra A része)
kiilonbz6 iddpontokban. A shut-off jelenlétét leginkabb tiikroz6 Rubisco, Gapdh endogén gének
mRNS szintjét vizsgaltuk (22. abra B része).

Eldkisérleteink azt mutattadk, hogy a Kecskeméti jubileum, az M82 ¢és a Moneymaker fajta
PVX virussal torténé fertézése esetén mind a Rubisco, mind a Gapdh gén expresszidja jelentdsen
lecsokkent a kontrollhoz képest, mig TMV fertézés esetén a vizsgalt endogén gének expresszidja
valtozatlan maradt vagy kismértékben indukalodott. Ezek alapjan a késébbi vizsgalatainkhoz mar
csak a Kecskeméti jubileum fajtat hasznaltuk és a mintakat a virusfertézést kovetd 14. napon
gyljtottik be. A mintakbol 3.2.10 fejezet szerint total RNS kivonast végeztiink, majd az 3.2.17
fejezetben leirtaknak megfeleléen RNS-t szekvenaltattunk.

A B

kontroll TMV PVX

KJ
Rubisco
M82 virus RNS
rRNS
Gapdh
virus RNS
MM

rRNS

22. abra Mintaszedés optimalizalasa. A/ Harom kiilonb6z6 paradicsom fajtarol begytijtott virus
¢és kontroll mintak. B/ A shut-off jelenlétének vizsgalata virusfertdzott S. lycopersicum mintakon.

4.2.2. A shut-off jelenség vizsgalata
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Az RNS szekvenalas eredményei alapjan, a PVX fertdzés esetén a fontos haztartasi gének

expresszidja lecsokkent, mig TMV virusfert6zésnél nem jelentkezett a shut-off (23. abra A része).

A virusfertézésekben Northern blottal (23. abra B része) és qRT-PCR-rel (23. abra C része)

igazoltuk vissza a Rubisco, a Gapdh, a CP29, az EF és a hiszton gének expresszids szintjének

valtozasat és a shut-off jelenség meglétét. Kimutattuk, hogy PVX fertézott novények esetén a

Rubisco, a Gapdh, a CP29, az EF és a hiszton gének expresszidja a kontrollhoz képest lecsokkent,

shut-off jelenséget mutatott. TMV virusfertézés esetén a shut-off nem jelentkezett, a Rubisco, a

Gapdh, az EF és a hiszton gének expresszidja enyhén megemelkedett, mig a CP29 gén

expresszidja valtozatlan maradt a kontrollhoz képest.

A

PVX

Rel. génexpresszio

b b o N &~ aod b b LS b 4 N LS o A
R N L

N
L

| Imm

Rubisco
Gapdh

C
CP
EF
hiszton

CP29

i 'RNS

EF

virus RNS

hiszton

Log2Fold Change

Log2Fold Change

Gene D

Pyx_ | MV

Gene ID

Pyx_ | TMv

Solyc10g075020.1 | -2,46627]

[Solyc06g072240.1

~1,59545|

Rel. normalizalt expresszio
. 1 1e

T™MV

PVX

T™MV

23. abra Fontosabb haztartasi gének expressziojanak vizsgalata virusfert6zott S. lycopersicum

novényekben: A/ microarray analizissel, melyet B/ Northern blottal és C/ qRT-PCR-rel

validaltunk.
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Ezenkiviil megvizsgéltuk az iires vagy PDS gént tartalmazé TMV, PVX, és TRV VIGS
vektorral fert6zott Solanum lycopersicum ndovények esetén, hogy hogyan valtozik a haztartasi
gének expresszioja, melyet 24. abra szemléltet. Northern blottal kimutattuk hogy a Gapdh és a
Rubisco gének expresszidja valtozatlan maradt iires TMV, PV X VIGS fert6zés esetén, mig tires
TRV VIGS vektor alkalmazas hatdsara enyhén lecsokkent a kontrollhoz képest. A PDS gént
tartalmazé TMV VIGS hatasara a Gapdh gén expresszidja shut-off-ot mutatott, mig a Rubisco
expresszigjaban indukciodt figyeltiink meg, mig PVX VIGS fert6zéskor mind a két vizsgalt
haztartasi génnek az expresszodja jelenetds mértékben lecsokkent. PDS gént tartalmaz6é TRV VIGS

vektor alkalmazasa esetén a két gén expresszidja nem valtozott.

TMV PVX TRV
U M PDS M U M PDS M U ™M PDS M
Gapdh : -y
Rubisco
rRNS

24. abra TMV, PVX és TRV VIGS vektorral fert6zott S. lycopersicum novények gén-

expresszios valtozasa

4.2.3. A virusfert6zések hatasa a gazdanovény gén-expresszios rendszerére

A virusfert6zott S. lycopersicum mintakbol 3 bioldgiai és 1 technikai ismétlésben késziilt
RNS szekvenalas. Virusfert6zott S. lycopersicum RNS szekvenalasanak tovabbi elemzése azt
mutattdk, hogy a PVX virussal fert6zott novényekben drasztikusabb gén-expresszids valtozasok
kovetkeztek be a kontrollhoz képest, mint TMV virusfert6zés esetében, ezt a 25. abra is tiikkrozi.
A vulkan diagramokon az egyes pontok a kontrollhoz viszonyitott gén-expresszids eltéréseket
mutatjadk a kiillonb6zd virusfertézésekben. A vizszintes tengelyen lathatd, hogy a gének
expresszioja milyen iranyban valtozik (csokken vagy nd), mig a fiiggdleges tengelyen a valtozas
mértékét abrazoltuk. Piros szinnel jeldltiik azokat a géneket melyek expresszidja szignifikans
valtozast mutatott a kontrollhoz képest. A vulkan diagrammon lathato, hogy tobb génnek az
expresszioja valtozott meg a PVX, mint a TMV fert6zés hatasara. Az is lathato, hogy PVX fertdzés

esetén tobb génnek az expresszidja csokkent le, mint amennyinek az expresszidja indukalodott.
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25. abra PVX és TMV virussal fert6zott S. lycopersicum mintakban detektalt gén-expresszios
valtozasok nagysagrendje a kontrollhoz képest

A tovabbi elemzéseinknél csak azokat a gén-expresszids véltozasokat tekintettiik
szignifikdnsnak, melyek a kontrollhoz képest legalabb kétszeres valtozast mutattak és p-értékiik
0,05-nél kisebb volt. Ezeket a valtozasokat oszlop diagrammok segitségével szemléltettiik (26.
abra). PVX virusfertézott paradicsom novényben egyidejiileg 5711 génnek az expresszidja
valtozott meg, melybdl 2736 génnek megndtt és 2975 génnek lecsdkkent expresszidja. TMV
virusfertdzés dsszesen 1672 gén expresszdjaban okozott szignifikans valtozast, melyek koziil 1008

génnek megndtt és 664 génnek lecsokkent expresszidja.

3500
2975
3000 2736
2500
2000
1500
1008
1000 664
s
0
PVX TMV-U1

B novekedett M csGkkent

26. abra Virusfert6zott S.lycopersicum novények gén-expresszios profilja
oszlopdiagrammon &brazolva.
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Majd az expresszios valtozast mutatd gének eloszlasat vizsgaltuk meg a kiilonb6zo
virusfertézésekben aminek az eredményét az alabbi venn diagramon abrazoltuk (27. abra) A 27.
abra A része tartalmazza azon gének szamat, melyek expresszidja a kontrollhoz képest
szignifikansan megnodvekedett PVX és TMV virusfertézés hatdsara. Az 27. dbra B része mutatja
azon gének szamat, melyek expresszidja a kontrollhoz képest szignifikansan lecsokkent PVX és
TMV virusfertézes hatasara. A 27. abra A részén lathatd, hogy PVX fertdzés esetén 2194, TMV
fert6zésnél 466 génnek az expresszidja ndtt meg €s 542 olyan gén volt, melynek expresszidja
mindkét fertdzés esetén szignifikansan indukalodott. A 27. abra B része azt mutatja, hogy PVX
fertdz¢s esetén 2687, TMV fertdzésnél 376 génnek az expresszioja csokkent le és 288 olyan gén

volt, melynek expresszidja mindkét fert6zés esetén szignifikansan lecsokkent.

>2xndvekedett >2x csokkent

| TMV-U1
TMV-U1

27. abra PVX és TMV fert6zés hatasara A/ szignifikansan ndvekedett és B/ szignifikansan

csokkent expressziot mutatd gének szama paradicsomban.

4.2.4. A szignifikans expressziot mutaté gének funkcionalis kategorizalasa

A kontrollhoz képest szignifikansan valtozo expressziot mutatd géneket a bin kategoriak
alapjan funkcionalisan csoportositottuk, dsszesen 30 kategoriaba (28. abra). A savdiagramon a
vizszintes tengelyen a gének szama, a fiiggdleges tengelyen a funkcionalis kategoridk lathatoak.
A Kkategoriakon beliil zold szind sav jelzi azokat a géneket, melyek expresszdja lecsokkent és piros
sav jeloli az indukalodott géneket.

A 28. abra mutatja, hogy gén-expresszids valtozasok foként a fotoszintézisben, a sejtfal
anyagcserében, a stresszben, az RNS szabdlyozasban, a fehérje anyagcserében, a jelatviteli
folyamatokban, a sejtciklusban és a transzport folyamatokban szerepet jatszo géneket érintette.
Ezen csoportok koziil a fotoszintézisben, a sejtfal anyagcserében, a fehérje anyagcserében és a
sejtciklusban érintett gének tobbségének lecsokkent az expresszioja. Ezzel szemben az is jol
latszik, hogy a stressz valaszban szerepet jatszo gének foként indukalodtak a virusfertézés
hatasara. Ezt kovetden ezek koziil a csoportok koziil kivalasztottunk néhanyat, melyet a kiilonb6z6

virusfertdzések esetén részletesen is megvizsgaltunk.
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4.2.4.1. A stressz gének

A stressz gének csoporton beliil 220 gént detektaltunk, melyek expresszidja szignifikans
valtozast mutatott a kontrollhoz képest, ezek koziil 80 génnek az expresszioja lecsokkent és 140
génnek az expresszidja indukalodott. Hétérképen abrazoltuk, hogy hogyan valtoznak a stressz
gének a kontrollhoz képest a kiilonboz6 virusfertézésekben, melyet a 29. dbra A része28. abra
szemléltet. A hétérkép alapjan elmondhatd, PVX fert6zés hatasara a stressz gének expresszoja
drasztikusan megvaltozott, a gének tobbsége indukalodott. TMV virusfert6zés esetén a stressz

gének expresszidja enyhébb valtozast mutatott.
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29. abra Virusfert6zott S. lycopersicum novényekben néhany A/ RNS szekvenalassal kimutatott
stresszgének expressziojanak valtozasa B/ a markans gén-expresszios valtozast mutatd stressz
gének expressziojat abrazoltuk, melyeket C/ Northern blottal is visszaigazoltunk.

Kivalasztottunk néhany markéans expresszids valtozast mutatd gént, melyek expressziojat
molekularis biologiai mddszerrel is validaltuk. Northern blottal a GST ¢és a HSP20 gének
expresszios szintjét vizsgaltuk meg a kiilonboz6 virusfert6zésekben (29. abra C része). A 29. abra

B részén az RNS szekvendldssal és C részén a Northern blottal detektalt gén-expresszids
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valtozasokat szemléltettilk. Az 29. abra B részén sarga szinnel jeloltilk azokat a microarray
probakat, melyeket a radioaktivan jeldlt proba detektal. Northern blottal visszaigazoltuk, hogy a
GST és a HSP20 gének expresszidja indukalodik PVX virusfert6zés esetén. Ezzel szembena TMV
virussal fert6zott novényekben a GST és a HSP20 gén expresszidja valtozatlan maradt a kontollhoz
képest. A visszaigazolt stressz gének normalizalt gén expresszios valtozasat 29. dbra C részén

lathato értékek jellemzik.

4.2.4.2. A sejtfal anyagcserében szerepet jatszo gének

A sejtfal anyagcserében szerepet jatszo gének koziil 143 génnek az expresszidja valtozott
meg szignifikdnsan paradicsomban virusfertézés hatasara a kontrollhoz képest, melybdl 118
génnek az expresszidja csokkent le és 25 génnek az expresszidja nétt meg. A sejtfal anyageserében
részvevo gének expresszidja PVX virusfertdzés esetén drasztikusan lecsokkent, ezzel ellentétben
TMV virusfertdzés esetén a gének expresszidja kisebb mértékben valtozott.

A sejtfalat felépitd, celluloz szintézisben szerepet jatszo sejtfal szintdz €s a sejtfal invertaz
gének expresszidjat qRT-PCR-el is megvizsgaltuk. A 30. dbra A részén a RNS szekvenalassal, a
B részén qRT-PCR-el detektalt gén-expresszios valtozasokat szemléltettiik. Az abran lathatd, hogy
a RNS szekvenalassal megegyezéen PVX virusfertézés hatasara S. lycopersicum novényben a
CESA gén expresszidja lecsokkent, mig a CWINV gén expesszidja indukalodott. TMV
virusfert6zés hatdsara a CESA gén expresszidja enyhén lecsokkent, a CWINV gén expresszidja

nem valtozott sem az RNS szekvenalasi, sem a qRT-PCR eredmények szerint.
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30. abra A/ A CESA és CWINV gének expresszié valtozasa RNS szekvenalasi adatok alapjan,
valamint ezek D/ gRT-PCR-rel t6rténd visszaigazolasa S.lycopersicum névényben.
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4.2.4.3. A fotoszintézisben szerepet jatszo gének

PVX TMV

31. abra Fotoszintézisben
szerepet jatszo gének
expresszios valtozasa

virusfertdzott paradicsomban

A fotoszintézisben szerepet jatszéo gének kozil 167
génnek az expresszidja mutatott szignifikans kiilonbséget
virusfert6zés hatasara a kontrollhoz képest, ebbdl 158 génnek az
expresszioja lecsokkent és 9 génnek az expresszidja megnott. A
fotoszintézisben érintett gének expresszids valtozasat hdtérképen
abrazoltuk (31. abra). A hétérképen lathatd, hogy a
fotoszintézisben résztvevd gének tobbségének az expresszidja
lecsokkent PVX virusfertézéskor, mig TMV virusfert6zés esetén
elhanyagolhat6 gén-expresszios valtozas jelentkezett.

A N. benthamiana névényeken végzett kisérleteinkhez
hasonloan, S.lycopersicum esetén is megvizsgaltuk, hogy hogyan
valtozik a PAO, a klorofill a/b kotd fehérje és a citokrom P450

gének expresszioja PVX ¢és TMV virusfertozés hatdsara. A 32. dbra ezen gének RNS

szekvenalassal detektalt gén-expresszids valtozasait mutatja. A 32. abra A részén a PAO

expresszios valtozasat szemléltettiik, melynek PVX virusfertézés hatasara csokkent az

expresszioja és TMV virusfertdzés hatdsara is valtozast tapasztaltunk a PAO expresszidjaban. A

32. abra B illetve C részén a RNS szekvenalassal detektalt klorofill a/b koté fehérje illetve citokrom

P450 gének expresszios valtozasa figyelhetd meg. A klorofill a/b koto fehérje és a citokrom P450

gének expresszioja PVX virusfertézés hatdsara drasztikus valtozast mutatott, ezzel ellentétben

TMV virusfertdzés hatasdra expressziojuk egyaltalan nem vagy csak minimalis mértékben

valtozott. PV X fertézéskor a klorofill a/b kéto fehérje gének expresszioja lecsokkent. A citokrom

P450 gének expresszidjaban foként csokkenés volt lathatod, de megfigyelhetéek olyan citokrom

P450 gének is melyek expresszidja indukalodott PVX virusfert6zés hatasara.

PVX TMV

PVX ™V PVX ™V

32. abra Fotoszintézisben szerepet jatszo gének expresszidjanak alakuldsa virusfert6zott
S. lycopersicum névényekben. RNS szekvenalasi adatok alapjan hotérképen abrazoltuk A/ PAO
B/ klorofill a/b koté fehérje és Cl citokrom P450 gének expresszid valtozasat.
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4.2.4.4. Klorofill fluoreszcencia mérés és hétérképezés

Az RNS szekvenalas eredménye azt mutatta, hogy a fotoszintézisben fontos szerepet jatszo
gének expresszidja draszikusan lecsokkent a PVX virusfertdzésekben, azonban TMV
virusfert6zés esetén nem tapasztaltuk ilyen mértékii valtozast. Az RNS szekvenalasi adatok
validalasdhoz két fizioldgiai mérést végeztiink. (1) A fotoszintetikus apparatus megfeleld
mikodésének ellendrzésére és a fotoszintetikus aktivitds nyomonkdvetésére klorofill
fluoreszcencia mérést végeztiink (33. abra A része) és kimutattuk, hogy a klorofill fluoreszcencia
paraméterek PVX virusfert6zés esetében csokkentek a kontrollhoz képest. TMV virusfert6zott
novényeknél kontrollhoz hasonlo klorofill fluoreszcencia paramétereket mértiink. (2) A novények
transpiraciojanak monitorozasahoz hétérképezést végeztiink (33. abra B része). A hétérképezés
eredményei azt mutattak, hogy a PVX virussal fertézott novények homérséklete szignifikansan
magasabb volt, mint a kontroll novényeké. Ezzel szemben TMV virusfert6zésnél a novények

hémérséklete hasonld vagy kicsit alacsonyabb volt a kontroll névények homérsékleténél.

A —&—PVX —@—mock —&—TMV

Fo

(1-Vj)) 1Vj

FVFM  (1-V)) / V] —— Fv/Fm

Fv/Fo Fv/Fo | Area

RC/ABS RC/ABS

%9" T
GNP A

3

= 0.2 -

(]

x -05-

%

\g -0,8 A T T
0 -1’1 T 1 J.
T .14

33. abra Virusfert6zott S. lycopersicum novények A/ klorofill fluoreszcencia mérése és B/
hétérképezése
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4.2.5. A gén-expressziot befolyasolo kulcsregulatorok vizsgalata

A N. benthamiana névényben vizsgalt transzkripcios faktorok paradicsom homologjait
azonositottuk. S.lycopersicum névények RNS szekvenalasakor tobb olyan TF-t is azonositottunk,
melyek expresszidjat az akut virusfertdzések befolyasoltak, azonban perzisztens virusfertozésben
expressziojuk nem vagy csak kis mértékben valtozott (2. tablazat). A 2. tablazatban lathato RNS
szekvenalasi eredmények szerint PVX fert6zott S. lycopersicum novényekben a BZL4, a NAC-like,
a ZFP19 expresszidja indukalddott, mig az LRR transzmembran kindz expresszidja lecsokkent.
TMYV fert6zott paradicsomban a BZL4 és az LRR transzmembran kinaz expressziodja nem valtozott,
de a NAC-like és a ZFP19 génck expresszidja kis mértékben indukalodott. A WRKY70 és a TMKL1
gének S.lycopersicum homologjait is sikeresen azonositottuk azonban expresszidjuk nem mutatott

valtozast sem PVX, sem TMYV virusfertozés hatasara.

2. tablazat RNS szekvenalas alapjan kigytjtott fontosabb transzkripcids faktorok gén-

expresszios valtozasai virusfert6zott S.lycopersicum névényekben

- S. lycopersicum Log2Fold change
Transzkripcios faktor neve homolog BVUX ™V
BZL4 Solyc01g100460.3 1,31
NAP Solyc04g005610.3 2,65 1,27
Solyc05g007770.3 1,19
Solyc05g054660.1
VFP19 Solyc05g054650.1 3,67
Solyc05g054655.1
Solyc11g066400.1 1,58 1,23
WRKY70 Solyc05g014040.1
LRR transmembrane kinase Solyc08g081940.3 -1,52
TMLK1 Solyc09g061930.3

Megvizsgaltuk a gén-expresszid szabalyozasaban kulcsszerepet jatsz6 AGO4 és
metiltranszferazok expressziojanak valtozasat is, melyet a 34. adbra szemléltet. Az 34. dbra A
részén az AGO4, B részén a metiltranszferazok RNS szekvenalassal detektalt gén-expresszios
valtozasait abrazoltuk. Az RNS szekvenalasi eredményeink szerint az AGO4 és metiltranszferaz
gének expresszidja drasztikusan lecsokkent PVX virusfertzés hatasara, azonban minimalis

expresszio csokkenés TMV virusfertdzés esetén is megfigyelhet6 volt.
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N. benthamiana | S. lycopersicum Log? Fold change

préba neve homoldg PVX TMV
Solyc06g073540.3] -1,02895
AGO4 |A_95_P267016 |SolycO06g073530.2
Solyc01g008960.3

N. benthamiana | S. lycopersicum | Log2 Fold Change S. |yC0perSicum
prdaba neve homalog PWX TMV PVX ™V

A_95 P092778 Solyc01g006100.2 | -2,58695| -1,06548 -

A_95 _P018246

Metiftranszferdzok (A 95 P032611

A_95 P045291

A_95_P251627

Solycl2g100330.1 | -1,08887

b b A 4 o

34. abra A/ Az RNS szekvenalas elemzése alapjan azonositottuk az AGO4 expresszids valtozasa
S.lycopersicum novényekben. B/ RNS szekvenalassal kimutattuk a metiltranszferdzok gén-

expresszios valtozasai virusfert6zott S. lycopersicum névényekben.

4.2.6. A shut-off jelenség meglétének vizsgalata a sz6l6ben

Szerettilk volna megvizsgalni, hogy virusfertézott sz6lében is jelen van-e a shut-off
jelenség. Vizsgalatainkhoz virusmentes kontrollt, Sz616 Syrah-1 virussal (GSyV1), Sz616 Pinot
gris (GPGV) virussal és mindkét virussal (GSyV1+GPGV) fert6zott sz616 mintakat hasznaltunk.
A virusfertdzott sz616 mintakkal Northern blot analizist végeztiink (35. abra), negativ kontrollként
N. benthamiana total nukleinsav kivonatot hasznaltunk. A Northern hibridizaciot harom endogén
gén: Rubisco, EF és aktin esetében végeztiik el. A 35. abra mutatja, hogy a Rubisco expresszidja
GPGV virusfertdzott novényekben enyhén lecsokkent a kontrollhoz képest. Ezzel szemben
GSyV1 fert6zés esetén a Rubisco expresszidja megndvekedett és ez a hatas még erételjesebb volt
a mindkét virussal egyiittesen fert6zott mintdban. Az EF expresszidja GSyV1, GPGV esetén
megnott és a két virus egyiittes jelenlétében is indukalodott. Az Aktin expresszioja GSyV1, GPGV

valamint a két virus egyilittes jelenlétében is valtozatlan maradt.

Rubisco
EF
Aktin

EETET TGS

35. abra Shut-off jelenlétének vizsgalata virusfert6zott sz616ben.
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4.3. Uj tudomanyos eredmények

1.

Virusfertézott Nicotiana benthamiana ndvények microarray analizis eredményének
kiértékelésével megallapitottam, hogy a CymRSV ¢és a crTMV fert6zés genom szinten
drasztikusabb gén-expresszios (stresszben-, fotoszintézisben-, a sejtfal anyagcserében
résztvevo gének, AGO és metiltranszferaz gének) valtozasokat okozott, mint a TCV fertézés.
Northern hibridizaciéval igazoltam, hogy CymRSV és crTMV virusfert6zés esetén PR1, PR-
Q, SAR, GST expresszidja drasztikusan indukalddott és a Rubisco, Gapdh, CP29, AGO4, PAO
expresszioja lecsokkent, szemben a TCV fert6zéssel ahol ezen gének expresszidja valtozatlan
maradt. qQRT-PCR-rel igazoltam, hogy CymRSV és crTMV virusfert6zéskor a CWINV2 gén
expresszioja indukalddott és a CESA8 gén expresszidja lecsokkent, de TCV virusfertézés
esetén egyik génnek az expresszidja sem valtozott.

15°C-on nevelt Cym19stop virussal fert6zott N. benthamiana névények Northern analizisével
igazoltam, hogy nem a nekrozis kovetkezményeként alakult ki az endogén gének (Rubisco,
CP29, PR-Q) expresszidjanak csokkenése (shut-off).

Virusfertézott Solanum lycopersicum novények RNS szekvenalasanak kiértékelésével
megallapitottam, hogy a PVX fertézés erételjes gén-expresszios (stresszben-,
fotoszintézisben-, a sejtfal anyagcserében résztvevd gének) valtozasokat okozott szemben a
TMV virussal.

Northern hibridizaciéval igazoltam, hogy a PVX virussal fert6zott S. lycopersicum névényben
a HSP20, GST gén expresszidja drasztikusan indukalodott, és a Rubisco, Gapdh, CP29, EF,
hiszton gén expresszidja lecsokkent, szemben a TMV virusfertézéssel. qRT-PCR-el
igazoltam, hogy PVX fert6zésekor CWINV gén expresszidja indukalodott, mig a CESA
expresszidja lecsokkent paradicsomban. TMV fert6zés hatasara a CESA gén expresszidja
enyhén lecsokkent, a CWINV gén expresszidja valtozatlan maradt.

Klorofill fluoreszcencia méréssel és hotérképezéssel igazoltam a fotoszintézist érintd
drasztikus valtozasok fiziologiai jelenlétét is CymRSV és crTMV fert6zott dohanyban és PVX
fert6zott paradicsomban.

GSyV1 ¢és GPGV fertdzott szO6ld vizsgalataval megallapitottam, hogy a haztartdsi gének

expresszidjat érinté shut-off nem jelentkezett.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Altaldnos esetben a novényi virusok biotrof parazitaként a fertdzés-védekezés
egyensulyanak fenntartasara torekednek, hogy a gazda é16 szoveteiben az anyagcsere folyamatok
megvaltoztatasaval életben maradhassanak és szaporodhassanak, azonban mégis eléfordul, hogy
a gazda pusztulasat okozzak. Ezek alapjan akut és perzisztens virusfert6zést kiilonbdztethetiink
meg. Akut virusfertézéskor a virus nagy mennyiségben akkumulalodik a novényben, a virusra
jellemzd tiinetek a fertézést kovetéen rovid idon beliil megjelennek és a novény pusztuldsat is
okozhatjak. Perzisztens virusfert6zés soran a virus nagy mennyiségben jelen van, viszont a gazdan
nem vagy csak enyhe tiinetek jelentkeznek. A gazda er6forras ellatottsaganak zavara és/vagy az
er6forrasokért folyd versennyel egyidejileg a novény teljes gén-expresszios rendszere
megvaltozhat, melynek kovetkeztében kialakulnak a virusra jellemzd tiinetek. A virusfertézott
novények gén-expresszios valtozasainak nyomonkovetésére legyakrabban hasznalt modszerek a
microarray analizis [GOLEM and CULVER 2003, WHITHAM et al. 2003], az RNS szekvenalas [FAN
etal. 2014, FaN et al. 2015, Lietal. 2017, Lu et al. 2012, SEO et al. 2018] és a n6vényi metszeteken
alkalmazott hagyomanyos és a fluoreszcens in situ hibridizacié [ARANDA et al.1996, ESCALER et
al. 2000a, ESCALER et al. 2000b, HAVELDA and MAULE 2000, WANG and MAULE 1995, WHITHAM
et al. 2006]. Ezen mddszerek validalasara Northern blottot és kvantitativ RT-PCR-t hasznalnak.

PhD munkam soran CymRSV, crTMV, TCV virussal fertézott Nicotiana benthamiana és
PVX, TMV virussal fert6zott Solanum lycopersicum novények gén-expresszids valtozasat
vizsgaltuk két kiilonboz6é modszerrel: microarray analizissel és RNS szekvenalassal. A nagy
ateresztOképességli mddszerek validalasahoz Northern blottot és qRT-PCR-t hasznaltunk. A
virusfertézés hatdsara megjelentd tiinetek és a fiziologias valtozasok vizsgalatdhoz klorofill

fluoreszcencia mérést és hotérképezést végeztiink.

5.1. A shut-off jelenség nem a nekroézis kovetkezménye

HAVELDA et al. (2008) CymRSV fert6zott Nicotiana benthamiana szisztemikus leveleinek
vizsgalatakor kimutattak, hogy fontos haztartasi gének (Gapdh, tubulin, Rubisco, CP29, hiszton,
EF2) expresszidja tartosan lecsokken (shut-off). Korabbi in vitro run-on transzkripcios
kisérletekkel igazoltak, hogy a shut-off a sejtmagban alakul ki és transzkripcios szinten hat
[HAVELDA et. al., 2008]. Azonban azt még nem tudtuk, hogy shut-off jelenség a nekrotikus tiinetek
kialakulasdban jatszik szerepet vagy annak kovetkezményeként jelenik meg. Ennek kideritéséhez
CymRSV és CIRV virussal illetve ezek VSR mutansaival (Cym19stop, CIRV19stop) fertézott
N.benthamiana névényeket neveltiink 15°C-on. Korabbi eredmények alapjan tudtuk, hogy 15°C-
on a siRNS-alapti RNS interferencia gatolt [SZITTYA et al. 2003], tovabba a p19 hianya miatt a

virusrdl keletkezd siRNS-ek szabad formaban felhalmozodnak és indukaljdk az RNS interferencia
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mechanizmusat, melynek hatasara a novények kigyogyulnak [SzITTYA et al. 2002]. Vizsgalataink
soran az alacsony hémérséklet hatdsdra a VSR mutans virusok el tudtak terjedni a novényekben,
anélkiil hogy nekrozis okoztak volna és a vad tipusu virusok is lassabban terjedtek el. A vad tipust
¢€s a mutans virussal fert6zott mintdkban Northern blott segitségével megvizsgaltuk két haztartasi
gén (Rubisco, CP29) és egy stressz gén (PR-Q) expresszidjat. Kimutattuk, hogy a vad tipust
virusfertdzésekkel megegyezden a mutans virussal fert6zott ndvényekben, a nekrézis jelenléte
nélkiil is lecsokkent a Rubisco és CP29 expresszidja és a PR-Q expresszidja indukalodott.
Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a shut-off jelenség nem a nekrdzis

kovetkezménye.

5.2. Detektalt gén-expresszios valtozasok funkcionalis eloszlasa

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a microarray és az RNS szekvenalas alkalmas
virusfert6zott novények gén-expresszios valtozasainak nyomonkdvetésére. A gén-expresszios
valtozasokat komplexen tiikrozé vulkan diagramok Osszehasonlitasa alapjan elmondhato, hogy
virusfert6zott N.benthamiana névényekben joval tobb génnek az expresszoja csokkent, mint
amennyinek az expresszidja indukalddott, mig S.lycopersicum névényekben a gének expresszidja
1:1 ardnyban valtozott. Feltétetlezziik, hogy ez az eltérés azzal allhat kapcsolatban, hogy a
microarray chip nem a teljes genom gén-expresszios valtozasat reprezentalja, mivel egyes
transzkriptek akar tobbszor is jelen vannak, mig masok hianyoznak a chiprél. Korabbi
megfigyelésekkel megyegyezden a mi eredményeink is azt mutatjak, hogy a virusfertozések foként
a fotoszintézisben [KAUR et al. 2015, Lu et al. 2012, YANG et al. 2007, POSTNIKOVA and
NEMCHINOV 2012, SEO et al. 2018], a sejtfal anyagcserében [YANG et al. 2007, SEO et al. 2018], a
stresszben [AGUDELO-ROMERO et al. 2008, ALLIE and REY 2013, DARDICK 2007, JIA et al. 2012,
KAUR et al. 2015, MARATHE et al. 2004, STARE et al. 2017, WHITHAM et al. 2003], az RNS
szabalyozasban [FAN et al. 2014], a fehérje anyagcserében [FAN et al. 2015], a jelatviteli
folyamatokban [AGUDELO-ROMERO et al. 2008, HAUNG et al. 2005, JiA et al. 2012, KAUR et al.
2015, Lietal. 2017, SEo et al. 2018], a sejtciklusban és a transzport folyamatokban szerepet jatszo
géneket érintette. Legdrasztikusabb gén-expresszios valtozast mindkét gazdandvény esetén a
fehérje metabolizmusban résztvevo gének mutattak, majd az RNS szabalyozasban, a jelatviteli és
a transzport folyamatokban szerepet jatszo gének. Az elébb emlitett folyamatokban mind
lecsokkent, mind megndvekedett expressziot mutatd gének is eléfordultak, azonban észrevettiik,
hogy a fotoszintézis- és stressz folyamatokban résztvevé gének expresszidja egyontetiien
valtozott. A fotoszintézisben szerepet jatszo gének jellemzdéen lecsokkentek, mig a stresszben
résztvevd gének indukalodtak. Megallapitottuk, hogy a fotoszintézis- és a stressz folyamataban

szerepet jatszo gének expresszidja mindkét gazdandvény esetén jellemzOen akut virusfertézés
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(CymRSV, cr'TMV, PVX) hatasara valtozott, mig perzisztens virusfertézés (TCV, TMV) esetén

elmaradt ezen gének expresszid valtozasa.

5.3. Az akut és perzisztens virusfert6zések okozta gén-expresszios valtozasok

Az alabbiakban az akut és a perzisztes virusfertdzések kozotti gén-expresszios valtozasban
megfigyelt kiilonbségeket ismertetetjiik. HAVELDA et al. (2008) eredményeihez hasonloan a
microarray analizis és RNS szekvenalési elemzéseink azt muttattak, hogy dohdny és paradicsom
novények szisztemikus leveleiben CymRSV, ctTMV ¢és PVX fertdzés hatasara fontos héaztartasi
gének expresszidja lecsokken, shut-off jelenséget mutat. Northern blottal Kimutattuk, hogy
dohanyban és paradicsomban is lecsokken a Rubisco, a Gapdh, a CP29 expresszidja akut
virusfert6zés hatdsara, mig perzisztens virusfertdzésnél ezen gének expresszidja valtozatlan
marad. Microarray analizis ¢s az RNS szekvenalasi eredmények azt mutattak, hogy a tubulin, EF
és a hiszton gének expresszidja is lecsokken akut virusfertézésben mindkét gazdandvény esetén.
gRT-PCR-el bizonytottuk, hogy PVX virusfertzés hatasara a paradicsomban az EF és a hiszton
gének expresszioja lecsokken. Csoportunk ezen feliil vizsgalta, Vitis vinifera GSyV1 és GPGV
fertézésekor végbemend gén-expresszids valtozasokat. Northern blottal kimutattuk, hogy a
Rubisco expresszidja GPGV virusfertdzott novényekben enyhén lecsokkent, mig GSyV1 fert6zés
esetén Rubisco expresszidja megnovekedett és ez a hatas fokozodott mindkét virussal egyiittesen
fert6zott mintaban; az EF expresszidja GSyV1, GPGV esetén megnott és két virus egylittes
jelenlétében is indukalodott; az aktin expresszidja GSyV1, GPGV valamint a két virus egyiittes
jelenlétében is valtozatlan maradt. Sz6l6 haztartdsi génjeinek expresszids vizsgalata alapjan
elmondhato, hogy sem a GSyV1, sem a GPGV fertdzés hatdsara nem jelentkezett, olyan drasztikus
gén-expresszids valtozas, mint N.benthamian vagy S.lycopersicum esetén. Ennek oka az lehet,
hogy fas szaru ndvények esetében a fertdzési folyamat hosszabb 1d6 alatt zajlik le és a virusok is
alacsonyabb szinten vannak jelen, mint lagyszara ndvényekben [CZOTTER et al. 2015b]. Ezenfeliil
Nortern blott analissel kimutattuk, hogy TMV, PVX ¢és TRV VIGS vektorral fert6zott
N.benthamiana és S.lycopersicum novényekben a QRT-PCR-hez leggyakrabban hasznalt
haztartasi gének (tubulin, Gapdh, Rubisco) expresszidja megvaltozik. Csoportunkban ezenkiviil
szamos olyan szakirodalomban vizsgalt héaztartasi génnek az expresszi®jat vizsgaltdk még
melyeket QRT-PCR-ben kontrollként hasznalnak VIGS vektorok alkalmazasa soran
N.benthamiana, S.lycopersicum és T. aestivum esetében. Megallapitottuk, hogy a VIGS vektor
alkalmazasa eldtt: a virus vektorok gén-expressziora gyakorolt hatasat ellendrizni kell és
koriiltekintden kell megvalasztani a referencia értékként hasznalt haztartasi géneket is [OLAH et
al. 2016].
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Microarray és az RNS szekvenalasi eredmények a stressz gének (PR, SAR, GST, HSP)
indukciojat mutatta dohanyban és paradicsomban egyarant akut virusfertézés estén, mig
perzisztens virusfertozésnél ezen gének expresszidja valtozatlan maradt. Eredményeinkkel
egyhangian HAVELDA et al. (2008) is megfigyelték korabban, hogy CymRSV fert6zott
N.benthamiana novényben a GST és HSP90 gének expresszidja indukalodott. Nagy
ateresztOképességli modszerekkel kapott eredményeinket Northern blottal és qRT-PCR-el
validaltuk. Northern blottal igazoltuk, hogy dohanyban CymRSV és crTMV virusfertdzés hatasara
PR1, PR-Q, SAR, GST expresszidja indukalddott, paradicsomban PVX virusfert6zésnél a GST és
a HSP20 gének expresszidja megnott.

Csoportunk vizsgalta a stressz koriilményekben fontos szerepet jatszo prolin
et al. 2014]. Microarray és RNS szekvenalasi elemzéseink alapjan akut virusfert6zés hatasara N.
benthamiana és S. lycopresicum névényekben drasztikusan megnétt az LDH gén expresszioja.
Dohanyban TCV virusfer6zés hatasara az LDH expresszidja a kontrollhoz képest nem valtozott,
de paradicsomban TMV virusfert6zés esetén az LDH gén kismértékben indukaldodott. Kimuttattak,
hogy gyors stressz valasz soran az LDH gén expressziojanak indukcidja a prolin dehidrogendz
(ProDH) gén expressziojnak gyors novekedését vonja maga [SCHERTL et al. 2014]. Csoportunk
Northern blottal sikeresen visszaigazolta N.benthamiana névényben az LDH gén expresszidjanak
novekedését CymRSV és crTMV virusfert6zott mintakban és kimutatta, hogy TCV virusfert6zés

hatasara LDH gén expresszidja valtozatlan maradt [PESTI et al. 2018].

5.4. A tiinetek megjelenésével osszefiiggésben all6 gén-expresszios valtozasok

A virusfertozott novényekben zajld kiillonb6zd molekularis és fiziologiai valtozasok
eredményeként a novényen kialakulnak tiinetek és elindul levéloregedés [ROJAS et al. 2014].
Megfigyelték, hogy a sulyos tiinetek kialakulasa gyakran a gazda fotoszintetikus aktivitasanak és
a kloroplaszt molekularis szerkezetének megvaltozasaval is egyiitt jar [ZHAO et al. 2016], azonban
a tlinetek kialakuldsdnak hatterében all6 molekularis folyamatok ezidaig tisztazatlanok.

Kimutattuk, hogy akut virusfert6zés soran dohanyban és paradicsomban is a fotoszintetikus
folyamatokban résztvevd gének expresszidja lecsokken és ezzel egyidejiileg a ndvényeken is
sulyosabb tiinetek jelentkeznek. Ezzel ellentétben perzisztens virusfertdzés soran nem valtozott a
fotoszintézisben szerepet jatsz6 gének expresszidja ¢és a novényeken is enyhébb tiinetek
jelentkeztek. Eredményeinkkel azonos kovetkeztetést vontak le ToCV és TYLCV virussal
fert6zott paradicsom [SEO et al. 2018], manioka afrikai mozaik virus (ACMV)-sal fert6zott
manioka [LIU et al. 2014a], rizs fekete csikos torpiilés virus (RBSDV)-sal fert6zott rizs [AHMED
et al. 2017], paradicsom savos foltossag virus (TZSV)-sal fert6zott dohany [HUANG et al. 2017],
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PPV, ToRSV ¢és PNRSV virussal fert6zott N. benthamiana [DARDICK 2007] nagy
ateresztoképességli technikaval végzett gén-expresszids vizsgalatinak eredményei alapjan.
Feltételezik, hogy a levéloregedés korai szakaszaban jelenkezé klorotikus és sargulasos
tiinetek a klorofill lebomlas kovetkezménye, mely folyamatnak egyik kulcsregulatora a PAO lehet.
Ezzel egyidejlileg kimutattak, hogy a PAO gén expresszidja biotikus stressz hatasara indukalodik
[ZHu et al. 2017] és fitoftora fertdzott paprikaban is hasonld eredményrél szamoltak be [XIAO et
al. 2015]. N.benthamiana PAO génjére specifikus probat a microarray chip nem tartalmazott, ezért
Northern blottal igazoltuk, hogy akut virusfertézés esetén indukalédik mig perzisztens
virusfertézésnél valtozatlan marad a PAO expresszidja dohanyban. Paradicsombdl szarmazo RNS
szekvenalasi eredményeink alapjan harom PAO gént kiilonitettiink el, melyek expresszidja
meglepd modon csokkenést mutatott PVX és enyhe indukciot mutatott TMV virusfert6zés
hatasara. Feltételezziik, hogy a PAO meglepé expresszios valtozasat paradicsomban vagy a
mintaszedés idopontja (tal korai: a levéloregedés kezdete el6tt vagy tul késéi: mikora levelek mar
teljesen kisargultak) magyarazhatja vagy ez a két virus a levéloregedés folyamatat mas utvonalon
keresztiil szabalyozza. Akut virusfert6zés soran mindkét gazdanovény esetén a klordzis és sargulas
tiinetei mellett enyhe satnyulas is megfigyelheté volt a novényeken. Az altalunk megfigyelt
tiinetek hatterében a PDF1, CESA ¢és CWINV gének expresszid valtozdsa allhat. Elséként az
epidermalis szovetek fejlodésének korai szakaszdban kulcsszerepet jatszo PDF1 gén expresszigjat
vizsgaltuk meg, mivel az epidermisz sértetlensége alapvetd fontossagii a novényfejlédés, a
hajtasndvekedés valamint a névény védelmének fenntartasa miatt [JAVELLE et al. 2011]. Korabbi
tanulmanyok soran kimutattadk, hogy a PDF1 gén a PDF2 és AtML1 gének szabalyozasa alatt 4ll
és az embriogenezis sordn kizdrdlag a merisztdima L1 rétegében expresszal €s protoderma
specifikus. L1 specifikus dupla gén mutans (pdf2-1, atml1-1) novényeken az embriogenezis soran
dezorganizalt hajtascsucsot figyeltek meg valamint a levél inicidciojaban és fejlodésében is
zavarok 1éptek fel [ABE et al. 1999, 2003]. Microarray és RNS szekvenalasi eredményeink szerint
a PDF1 expresszioja az akut virusfertdzésekben drasztikusan lecsokkent mindkét gazdandvény
esetén. Dohanyban TCV virusfert6zés hatasara nem valtozott, de paradicsomban TMV fertzés
hatasara mérsékelten megemelkedett a PDF1 gén expresszioja. Csoportunk Northern blott
segitségével sikeresen visszaigazolta a PDF1 gén expresszidjanak csokkenését CymRSV és
crTMV virusfertdzés esetén €s kimutatta, hogy TCV virusfertdzés hatasara PDF1 gén expresszidja
valtozatlan maradt N.benthamiana névényben [PESTI et al. 2018]. Korabbi megfigyelésekkel [ABE
et al. 1999, ABE et al. 2003, JAVELLE et al. 2011] &sszevetve a N.benthamiana novényeken akut
virusfertdzés sordn megjelend tlinetek (hajtasnovekedés megall, levelek deformitasa)
Osszefiiggésben lehetnek a PDF1 expresszidjanak csokkenével is. Ezenfelill, igazoltak

N.benthamiana novényekben a CESA gén csendesitésével, hogy a sejtfal szintézis folyamatanak a
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sériilése a levél méretének csokkenését, levél deformitasat valamint a teljes novény ndvekedésének
csokkenését is okozhatja [BURTON et al. 2000]. Ezzel ellentétben kimutattak, hogy a CWINV (a
szachar6z fruktdzza atalakitasaban jatszik kulcs szerepet) a védekezés korai szakaszaban
indukalodik [ESSMANN et al. 2008]. A kozel multban SEO et al. (2018) is megerdsitették
virusfert6zott paradicsom gén-expresszids vizsgalat soran, hogy a CESA8 expresszidja lecsokken
¢s a CWINV2 indukalddik. Microarray és RNS szekvendldsi eredményeink a kordbbi
megfigyelésekhez hasonld trendet mutatott: a CESA8 expressziojanak csokkenését és a CWINV2
indukcidjat figyeltik meg, ezeket qRT-PCR-el is visszaigazoltuk. Ezek a valtozasok aktut
virusfertézott ndévényeken drasztikusabban jelentkeztek mindkét gazdandvény esetén,
feltételezziik, hogy ezzel magyarazhatd a novényeken is jelentkezé novekedési zavar.

Az akut virusfert6zéseknél jelentkezd kiilonb6z6é morfoldgiai eltérések Osszefiiggésben
allhatnak a hormon anyagcsere megvaltozasaval is. Bizonyitott, hogy a hormonok olyan
szigndlmolekulak, melyek az egész ndvényt bejarjak, hogy serkentsék a kiillonbozd kornyezeti
stresszkre adott valaszokat. Régota ismert, hogy az Et, a JA és a SA kulcsszerepet jatszik a biotikus
stresszekre adott valaszokban. Nemrég kideriilt, hogy az auxinek, a citokininek, a
brasszinoszteroidok ¢és az abszcizin sav a ndvény ndvekedésben és fejlddésben betoltott
szereplikon tul, fontosak a novény-patogén interrakciokban is [DENANCE et al. 2013, PIETERSE et
al. 2009, SANTNER et al. 2009]. Eredményeink alapjan a hormon metabolizmusban szerepet jatszo
gének nem mutatnak nagymértékli expressziés valtozast, azonban egyes kulcsregulatorok
(transzkripcios faktorok) enyhe valtozasa is komoly hatassal lehet a megjelend tiinetekre. A
gazdandvények hidnyos annoticidja miatt nem volt lehetdségiink arra, hogy feltérképezziik
konkrétan milyen gének expresszidja valtozott az hormondlis utvonalakban, azonban az
egyértelmiien latszott, hogy az akut virusfertézés hatassal volt mindkét gazdandvény esetén az
utvonalak szabalyozasara, mig a perzisztens virusfertzés nem. Ismert, hogy az etilén, az abszcizin
sav, a jazmonsav ¢€s a salicilsav képes a TF-on keresztiil szabalyozni a szeneszcencidhoz kapcsolt
géneket (SAGS), melyek végiil a klorofill degradaciot és a levéloregedést idéznek el [ROBATZEK
and SomssicH 2002, Woo et al. 2013]. Megfigyeltiik, hogy akut virusfertézés hatasara a hormon
bioszintézisben szerepet jatszo enzimek gén-expresszids mintadzata erdteljesebben valtozott, ami
arra utal, hogy ezek az utvonalak eltéréen szabalyozodnak az akut és a perzisztens
virusfertézésekben. A hormonok szintjében bekdvetkezo valtozasok eltérd hatast fejthetnek ki a
hormon vélaszban érintett transzkripcios faktora is. Megtfigyeltiik, hogy hatnak az Et és az ABA
valaszban résztvevo transzkripcios faktorokra (ERF, ABF), az ABA és a JA altal regulalt NAC-
szerll transzkripcios faktorokra (ANAC), a JA altal szabalyozott bHLH (basic helix-loop-helix)
motivumot tartalmazé-, a MYC - és WRKY transzkripcios faktorokra, ezen beliil a WRKY6 és

WRKY70 transzkripcids faktorokra, melyek kdzponti szerepet toltenek be a SA ttvonalban is. A
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fent emlitett kulcs regulatorok expresszié valtozasa megvaltoztatja az altaluk szabalyozott
enzimek expressziojat is, Ugy mint: etilén érzéketlen faktor (EIN)-3, NAC-szerii transzkripcios
faktor ANACO029 (OREL), protein foszfataz 2C (PP2C), NPR1, a PR1, a SAGs ¢és a PAO
utvonaldhoz k6tddé enzimek. Mindezek hatdsa végiil a levéloregedés folyamatat idézik el6. A
hormonalis anyagcserében bekodvetkezd gén-expresszios valtozasokat a M3. mellékletben egy
Osszefoglald abran szemléltetjilk. Megfigyeltiik, hogy a hormonalis anyagcserében bekdvetkezo
gén-expresszios valtozasok akut virusfertdzott novényekben az egyes szinteket sulyosabban
érintették, mint a perzisztens virusfertézésekben és ez 0sszefiiggést mutat az akut virusfertézésre

jellemzd drasztikusabb tiinetek megjelenésével is.

5.5. Fiziologiai valozasok virusfert6zott N benthamiana és S.lycopersicum novényekben

Az akut virusfert6zésnél megfigyelhetd gén-expresszid csokkenés fontos funkciokat
érintett, mint példaul a fotoszintetikus folyamatokban résztvevd géneket. Vizsgalataink soran
kéttele térképezési modszereket hasznaltunk annak kideritésére, hogy a nagymértékii gén-
expresszids valtozas kimutathato-e a virusfertézott ndvények fizioldgiai viselkedésének
tanulmanyozasaval. Klorofill fluoreszcencia méréssel és hotérképezéssel jellemeztik a
gazdaszervezetek fiziologiai reakciojat az akut és a perzisztens virusfertézésekre. Méréseinkkel
igazoltuk, hogy az akut és a perzisztens virusfertdzott novények hdémérséklete és klorofill
fluoreszcencia paraméterei kozott jelentds kiilonbség van.

A hotérképes megkozelitési technika alkalmas arra, hogy az egészséges €s a virusfertdzott
novények kozott kiilonbséget mutassunk ki. Ennek oka lehet, hogy az egészséges novények a
gazcserenyilasok megfeleld szabalyozasaval a transiracid soran sokkal tobb vizet parologtatnak el,
ezaltal levél felsziniik is hiivosebb lesz, mint a fert6zott novényeké. Nicotiana benthamiana
novények paprika enyhe foltossag virussal (PMMoV) torténd fertdzése eseténés buza fajtak
szarazsagstressz vizsgalata sordn a novények homérséklete megemelkedett, melyet szintén a
gazcserenyilasok zarodasahoz kotottek [CHAERLE et al. 2006, PAuUL et al. 2016]. Akut ¢és a
perzisztens virusfertdzott novények hotérképezésének szamszeriisitése soran a parologtatassal
lehiitott tertiletet viszonyitjuk a kornyeztei hémérséklethez. Vizsgalataink soran TCV és TMV
fert6zott N.benthamiana és S.lycopersicum novények hémérséklete alacsonyabb volt a kontroll
novényeknél, mely jelentds transpiraciora utal. Ezzel szemben a CymRSV, a crTMV és a PVX
virussal fert6zott novények levél hdmérséklete megemelkedett és kozel azonos volt a kornyezeti
hémérseklettel. Mindez arra utal, hogy az akut virusfertdzések drasztikus hatassal vannak a névény
transpiraciojara.

Korabban PAUL et al. (2011) igazoltak, hogy klorofill fluoreszcencia mérés alkalmas a

fiziologiai valaszok eldrejelzésére. Az gyors Klorofill fluoreszcencia tranziensek (OJIP) méréssel
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kapott klorofill fluoreszcencia értékekbdl kiszamoltuk a fotoszintézis hatékonysagat jellemzo
paramétercket. N.benthamiana novények CymRSV és crTMV virusfertézése drasztikus hatast
gyakorolt a linearis elektrontranszportra és Il. fotokémiai rendszerre (PSII). PVX fert6zott
S.lycopresicum novényekben szignifikansan lecsokkent a PI, a PSIl primér fotokémiajanak
maximalis hatasfoka ¢és az elektrontranszport hatasfoka. Eredményeinkhez hasonld
megfigyeléseket tettek Sziriai arpa tajfajtak sostressz és buza fajtak szarazsagstressz vizsgéalata
soran is [KALAJI et al. 2011, PAuL et al. 2016]. Mindkét gazda estén a perzisztens
virusfert6zéseknél (TCV, TMV) mért klorofill fluoreszcencia paraméterck megegyeztek vagy
csak kisebb eltérést mutattak a kontrollhoz képest.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy mindkét gazdandvényen az akut virusfertézés
soran jelentkezd drasztikus gén-expresszios valtozasok mar a fertézés korai szakaszaban sulyos
fiziologiai valtozasokat okoztak a leveleken, mig a perzisztens virusfertdzéseknél detektalt

minimalis gén-expresszids valtozasok nem okoztak valtozasokat a leveleken.

5.6. A gén-expresszios valtozasok hatterében allé lehetséges szabalyozé faktorok

Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy virusfertézott N.benthamiana és S.lycopersicum névényekben
hasonlé molekularis és fiziologiai valtozasok jelentkeztek akut virusfert6zések soran. Azt is
megfigyeltiik, hogy ezek a sulyos valtozasok a perzisztens virusfert6zott gazdandvényeknél
hianyoztak vagy csak kis mértékben jelentkeztek. Eredményeink egy altalanos szabalyozasi
utvonal meglétét sugalljdk, mely kiilonbséget képes tenni a két tipusu (akut és perzisztens)
virusfertézés kozott. Csoportunkban korabban végzett in vitro run-on transzkripcios kisérletekkel
is megallapitottdk, hogy a shut-off jelenség transzkripcids szinten hat és a sejtmagban alakul ki
[HAVELDA et al. 2008] ahol a transzkripcios faktorok végzik a cél mRNS-eik szabalyozasat.
Csoportunk virusfert6zott N.benthamiana ndévények vizsgalatakor tobb olyan transzkripcios
faktort is azonositott, melyek expresszidjat az akut virusfertézés erdsen befolyasolta. Hat darab
transzkripcidés faktor drasztikus gén-expresszids valtozasat sikeriilt Northern blottal
visszaigazolni. Csoportunk igazolta, hogy a BZL4, a NAC-like, ZFP19 és a WRKY70 TF-ok
expresszioja jelentds mértékben indukalodott, mig a LRR tartalmazo transzmembran kindz és
TMKL1 expresszioja lecsokken [PESTI et al. 2018]. A BZL4 a bZIP TF csalad egy tagja, dohanyban
vald tultermeltetésekkor a novények fejlodése ledllt, rovidebb interndduszt, kisebb méretii
viragokat és kevesebb pollent figyeltek meg [IVEN et al. 2010], azonban biotikus stresszben jatszott
szerepe ezidaig nem ismert. A BZL4 oroszlanszajbol (Antirrhinum majus) szarmazé lehetséges
ortologjainak ektopikus tultermeltetésével a klorofill a/b kéto fehérjék expresszidjanak
csokkenését tapasztaltak [STRATHMANN et al. 2001]. Korabbi tanulmanyokkal megegyezen

csoportunkban is kimutattdk, hogy az akut virusfertézésekben a BZL4 expresszido novekedése
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mindkét gazdandvény estén csokkent ndvekedést okozott és a klorofill a/b kéto fehérjék
expresszidja IS lecsokkent [PESTI et al. 2018]. A jellemzett NAC-like transzkripcios faktorokrol
tudjuk, hogy fontos szerepet toltenek be a levéloregedésben, melyet EIN2 génen keresztiil
szabalyoznak [KIM et al. 2014]. Csoportunk &ltal hasznalt microarray chip proba szekvenciai
kozott annotalva volt a NAC-like gén egy homologja, AtNAP (ANACO019-like), mely a virag
primordiumokban fejezédik ki és expressziojat az APETALAS illetve a PISTILLATA gének
szabalyozzak [SABLOWSKI and MEYEROWITZ 1998]. Vizsgalatok soran kimutattak, hogy mind az
AtNAP overexpresszidja mind az AINAP expressziojanak emelkedése korai 6regedést eredményez
[Guo és GAN 2006, VOGELMANN et al. 2012]. A korabbi tanulmanyokkal megegyezden
csoportunk is kimutatta az akut virusfert6zott N. benthamiana és S. lycopersicum noévényban a
NAP gén indukciojat, mely a novényeken is lathatd korai oregedés eredményezte [PESTI et al.
2018]. A ZFP TF-okat 5 csoportba soroljak a ciszteinek és hisztidinek szama és helyzete alapjan,
melyek koziil az eukariotakban C2H2-tipusa ZFP TF-ok a legabundansabb [LAITY et al. 2001].
Tanulmanyok kimutattak, hogy a ZFP TF-ok kulcsszerepet jatszanak a ndvény ndvekedésében és
fejlodésében és szamos ZFP TF vesz részt a biotikus és abiotikus stressz valaszokban [WU et al.
2008, Liu et al. 2013]. Példaul paprikaban CaZFP1 gén indukciojat figyelték meg bakterialis
inokulaciot kovetéen, Et és ABA kezelés hatasara. A. thaliana novényekben a CaZFP1
tultermeltetés fokozta a Pseudomonas syringae fert6zéssel szembeni rezisztenciat és novelte
szarazsagstresszel szemben a novények toleranciajat [Kim et al. 2004]. Csoportunk altal vizsgalt
ZFP19 gén expresszidja mindkét gazdanovényben csak akut virusfert6zés hatasara indukalodott,
ezért feltételezziik, hogy az akut virusfertdzés soran ezek a TF-ok szerepet jatszahat a
szabalyozasban [PESTI et al. 2018]. Korabbi tanulmanyokbdl annyit tudunk a ZFP19 génrdl, hogy:
A.thaliana-ban szabalyozza a paraquat-indukalta programozott sejthalalt [MUHAMMAD et al.
2013], ZFP19 tultermeltetésével kimutattak, hogy fokozodik a fégyokér novekedés, de a ngvények
nikkel ionnal szembeni toleranciaja csokken [LIU et al. 2014b], a biotikus stresszben jatszott
szerepe ezidaig ismeretlen. A WRKY TF-ok a gének komplex halozatan keresztiil sokféle
valaszreakciot képesek szabalyozni, ugymint a novények fejlédését, abiotikus és biotikus stressz
valaszokat [PHUKAN et al. 2016]. A WRKY70 gén expressziojat SA indukalja, de a JA gatolja,
mindez azt sugallja, hogy a névény védekezési valasza soran a WRKY70 egy kozos csomdpontja
a SA és JA jelatviteli atvonalnak. A WRKY70 képes kolcsonhatasba 1épni az NPR1-el és azon
keresztiil gatolja biotikus stressz soran a JA valaszban szerepet jatszo6 géneket [LI et al. 2006].
Legtijabb tanulméanyok szerint a WRKY70 részt vesz a BR-szabalyozott novény ndvekedésben is
[CHEN et al. 2017]. Csoportunk kimutatta, hogy CymRSV és crTMV fertdzott N.benthamian és
PVX fert6zott S.lycopersicum novénykben a WRKY70 expresszioja indukalodik, ami arra utal,

hogy nem csak a baktérium és a gomba [LI et al. 2006] hanem a virusfertézésre adott
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valaszreakcioban is kulcsszerepet jatszik. A ndvényekben transzmembran receptor-szerii kindzok
legnagyobb alcsaladjat az LRR receptor-szerti fehérje kinazok képviselik [TORIl 2004]. LRR
receptor-szerii fehérje kinazok szerepet jatszanak a fejlédésben [TORII and CLARK 2000], a
szteroid hormonvalaszban [BISHOP and KoNcz 2002], stressz valaszban [JONES and JONES 1997],
a betegségekkel szembeni rezisztenciaban [GOMEZ-GOMEZ and BOLLER 2002] és a szimbidzisban
[KISTNER and PARNISKE 2002]. Csoportunk altal hasznalt N.tabacum microarray chipen talalhato
LRR transmembran kinaz szekvenciaja N.tabacum inaktiv receptor kinazként volt annotalva, mely
homolog az A.thaliana izolalt LRR receptor kinazzal (At49g23740). Munkank soran csoportunk
kimutatta, hogy akut virusfertézés hatdsara mind két gazdandvényben lecsokken az LRR
transzmembran kindz expresszidja, ami arra utal, hogy aktiv formaban van jelen és szerepet jatszik
a virusfertdzés korai jelzésében. Microarray elemzések soran azonositottunk egy masik kinazt is a
TMKL1 gént, melynek expresszidja lecsokkent az akut virusfertdzés hatasara dohanyban [PESTI et
al. 2018]. A microarray chip-en talalhato proba szekvencia A.thaliana transzmembran kinaz, mely
a dohany TMKL1 gén homologja és egy szokatlan kinaz-szeri domént tartalmaz [VALON et al.
1993, WALKER 1994], de funkcidja ezidaig ismeretlen. Paradicsom RNS szekvenalasi adataink
elemzése soran a TMLK1 gén expresszidja nem mutatott valtozast, ezért elmondhato, hogy a
virusfert6zés soran betoltott szerepe eddig nem bizonyithato.

Korabbi tanulmanyokbol ismert, hogy a virusfertézott névények sejtmagjaban nem csak a
transzkripcidos faktorok képesek a cél mRNS-eik szabalyozasan keresztiil gén-expresszios
valtozasokat eldidézni. A TF-ok az RNS inerferencia szabalyozasa alatt allnak, melyek
végrehajtasat a mMiRNS-ek és siRNS-ek végzik [ZVEREVA and POOGGIN 2012, SEO et al. 2013].
Ezek a 21-22 nt hossza kis RNS-eket az AGO 1/2/7 megkéti és hasitassal vagy transzlacios
gatlassal szabalyozza azok cél mRNS-eit. Ismert, hogy ezeket a poszttranszkripcionalis gén
csendesitési Gtvonalak (miRNS, trans-hatd siRNS, phased siRNS) virusfertézés hatasara is
indukalodnak [Du et al. 2011]. Ezenfeliil virusfertézéskor a transzkripcionalis géncsendesitésen
keresztiil: a 24 nt hosszu kis RNS-eket az AGO4 megkéti és kozvetlentil DNS metilacios valtozast
és hiszton atrendezdédést idézhet el6, mely szintén gén-expresszios valtozasokhoz vezet [DOWEN
et al. 2012]. Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy mindkét gazdandvényben akut virusfertdzés
soran lecsokken az AGO4 és a metiltranszferazok expresszidja. Tovabba dohany novényen végzett
Northern blott vizsgalatunkkal visszaigazoltuk, hogy az AGO4 expresszidja CymRSV és crTMV
virusfertézés hatasara lecsokken, ami azt mutatja, hogy ez az utvonal is érintett akut
virusfertézéskor.

6. OSSZEFOGLALAS
A novényekben virusfert6zés hatasara aktivalodik egy altalanos védekezési mechanizmus

(RNS interferencia). Az RNS interferencia egy olyan génszabalyozasi rendszer, mely tobbek
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kozott védelmet nyjt a virusok ellen. Azonban a virusok egy része rendelkezik egy olyan specialis
fehérjével (viralis szupresszor fehérje), mely képes blokkolni az RNS interferencia folyamatat.
Ennek a novény-virus fegyverkezési versenynek a hatdsara a novény teljes metabolizmusa
megvaltozhat, melynek kovetkeztében kialakulnak az adott virusra jellemz6 tiinetegytittesek. A
gazda gén-expresszids valtozasainak nyomonkovetésére alkalmas modszer tobbek kozott a
Northern blott, gqRT-PCR, a microarray analizis, az RNS szekvenalason alapuld gén-expresszios
vizsgalatok, a novényi metszeteken alkalmazott hagyomanyos és a fluoreszcens in Situ
hibridizacids technika.

Kutatasunk iranyvonala, hogy feltarjuk milyen hatast gyakorol a virusfert6zés a
gazdandvény gén-expresszios rendszerére, valamint megértsilk milyen folyamatok allnak ezen
valtozasok hatterében és milyen szerepet jatszanak a tiinetek kialakuldasaban. Ezek felderitéséhez
Phd munkam céljaul tiztik ki, hogy: feltarjuk a kiilonb6z6 ndvény-virus kapcsolatokban
bekovetkezd gén-expresszios valtozasokat, ezeket kiilonboz6 modszerekkel (molekularis biologiai
vizsgalatok, fiziologiai mérések) visszaigazoljuk és fényt deritiink arra, milyen folyamatok
allhatnak a gén-expresszids valtozasok hatterében és ezek milyen szerepet jatszanak a tiinetek
kialakulasaban. Munkam soran két nagy ateresztoképességii modszer (microarray és RNS
szekvenalas) segitségével vizsgaltuk CymRSV, crTMV ¢és TCV virussal fert6zott Nicotiana
benthamaina valamint PVX és TMV virussal fertézott Solanum lycopersicum novényeket.
Munkam kiindulasi pontjat virusfert6zott N.benthamiana névényekbdl mar elkésziilt microarray
analizisb6l szdrmazd adatok kiértékelése és eredményeinek visszaigazoldsa jelentette. Ezt
kovetden vontuk be kisérleteinkbe a gazdasagilag is fontosabb paradicsomot, mely lehetdséget
adott arra, hogy ujgeneracios szekvenalassal egy masik novény-virus kapcsolatot is
megvizsgaljunk. Eredményeinket ezt kdvetden tobb kiilonb6z6 modszerrel (fizioldgiai mérések,
molekularis bioldgiai vizsgalatok) is visszaigazoltuk.

Eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét nagy ateresztOképességii modszer (microarray
és az RNS szekvenalas) alkalmas arra, hogy kompatibilis ndvény-virus kapcsolatokban
nyomonkovessiilk a gén-expresszios valtozdsokat. Microarray analizissel kimutatott gén-
expresszios valtozasok nagyobb mértékiiek voltak, mint amit RNS szekvenalassal azonositottunk,
melynek oka a két technika eltérd detektaldsi modja lehet. A csokkent expressziot mutatd gének
aranya az indukalodot génekhez képest magasabb volt, amit ezen probadk nagyobb mértékii
eléfordulasa okozhatott. Ez az eltérés figyelmeztetd jel arra, hogy a microarray elemzés nem
alkalmas arra, hogy meghatarozzuk a legnagyobb valtozast mutatdo GO kategoriakat.

Két kiilonb6z6 gazdandvény esetén vizsgaltuk az akut és perzisztens virusfertézések gén-
expressziora gyakorolt hatasat, mely soran jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg. Kimutattuk,

hogy az akut virusfertézések drasztikus, mig a perzisztens virusfertézések minimalis gén-
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expresszios valtozasokat okoznak dohényon és paradicsomon. Akut virusfertézések esetén
igazoltuk, hogy a stressz gének indukalodnak, azonban perzisztens virusfert6zéseknél elmarad
ezen gének indukcidja. Csoportunk bizonyitotta, hogy az RNS interferencia kulcsregulatorainak
valtozasa csak akut virusfertézésekben figyelhet6 meg. Ez magyarazatot adhat az akut
virusfert6zéskor jelentkez6 szamos gént érint6 gén-expresszids csokkenésre, valamint arra, hogy
az RNS interferencia kulcsregulator valtozasainak hianyaban, a perzisztens virusfert6zéseknél a
gazda anyagcseréje érintetlen marad. A felvetés metilacios vizsgalattal és/vagy virusfert6zott
gazdaszervezetek kis RNS mintazatanak vizsgalataval tisztazhat6 lenne.

Az akut virusfertdzések esetén jelentkezd sulyos tiinetek, a termés mennyiségének ¢€s
mindségének csokkenésével, jelentds gazdasagi karokat okozhat, ezért fontos lenne megérteniink
milyen molekularis és fiziologiai valtozasok allnak a tiinetek hatterében. Kimutattuk a
levéloregedésben (PAQ) a satnyulasban, a klorozishan és a sargulas hatterében allo lehetséges
(PDFL1, CESA és CWINV) gének expresszio valtozasat az akut virusfert6zésekben. Megfigyeltiik,
hogy a hormonalis anyagcserében bekovetkezd gén-expresszids valtozasok akut virusfertézott
novényeket stilyosabban érintette, mint a perzisztens virusfertézotteket és ez dsszefiiggést mutat
az akut virusfertdzésre jellemzd drasztikusabb tiinetek megjelenésével is. Kordbbi
tanulmanyokbol ismert, hogy fotoszintetikus folyamatokban résztvevd gének expresszid
csokkenése hatdssal van a ndvény fiziologidjara. Ezen hatdsok nyomonkdvetésére alkalmas a
hétérképezés, mellyel a novények levelhdmeérséklete mérhetd és a gyors klorofill fluoreszcencia
tranziensek mérése, mellyel a novények fotoszintetikus aktivitasa hatdrozhatd meg. Eredményeink
szerint a modszerek alkalmasak arra, hogy elkiilonitsiikk egymastol az akut és a perzisztens
virusfertézéseket, még a lathatd tiinetek megjelenése eldtt. A késObbiekben a tavérzékeleési
modszerek alkalmasak lehetnek ezen valtozasok nyomonkovetésére, azonban ehhez a
virusfertdzott novények gén-expresszids ¢€s fiziologiai valtozasainak részletes jellemzése
sziikséges. Ezen ismeretek birtokdban a precizidos gazdalkodas sordn hasznalt tavérzékelési
technikakkal el6rejelzhetéek lennének a fertézési kockazatok.

A nagy ateresztoképességli szekvenalas elterjedésével napjainkban egyre tobb 1j virust
fedeznek fel, de nagyon nehéz meghatarozni ezeknek a virusoknak a jelentdségét, azonban néhany
gazdagén expresszidjanak vizsgalata segithetne eldonteni, hogy ezek a virusok gazdasagi
szempontbol mennyire veszélyesek.

Az akut virusfertézés gazdasagi jelentéségén tul fontos megemliteni, hogy perzisztens
virusfert6zés egy nagyon érdekes életforma. Perzisztens virusfertdzéskor a virus €s a gazda egytitt,
hosszll tavon egy egyensulyi helyzetben fennmarad anélkiil, hogy a ndvényen lathato tiinetek
jelennének meg, feltehetden ez az egyiittélés mind a virus mind a névény szempontjabdl egy

evoluidsan hasznos életforma. Annak ellenére, hogy vizsgélatainkkal betekintést nyertiink a
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kiilonboz6 virusokkal fertdzott ndvények gén-expresszids rendszerébe azt még maig nem sikertilt
megfejteniink, hogy a perzisztens virus milyen modon képes elkeriilni a novény védekezd

rendszerét és elérni gazdajaval a békés egyiittélést.
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M2. A klonozashoz hasznalt inditoszekvenciak

Virus szekvenciak
Szekvencia NCBI azonositoja
Virus Indit6 szekvencia (5'-3") YUY
régio, méret (bp)
F.GATGAATTCTAATGGCACAATTTCAACAAAC ]JQ319720.1
crTMv R:GCTAGGCCTATTGGATCCCCGCTTCAAC 68-3391, 3323 bp
CymRSV F-ATGGCAATGACAACTACCAAC X15511.1
R:CTACAGAAGTGTTGCAGCATTTG 2629-3771, 1142 bp
CIRV F:ACCGGTTATCGGACTGTCTAGTGC X85215.3
R:ACCCCGGGCTGCATTTCTGCAATGTTCC 3608-4763, 1155 bp
TCV F-AATCTAGAATGGAAAATGATCCTAGAG M22445.3
R:CCGTACTAAATTCTGAGTGC 2743-3804, 1061 bp
PV/X F: GGACATGAAGGTGCCCAC KJ534604.1
R: GAAACTGGGGTAGGCGTC 5850-6397, 547bp

N.benhamiana endogén gének

Szekvencia NCBI Indito
Gének Inditészekvencia (5'-3) azonositdja szekvensziak | Modszer
régid, méret (b) szarmazasa
—_ |F: CTTTCCTCTGCAGCAGTTGCC X02353.1 Havelda et al.
RUDISCO | o G EACTTGACGCACGTTGTCG 1063-1943,881bp | 2008 northern
Gapdh | F: TCTCAAATATGACTCCACCC AB937979.1 Haveldaetal |
R: ACCCCATTCATTGTCATACC 330-1152, 823 bp 2008
cpao | F-CTGGACGGGAGTCTCGTCGGCG NM_001325178.1 | Haveldaetal |
R: GCAAAGCCCAAGAAGGCAACC 181753, 572 bp 2008
omi | TTCCTGICTCTACACTTCTC X06361.1 = amuea | norther
R: TCAGATCATACATCAAGCTG 474-1156, 680bp
PRO | GACAACTACGATTGCAGAAG M29868.1 = amuea | norther
R: GCAATAGCTTCATCACTCAA 1-959, 959 bp
SaR | CTACAATAACCCAAGCAATG XM_ot6646007.1 | o [
R: GTAGTAGAATCTATGCAATG 116-533, 404 bp
Gor | GGCAGAAGTGAAGTTGCTTGG AY206006.1 Haveldaetal |
R: CCAATTGTAGTTATGCACTTAACATC 3-326, 324 bp 2008
AG | GTGAGAAGCGCATCAATAAG XM 0166289741 | o [
R: TGACCATCCATGATATGAAC 1-600, 600 bp
F: TGGAGAAGCAGAGAATGAGC XM_016660141.1
CESA IR GCACTCCAAGCCACAAATCC 3592-3718, 127 bp | EZ2@Munka | qRT-PCR
F. CTCTGTAGTGGAAAGTTTTGG XM_016656491.1 | Ezamunka
CWINV | . GCTTCTTTGCCATTGTTGAAG 1666-1782, 117 bp ART-PCR
F. TCCTCCTTGGTGGAGAAGTCTAG DQ321490.1 Fayol etal
AGO4A |R: TTAACAGAAGAACATGGAACTAGAAACAT 153852736, rose & | northem
p
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S.lycopersicum endogén gének

Szekvencia NCBI Inditd
Gének Inditészekvencia (5'-3") azonositdja szekvensziak Modszer
régiod, méret (b) szarmazasa

F: GCCCTTCATCTAAGATGAGGC X05982.1

RUDISCO | T CGCTAAGCAATTGCTCATCG 158-690, 532bp Oldhetal. 2016 northern
F: TCTCAAATATGACTCCACCC XM_004236801.2

Gapdh IR ACCCCATTCATTGTCATACC 443-1265,8220p | Oldhetal- 2016 northern
F: GATTCGGATTCGGACAGAAA XM_004246277.3

CP29 IR GCAAAGCCCAAGAAGGCAACC  |151-819, 669 bp Oldh et al. 2016 northern
F- TGCTTTTCTGGAACGGGAAGG XM_004248991.3

EF R: TGGCTTTGATCCACCTTGGG 544-659, 116 bp Ezamunka ART-PCR
F  GAGGCAAGGGTTTGGGAAAGG | XM_004241430.3

hiszton - IR TCTTCACTCCACCTCTTCTCG 85-201, 117 bp Bz amunka GRT-PCR
F. GGCAGAAGTGAAGTTGCTTGG | XM_004246333.3

GST  |R. GCGTATTAAGCTCGCTGTCTC 55-838, 785 bp Ezamunka northern
F: GACTTAATGTTCCCACAAG XM_004230361.3

HSP20 IR TSRTCAGAAATACTAATCAC 203-624, 422 bp Ez amunka northern
F: ATTATGCCAACTCAAGAGC NM_001247385.2

PRl IR.CGATACCCACAATTGCACGGC 223-338, 116 bp Ez amunka RT-PCR
F: CAAGAGAGATGAATTCTGAGG | XR_743362.2

SAR IR CCAAGATTCCTCAGTAAATGG 102-216, 115 bp Ez amunka ART-PCR
F: AGAGGGAGTGCAGAGAGAAA XM_004243592.3

CESA IR AGTCGGTATACGGTGGTGATAG  |20-111,92 bp Seoetal. 2018 | GRT-PCR
F GAGTATTGGTTGGGAGTGTGAG | NM_001246913.2

CWINV IR CTGAGTGGAGTGGGTGTTTAG  |639-743,105 bp Seoetal. 2018 | gRT-PCR
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M3. A hormonalis anyagcserében bekovetkezo gén-expresszios valtozasok abrazolasa
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