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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) és a
foldimogyor6 satnyulas virus (Peanut stunt virus, PSV) a legszélesebb és
legvaltozatosabb gazdandvénykorrel rendelkezd nemzetség, a Cucumovirus
nemzetség tagjai. A CMV a termesztett z6ldségndvényeinket veszélyezteti
leginkabb, azon beliil is a kabakosokat (Cucurbitaceae), a paprikat (Capsicum
Annuum L.), és a paradicsomot (Solanum lycopersicum L.), mig a PSV
gazdanovénykore leginkabb pillangosviragh ndvényekre korlatozodik
(Fabaceae). A két virus nagyon hasonlé genomszervezddése, aminosav
sorrendje és fehérjéi funkcidja ellenére gazdandvénykoriik jelentdsen eltér.
Napjainkig mar a cucumovirusok mindegyik fehérjét kodold génjét
azonositottak mint patogenitasért felel6s gén. A mozgasi fehérje (movement
protein, MP) mikodésér6l, valamint az MP novényi fehérjékkel valo
kapcsolatanak pontos mechanizmusar6l a rendelkezésre allo informaciok
azonban hianyosak, ebben a dolgozatban ezt a tudasbazist szeretném boviteni.
Ezen mechanizmusok ismerete, megértése a biotechnoldgia fejlédésével uj
lehetéségeket kinal a ndvényi virusok elleni védekezésre, rezisztens, ellenallo

novények létrehozasara.

Munkank soran célul tiztiik ki:

1. CMV és PSV gazdandvénykorének és tiineteinek vizsgédlata kertészeti
termesztésben eléforduld gazdandvényeken és virologiai kutatasokban

hasznalt tesztnovényeken.

2. Fertézéképes CMV és PSV klonok felhasznaldsdval CMV és PSV RNS 3

reasszortans és MP rekombinans virusok 1étrehozasa fert6zéképes in vitro



virus transzkriptumok felhasznalasaval, virusok fert6zoképességének
vizsgalata.

Nicotiana benthamiana Domin. és Capsicum annuum L. cv. Brody
tesztndovények inokulalasa a reasszortans és rekombinans virusokkal, a
kialakult tiinetek jellemzése, tiinetbeli kiilonbségek megfigyelése.

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

CMV MP-eGFP ¢és PSV MP-eGFP fuziés fehérjék novényi
plazmodezmakkal valé kolokalizacidjanak vizsgalata N. benthamiana
sejtekben, plazmodezmakhoz valé kotddés vizsgalata plazmolizalt
sejtekben.

CMV MP-eGFP ¢és PSV MP-eGFP fuzidés fehérjék ndvényi
plazmodezmakkal valo kolokalizaciojanak vizsgalata C. annuum cv.

Brody névények epidermisz sejtjeiben.



2. ANYAG ES MODSZER
2.1. Dolgozatban felhasznalt anyagok
2.1.1. Novény anyag

Fert6zéshez és a novényi sejten beliili lokalizacio vizsgalatahoz Nicotiana
benthamiana Domin., Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc, Nicotiana
glutinosa L., Chenopodium murale L., Cucumis sativus L. cv. Szenzacio,
Solanum lycopersicum L. cv. Moneymaker és Capsicum annuum L. cv. Brody
tesztnovényeket hasznaltunk. Nicotiana fajokat és C. murale-t hosszinappalos
megvilagitas mellett 16 6rads megvilagitas és 8 oras sotét periodus 24 °C-on
tartottunk a megvilagitasi periodusban és 16 °C-on a sotét periodus alatt. Az
uborka, paprika és paradicsom ndvényeket is hossziinappalos koriilmények
kozott, de 26 °C hdmérsékleten neveltikk a megvilagitasi periodusban és 23 °C

hémérsékleten sotét periodusban.
2.1.2.Virus izolatumok, fert6zéképes klonok

A dolgozatban felhasznalt virus izolatumok: Rp-PSV izolatumot Dr.
Salamon Pal izolalta, G6dollén, fehér akacrdl (Robinia pseudoacacia L.),
fert6zoképes klonjait pRP1-PSV, pRP2-PSV, pRP3-PSV Kiss és mtsai.
kozolték (KIss és mtsai., 2008). Az Rs-CMV izolatumot Dr. Salamon Pal
izolalta, Godoll6n, retekrdl (Raphanus sativus L.), ferté6z6képes klonjait pRS1-
CMV, pRS2-CMV, pRS3-CMV Divéki és mtsai. kozolték (DIVEKI és mtsai.,
2004). Az MP rekombinans fert6zéképes klonokat overlap PCR segitségével
allitottuk el pCP3 pPC3 pPAC3.



2.2. Dolgozatban alkalmazott médszerek
2.2.1. MP rekombinans fert6zéképes klonok elkészitése

Az MP rekombinans 3-as RNS-eket overlap PCR segitségével készitettiik
CMV és PSV RNS3 (pRs3 és pRp3) cDNS klonok felhasznalasaval. pCP3
fert6zoképes klon a CMV MP és az 5° nem kodolo régiot a PSV 3-as RNS
eredményeként kapott PCR termék szolgalt kés6bb templatként az in vitro
transzkripciohoz, mely a CMV 5’ nem kodolo régiot és az MP-t tartalmazta,
illetve a PSV MP és CP kozti nem kodolo régiot, a CP-t és 3’ nem kodolo
régiot. A rekombinans PCR termék 5° végén T7 prométert és Pstl hasitohelyet
tartalmazott, illetve 3’ végén is egy Pstl hasitohelyet.

A pPC3 fertézoképes klont is a fent emlitett cDNS klonok
felhasznalasaval készitettiik el overlap PCR segitségével. A PSV MP és az 5’
cseréltik ki. Az overlap PCR utan a PCR termék a PSV 5’ nem kodolo régiot
€s MP-t tartalmazta, illetve CMV MP és CP kozti nem kodolo régiot, CP-t és
3’ nem kodol6 régiot. A rekombinans PCR termék 5’ végén T7 promotert és
BamHI hasitohelyet tartalmazott, illetve 3’ végén is egy BamHI hasito hely
talalhato.

A pPAC3 fertéz6képes klont a pRs3 ¢és pRp3 cDNS klonok
felhasznalasaval készitettiik el overlap PCR segitségével. A PSV MP és az 5’
nem kodold régit a CMV 3-as RNS ezen szakaszdnak megfeleld
szekvencidjaval kicseréltik és a PSV MP C-terminalis 42 aminosavanak

megfelelé nukleotidot toroltikk a szekvenciabdl. Az overlap PCR utan a PCR



termék a PSV 5 nem kodolod régiot és a 3’ 42 aminosav delécios MP-t
tartalmazta, illetve CMV MP ¢és CP kozti nem kodolo régiot, CP-t és 3’ nem
kodolo régiot. A rekombinans PCR termék 5° végén T7 promotert €s BamHI

hasitohelyet tartalmazott, illetve 3’ végén is egy BamHI hasito helyet.

Az overlap PCR-¢l késziilt MP rekombinans PCR (pCP3, pPC3, pPAC)
termékeket E. coli DH5a torzsébe transzformaltuk INOUE és mtsai. (1990)
modszere szerint. A rekombinans klonok nukleotid sorrendjének

meghatarozasat a Biomi Kft.-nél, (G6do116) végeztiik.
2.2.2. Invitro transzkripcio, inokulalas, virion tisztitas

Tesztnovények inokulalasahoz fertéz6képes in vitro transzkriptumokat
készitettink. A korabban emlitett fertézoképes klonokat hasznaltuk
templatnak. CMV-hez: pRs1-CMV, pRs2-CMV, pRS3-CMV, PSV-hez pRp1-
PSV pRp2-PSV, pRp3-PSV, az RNS3 reasszortans virusokhoz: pRs1-CMV,
pRs2-CMV, pRpl-PSV, pRp2-PSV, pRS3-CMV, pRp3-PSV, az MP
rekombinans virusokhoz pedig pRs1-CMV, pRs2-CMV, pCP3, pPC3 és
pPAC3 klonokat hasznaltuk. A klonokat hordozo plazmidokat linearizaltuk
BamHl-es és Pstl-es restrikcios endonukledz enzimmel. A transzkriptumok

szintézisét T7 polimeraz enzimmel végeztiik (SZILASSY és mtsai., 1999) .

A cDNS klonokrol késziilt in vitro RNS transzkriptumokat egyenld
mennyiségben kiilonb6z6 kombinaciokban kevertiik hozza 40 pl inokulalo
pufferhez tigy, hogy az inokulum azonos mennyiségben tartalmazzon 1-es, 2-

es és 3-as RNS-nek megfelel§ transzkriptumot.



Az in vitro transzkriptummal fertézott N. benthamiana novényekbdl,
harom héttel az inokulalas utan a fert6zott ndvények tiineteket mutato fiatal,
fels6 leveleibdl virionokat tisztitottunk (LOT és KAPER, 1976). A fert6zéses
kisérletekben a tisztitott virionnal egyenld koncentracioban fertéztiink

tesztndvényeket.

2.2.3. MP-eGFP fuziés fehérjék készitése sejten beliili lokalizacio

vizsgalatahoz

A sejten beliili lokalizacios vizsgalatokhoz, MP-eGFP fuzids fehérjéket
készitettliink. A CMV MP-t és PSV MP-t kodolo génszakasz C-terminalis
végéhez eGFP-t kodold szakaszt fuzionaltattunk, miutin az MP-k stop
kodonjat eltavolitottuk, hogy az MP transzlacidja a GFP fehérjével egyiitt
torténjen. A két fuzios fehérjét overlap PCR segitségével készitettiik el pRs3,
PRp3 és peGFP cDNS klénok felhasznalasaval. Az overlap PCR soran kapott
PCR termékek az 5° végiikon Sacl, a 3’ végiikon BamHI hasitohelyeket
tartalmaztak. A PCR termékeket E. coli DH5a térzsébe transzformaltuk Inoue
és mtsai. (1990) moddszere szerint. A rekombinans kloénok nukleotid

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

2.2.4. Agrobacterium transzformalas és Agrobacterium-kozvetitett

tranziens génexpresszio

Az overlap PCR-rel késziilt E. coli-ban felszaporitott MP-eGFP klonokat
Agrobacterium tumefaciens C53C1 térzsébe transzformaltuk, miutan a
szekvenciaba integralt hasitohelyek (Sacl, BamHI) segitségével pBin

expresszios plazmid vektorba ligaltuk.



Az Agrobacterium-kozvetitett tranziens génexpressziohoz az MP-eGFP
agroinfiltralast megelézéen. Az MP-eGFP konstrukciot hordozé baktérium
kultarak koncentracidjat ODeoo 0,4-re allitottuk be. A szuszpenzidkhoz minden
konstrukeio esetén P19 szupresszor fehérjét hordozé Agrobacterium torzset is
hozzaadtunk (JAY és mtsai., 2023), melynek koncentraciojat pedig ODeggo 0,2-
re allitottuk be. Az Agrobacterium szuszpenzidt, fecskendd segitségével
injektaltuk 4-5 leveles dohany illetve paprika novények levél fonakjaba
(NEMES és mtsai., 2014).

2.2.5. Konfokalis lézer-pasztazé mikroszkopia

Az eGFP-vel jelolt MP-k ndvényi sejten beliili lokalizacidjat konfokalis
1ézer-pasztazd mikroszkoppal figyeltik meg, az agroinfiltralast kovetd 24

oraban.

A plazmodezmak jeloléséhez anilin kék festést hasznaltunk. amellyel a
plazmodezmaknal talalhato kallozt festettilk meg (KUMARI és mtsai., 2021). A
plazmolizalt sejtes vizsgalatokhoz levélkorongnyi mintakat 10%-0s NaCl

oldatban aztattuk 15 percig.
2.2.6. Statisztikai analizis, képfeldolgozas

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

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



mtsai., 2018). A plazmodezma kolokalizdcioban mért szignifikans
kiilonbségeket meghatarozasara egytényezés ANOVA modellt alkalmaztunk
(P <0,05). C. annuum sejtekben CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP paronkénti
Osszehasonlitashoz kétmintas T-probat hasznaltunk, amit P<0,05 értékkel

végeztiik el.
2.2.7. Virusok, eGFP detektalasa

A fert6zéses kisérletekben, a fertézés sikerességének igazolasahoz, az
inokulalt N. benthamiana és C. annuum névényekbél CMV-t, PSV-t, RNS 3
reasszortans és MP rekombinans virusokat RT-PCR segitségével detektaltuk.
A kivont RNS-bél, komplementer DNS-t (cDNS) készitettiink, amihez reverz
transzkripciot végeztink. A CDNS-ek felhasznalasaval végeztik a PCR
vizsgalatot. A virusok kimutatasahoz a CP-re specifikus oligonukleotid

primereket hasznaltunk.

Az MP-eGFP fuzios fehérjékkel agroinfiltralt ndvényekbdl vett mintakat
fehérje kivonast kovetben elvalasztottunk 12%-os denaturalo (SDS tartalmu)
poliakrilamid gélben, majd nitrocellul6z membranra vittiik at. A membran
blokkolasahoz Western Blocker Solution oldatot (Sigma) alkalmaztuk. Az
MP-khez kapcsolt eGFP-t nyul poliklonalis anti-GFP (Agrisera) els6dleges
ellenanyaggal mutattuk ki, amit 1:3 000 higitasban hasznaltunk. Masodlagos
ellenanyagként ~ HRP-konjugalt  anti-nyul ellenanyagot  (Agrisera)
alkalmaztunk, 1:5000 higitasban. Az eléhivashoz Pierce ECL HRP detection
reagent Kitet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk.



3. EREDMENYEK

3.1. CMV ¢és PSV gazdanovénykorének és tiineteinek vizsgalata

kiilonb6z6 gazdanovényeken

Szakirodalmi adatok alapjan a CMV ¢és a PSV  hasonlo
genomszervezddése és tulajdonsagai ellenére gazdandvénykoriil jelentGsen
eltér (EDWARDSON ¢és CHRISTIE, 2018; MINK ¢és mtsai., 1969).
Novényvirologiaban altalanosan hasznalt tesztndvényeket €s a termesztésben
meghataroz6 gazdasagilag jelentds novényeket fertoztiink Rp-PSV-vel és Rs-
CMV-vel, hogy a két virus gazdandvénykdorét, illetve a gazdandvényeken

okozott tiineteit 6sszehasonlitsuk

N. glutinosa és N. benthamiana tesztnovényeket mindkét virus
szisztemikusan fertézi azonban PSV esetén a tiinetek enyhébbek. N. tabacum
cv. Xanthy-nc névényt CMV szisztemikusan fert6zte, PSV viszont nem
alakitott ki szisztemikus tiinetek a ndévényen. Chenopodium murale mindkét
altalunk vizsgalt virusnak lokalis 1ézi6s gazdandvénye, azonban a 1ézidk
méretében kiilonbséget figyeltiink meg, a PSV kisebb és enyhébb mértékben
nekrotizalddo 1ézidkat okozott az inokulalt leveleken, mint a CMV. Uborka
névényt (Cucumis sativus), a CMV szisztemikusan fert6zte, a szisztemikus
leveleken levéldeformaciot és erds mozaikot okozva, mig PSV nem fertdzte a
névényt. A paradicsom (Solanum lycopersicum), a CMV-nek szisztemikus
gazdandvényének bizonyult, a virus erds mozaikos tiineteket, torpiilést és a
levél lemezek keskenyedését okozta. PSV-vel fert6zott novényeken nem
figyeltiink meg virus okozta tiineteket. Mivel a PSV gazdanovénykorét féleg
pillangds viraga névények alkotjak, bab (Phaseolus vulgaris) névényeken is
vizsgaltuk a két virus altal okozott tiineteket. Az CMV nem okozott



szisztemikus tiineteket a fert6zott novényen. PSV esetén erds torpiilést, kacs
és levél deformaciot, csavarodast figyeltiink meg, illetve enyhe mozaikos

rajzolatot a lombleveleken.

3.2 Fertozoképes RNS3 reasszortins és MP rekombinans virusok

készitése és Nicotiana benthamiana tesztnovény inokulalasa

A két cucumovirus gazdandvénykorében és az okozott tiinetekben
megfigyelt kiilonbségek vizsgalatara kiilonb6z6 RNS3 reasszortans és MP
rekombinans virusokat készitettiink, melyek fert6z6képességét a két virus
k6z6s gazdandvényén, N. benthamiana névényen vizsgaltuk. Haromleveles N.
benthamiana novényeket fertéztiink CMV-vel, PSV-vel, C12P3 és P12C3 jelti
RNS3 reasszortans, illetve C12CP3 és C12PC3 jeli MP rekombindns
virusokkal. A tiinetek kialakulasat az elkdvetkezé harom héten kovettiik
nyomon. N. benthamiana noévényt C12PC rekombinans virus kivételével
mindegyik konstrukcid szisztemikusan fertdzte, azonban a tiinetek intenzitasa

jelentésen eltért.

crcr

klorotikus mozaikot és az egész novény satnyuldsat, torpiilését okoztak. A
tiinetek négy nappal az inokulalast kévetéen jelentek meg. A PSV MP-t
tartalmazo virusok (PSV, C12P3) virusok altal okozott tiinetek késébb
jelentkeztek, a hetedik napon és a tiinetek enyhébb formaban jelentkeztek,

foként enyhe mozaikot figyeltiink meg enyhe levél deformitéssal tarsulva.

Irodalmi adatok alapjan tobb példa talalhat6, ahol a Bromoviridae csaladon

beliil két virus MP-je csak a C-terminalis 33 aminosav delécidja esetén képes



a masik virus CP-vel egyiitt funkcionalni (NAGANO és mtsai., 2001; SALANKI
€s mtsai., 2004).

Mivel CI12PC3 rekombinans, nem volt fert6z6képes, aminosav
szekvencia illesztés segitségével meghataroztuk a PSV MP-nek a CMV MP
C-terminalis 33 aminosavaval homolog szakaszt, ami a C-teminalis 42
aminosav volt. Elkészitettitk a pPC3 klon, PSV MP C-terminalis 42 aminosav
deléciés mutansat (pPAC3). N. benthamiana inokuldlasa utan hét nappal
szisztemikus tiineteket figyeltiink meg, melyek a tobbi PSV MP-t tartalmaz6
konstrukcidhoz (PSV, C12P3), hasonldan enyhébbek voltak és lassabban

jelentkeztek a novényen.

N. benthamiana novények fertézésének dinamikajat a vizualis
megfigyelések mellett RT-PCR-rel vizsgaltuk az 6ssze virus konstrukcid
fertézése esetén CP specifikus primerekkel. Két nappal az inokulalast
kovetden a virus RNS nem volt kimutathaté egyik konstrukci6 esetén sem.
Négy nappal az inokuldlast kdvetéen a CMV MP-t hordozo konstrukciok,
melyeknél mar a tiinetek is lathatoak voltak, kimutathatéak voltak (CMV,
P12C3 és C12CP3). Hét nappal az inokulalast kdvetéen az Osszes vizsgalt
virus kimutathaté volt (CMV, PSV, C12P3, P12C3, C12CP3 és C12PAC3),
azok is, amelyeknél a tiinetek késébb, hét nappal az inokulalast kovetden

jelentkeztek.

Tovabbi kisérleteink sordn a delécids mutanst hasznaltuk a ferté6zésekhez.
A fertézott novényekbdl viriont tisztitottunk az Osszes virus konstrukcid

esetén, amit tovabbi fertdzési kisérletekhez hasznaltunk.



3.3 Capsicum annuum fertézése RNS3 reasszortans és MP rekombinans

virusokkal

C. annuum cv. Brodyn folytattuk a vizsgalatokat, melyet a CMV
szisztemikusan fertdz, viszont a PSV-nek nem gazdandvénye. A fertézott
novényeken a CMV er6s levél deformaciot, valamint a CMV-re jellemz6 er6s
mozaikos tlineteket és a novény torpiilését okozta. A tiinetek két héttel a
fertézést kovetden jelentek meg és egyre intenzivebbé valtak az id6
eloérehaladtaval. A PSV nem okozott tiinetet a névényen. A P12C3, és C12CP3
tehat a CMV MP-t tartalmaz6 virusok, a CMV-hez hasonléan erds levél
torzulast, mozaikot és torpiilést okoztak. A PSV MP-t hordozé virusok, a
CI12P3 ¢és CI2PAC3 a PSV-hez hasonldéan tiinetmentesek voltak a
monitorozott periodus alatt. A vizualisan megfigyelt eredményeket

molekularis méodszerrel is alatimasztottuk RT-PCR-rel is alatamasztottuk.

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

lokalizaciéja Nicotiana benthamiana sejtekben

A tesztnovények fertdzése soran az MP-t azonositottuk, mint a tiinet
jellegét vagy a gazdandvényt meghatarozo faktort. Az MP 6 feladata a virus
sejtrol-sejtre torténd terjedésének tdmogatasa, amihez az MP plazmodezma
lokalizacidja sziikséges feltétel (NAVARRO és mitsai., 2019). CMV MP és a
PSV MP n6vényi sejten beliili lokalizaciojat, illetve plazmodezma
kolokalizaciojat hasonlitottuk 6ssze N. benthamiana névények epidermisz
sejtjeiben, CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fuzids fehérjék segitségével.
Mind a PSV MP-eGFP, mind a CMV MP-eGFP konfokalis mikroszkoppal a
sejt perifériajan voltak megfigyelhetéek, pontszerti formaciokba rendezédve.

Azonban CMV MP-eGFP egyértelmilen a plazmodezmakkal megegyezd



pozicidban lokalizalodott, mig a PSV MP-eGFP homogénebben oszlott el a
sejtek citoplazméjaban is. Az MP-eGFP szignal
plazmodezma/plazmamembran eloszlasanak aranyat szamszertsitettiik, ami
CMV MP-eGFP esetében joval magasabb mit a PSV MP-eGFP esetén
alatamasztva, hogy a CMV MP a plazmodezmaknal lokalizalodik féleg, mig a
PSV MP a plazmamembran €s a plazmodezmak kozott egyenletesebben oszlik

meg.

Az MP-k plazmodezma kolokalizacidjanak szamszeriisitésé¢hez Pearson
korrelacios koefficienst (PKK) hasznaltunk, statisztikai analizis segitségével
hatdroztuk meg a szignifikdns eltérést. A CMV MP-eGFP esetén erds
plazmodezma kolokalizaciot igazoltunk ([PKK]=0,67), mig a PSV MP-eGFP
kevésbé hatékonyan kolokalizalt a plazmodezmakkal ([PKK]=0,42). A két
fehérje plazmodezma kolokalizacidja kozott statisztikailag szignifikans

kiilonbséget mutattunk ki.

A CMV-MP-eGFP ¢és a PSV-MP-eGFP plazmodezmakhoz vald
kotédését is megvizsgaltuk plazmolizalt N. benthamiana epidermisz sejtekben.
A kisérlet soran csak a plazmodezmakhoz kapcsolddo MP-eGFP fehérjék
maradnak a sejtfalndl, az ott lokalizalodé de nem kapcsolodd fehérjék pedig
eltavolodnak a sejtfaltél a plazmolizis hatasara levaldo plazmamembrannal
egyltt. A kisérlet soran igazoltuk a PSV MP gyengébb plazmodezma

kotodését.

Megallapitottuk, hogy ugyan a PSV MP plazmodezma lokalizacidja
kimutathat6, de nem képes azok szerkezetébe olyan mértékben integralddni,

mint a CMV MP.



3.5 CMV MP-eGFP és PSV MP-eGFP fiizios fehérjék sejten beliili

lokalizacioja Capsicum annuum sejtekben

Mivel C. annuum cv. Brody fertézéses kisérletekben az MP-t hataroztuk
meg, mint a fertdzést limitalo faktort, ezen a névényen is tovabbi vizsgalatokat
folytattunk a két MP sejten beliili lokalizacidjaval kapcsolatban. CMV MP-
eGFP pontszeri struktirakba rendezédott a plazmodezmak kérnyékén. A PSV
MP-eGFP jel f6leg a citoplazmaban volt megfigyelhetd és alig volt lathato
atfedést a plazmodezma szignalokkal. CMV MP-eGFP
plazmodezma/plazmamembran aranya sokkal magasabb volt, mint PSV MP-
eGFP plazmodezma/plazmamembran arany, aminek jelenléte leginkabb a

citoplazmaban volt kimutathato.

Az MP-k plazmodezma kolokalizaciojanak mérés¢hez PKK-t
hasznaltunk. CMV MP-eGFP plazmodezma kolokalizacioja erés korrelaciot
mutatott ([PKK]=0,74), amely magasabb szam, mint az N. benthamiana esetén
mért. PSV MP-eGFP nagyon kis mértékben kolokalizalt plazmodezmakkal
([PKK]=0,25), amely joval alacsonyabb korrelacio, mint N. benthamiana
esetén ([PKK]=0,42). Megallapitottuk, hogy ugyan a PSV MP plazmodezma
kolokalizacioja kimutathatd, de nem kotédik a plazmodezmakhoz olyan
hatékonyan, mint a CMV MP, ez okozza C. annuum esetében a két virus kozti
gazdanovény kiilonbséget, illetve N. benthamiana esetén a tiinetekben vald

eltérést.



4. KOVETKEZTETESEK

A CMV-nek tobb mint 1200 gazdandvényét irtak le tobb mint 100
novénycsaladbol, mig a PSV gazdandvénykdre és gazdasagi jelentGsége
foként a hiivelyes novényekre korlatozodik, annak ellenére, hogy
taxonomiailag és genomszervezddésben, illetve a fehérjék funkcidjaban
CMV-hez nagyon hasonld. A gazdanovénykor és a tlinetek kialakulasa
komplex jelenség, melyeket bonyolult virus-novény kolcsonhatasok
hataroznak meg. A cucumovirusok esetén mind az 6t virus altal kodolt fehérje
szerepét igazoltak ezen kolcsonhatasok kialakulasaban, azonban ezen
kolcsonhatasok részletes jellemzésérdl nem 4all rendelkezésre elegendd

informacio (SALANKI és mtsai., 2018).

A CMV ¢és a PSV gazdanovénykdorének é€s tiineteinek valtozatossagat a
novényvirologiaban  altalanosan  hasznalt  tesztndvényeken ¢és a
z6ldségtermesztésben eléforduld ndvényeken vizsgaltuk meg. A korabbi
irodalmi adatokhoz hasonldan, a PSV nem fertdzte szisztemikusan N. tabacum
cv. Xanthi novényt, a CMV viszont képes volt ezen a novényen szisztemikus
tineteket kialakitani. N. benthamiana tesztnovényeken mindkét virus
szisztemikus tiineteket okozott, azonban a tiinetek intenzitisaban és
fenotipusaban eltérés mutatkozott (KiISS és mtsai., 2008). Uborkan és
paradicsomon a CMV szisztemikus tlineteket okozott, mig a PSV nem,
azonban a pillang6s viraguakhoz tartozé babot, a PSV szisztemikusan fertdzte,

amire a CMV nem képes.

A CMV ¢és a PSV gazdanovénykorében vald eltérések és a kiilonbozo

fenotipusu tiinetek vizsgalatara RNS3 reasszortdns (C12P3, P12C3), és MP



rekombinans (C12CP3, C12PC3) virusokat készitettiink. Korabban az MP
szerepét a gazdandvénykor meghatarozasaiban CMV RNS3 ¢s foldimogyoro
rozettdsodas virus (Groundnut rosette virus, GRV) és Cymbidium
gylrisfoltossag virus (Cymbidium ringspot virus, CymRSV) MP segitségével
is igazoltak (HUPPERT és mtsai., 2002; RYABOV és mtsai., 1999).

Munkank soran a rekombinans és reasszortans virusokkal egy kozos
gazdanovény N. benthamiana inokulalasat kovetéen a C12PC rekombinans
virus kivételével mindegyik konstrukcid szisztemikus fertézést okozott.
Korabbi irodalmi adatok alapjan tobb példa van ra a Bromoviridae csaladon
beliil, hogy két virus MP-je csak a C-terminalis 33 aminosav delécidja esetén
képes a masik virus CP-vel egyiitt funkcionalni (NAGANO és mtsai., 2001;
SALANKI ¢és mtsai., 2004). Ezen informaciok alapjan, a CI12PC
rekombinansnak elkészitettiink egy MP C-terminalis delécidos mutansat
(C12PAC), ahol a CMV MP C-teminalis 33 aminosavval homolog szakaszt
eltavolitottuk PSV MP szekvenciabol. C12PAC képes volt szisztemikus
tiinetek kialakitasara N. benthamiana novényen. Az eredmények azt mutatjak,
hogy a PSV-nek a TAV-hoz hasonléan kevésbé rugalmas a MP-je, a CMV-
hez viszonyitva, ami Osszefiiggésben lehet a CMV sokkal tagabb
gazdanovénykorével. A fertézéses kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a
CMYV MP-t tartalmazo virusok (P12C3, C12CP) a CMV-hez hasonl¢ tiineteket
okoztak, torpiilést, erds klorotikus mozaikot és erds levél deformitast €s mar
négy nappal inokuldlast kovetéen kimutathatdak a nem fertdzott frissebb
hajtasokbol. A PSV MP-t tartalmazo konstrukciok (C12P3, C12PAC3) a PSV-
hez hasonloan enyhébb levél deformalodast €s gyengébb mozaikos tiineteket
okoztak, legkorabban hét nappal az inokulalast kdvetden voltak kimutathatoak

a szisztemikus levelekbol.



A Kkisérleteket egy szelektiv gazdandvényen, C. annuum cv. Brodyn
folytattuk, melyet a CMV szisztemikusan képes fert6zni, azonban a PSV-nek
nem gazdanovénye. A P12C3, és CI2CP3 reasszortans és rekombinans
virusok tehat a CMV MP-t tartalmaz6 virusok, a CMV-hez hasonldan erds
levél torzulast, er6s mozaikos tiineteket és torpiilést okoztak a paprika
ndévényen, mig a PSV MP-t hordoz6 virusok, a C12P3 és C12PAC3 a PSV-hez
hasonldan nem tudtak szisztemikusan fert6zni. Fert6zési kisérleteink alapjan
N. benthamiana névényen és paprika névényen, a CMV és a PSV kozotti

gazdandvény, illetve tiineti eltéréseket a két virus MP-hez kothetd.

A cucumovirus MP elsddleges feladata a virus sejtrél-sejtre torténd
terjedésének tdmogatasa, ami a ndvényi plazmodezmakon keresztiil torténik és
az MP plazmodezma lokalizacidja sziikséges feltétel hozza (NAVARRO és
mtsai., 2019). N. benthamiana névények epidermisz sejtjeiben eGFP-vel jelolt
CMV MP ¢és PSV MP sejten beliili lokalizaciojat és plazmodezma
kolokalizaciojat hasonlitottuk ossze. A CMV MP-eGFP egyértelmiien a
plazmodezmakkal —megegyez6 pozicioban lokalizalodott magasabb
plazmodezma/plazmamembran arannyal mig a PSV MP-eGFP a plazmodezma
lokalizacié mellett homogénebben oszlott el az epidermisz sejtek
citoplazméjaban is, plazmodezma/plazmamembran aranya alacsonyabb volt a
CMV MP-eGFP esetében mértnél. Pearson korrelacios koefficiens
alkalmazasaval CMV MP-eGFP esetén erés plazmodezma kolokalizaciot
igazoltunk ([PKK]=0,67), mig a PSV MP-eGFP kevésbé hatékonyan
kolokalizalt a plazmodezmakkal ([PKK]=0,42). Plazmolizalt N. benthamiana
epidermisz sejtekben, megallapitottuk, hogy ugyan a PSV MP plazmodezma
lokalizacidja kimutathat6, de nem képes azok szerkezetébe olyan mértékben

integralddni, mint a CMV MP.



Mivel C. annuum cv. Brody ndévényt a PSV nem volt képes
szisztemikusan fert6zni, a CMV-nek viszont gazdandvénye, ezen a névényen
is tovabbi vizsgalatokat folytattunk. A CMV MP-eGFP plazmodezma
kolokalizacidja erés korrelaciot mutatott ([PKK]=0,74), amely magasabb,
mint a N. benthamiana novény esetén mért. Paprika novény epidermisz
sejtieiben a PSV  MP-eGFP nagyon kis mértékben kolokalizalt
plazmodezmakkal ([PKK]=0,25), amely joval gyengébb korrelacio, mint N.
benthamiana esetén ([PKK]=0,42).

A virusok sejtrél-sejtre valo mozgasanak korlatozasa gatolhatja a fertézés
kialakulasat, vagy a tiinetek megjelenésének sebességét. A PSV MP szerkezete
a 30K szupercsaladra jellemzd, a f6 domének erés homoldgiat mutatnak a
CMV MP-vel. A C-terminalis régional figyelheté meg a legnagyobb
kiilonbség, ami hosszabb is (7 aa), mint a CMV vagy a TAV C-terminalis
elésegiti a 28-as Szerin aminosav, mely foszforilalhatd (SARAY és mtsai.,
2021), ez az aminosav a PSV MP-ben is megtalalhat6. A 30k szupercsaladban
a plazmodezma lokalizacios szignalt a kozelmultban az N-terminalis 50.
aminosavnal hataroztdk meg TMV esetén (YUAN és mtsai., 2016). A
plazmodezma lokalizacids szignal egyik kolcsonhato partnerét, a ndvényi

szinaptotagmint (SYTA) is meghataroztak (YUAN és mtsai., 2018).

A cucumovirusok esetében hasonldé adatok nem allnak rendelkezésre,
ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek a sejtrél-sejtre valdé mozgashoz
sziikséges faktorok azonositdsdhoz, valamint ezen kolcsonhatasok elemzése

kiilonb6z6 gazdandvény-virus kapcsolatok esetén.



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Igazoltuk a PSV MP C-terminalis 42 aminosav delécidjanak sziikségességét
a CMV CP-vel val6 kompatibilitashoz.

2. Megallapitottuk, hogy N. benthamiana névényen a CMV MP-t tartalmazo
virusok (C12CP3, P12C3) a CMV-hez hasonldan erdsebb tiineteket okoztak,
torpiilést, erds klorotikus mozaikot és erds levél deformitast figyeltiink meg,
mig a PSV MP-t tartalmazo virusok (C12PAC3, C12P3) a PSV-hez hasonl6éan
enyhébb levél deformaldodast és gyengébb mozaikos tiineteket okoztak. PSV
MP-t tartalmazé virusokhoz képest a CMV MP-t hordozo konstrukcidk a
fert6zés utan 3 nappal hamarabb detektalhatéak a fels6, szisztemikus
levelekben.

3. C. annuum cv. Brody névényen a CMV MP-t tartalmaz6 virusok (C12CP3,
P12C3), a CMV-hez hasonloan erds levél torzulast, erds mozaikos tiineteket
és torpiilést okoztak, mig a PSV MP-t tartalmazo virusok (C12PAC3, C12P3),

nem okoztak tiineteket, nem tudtak szisztemikusan fertézni a paprika novényt.

4. N. benthamiana sejtekben CMV MP-eGFP flzids fehérje esetén erds
plazmodezma kolokalizaciot igazoltunk, mig a PSV MP-eGFP fuzios fehérje
kevésbé hatékonyan kolokalizalt a plazmodezmakkal, illetve plazmolizalt

sejtekben igazoltuk PSV MP-eGFP gyengébb plazmodezma k6t6dését.

5. Bizonyitottuk, hogy C. annuum cv. Brody ndévényen a CMV MP-eGFP
fuzids fehérje plazmodezma kolokalizacidja er6sebb, mint N. benthamiana
esetén, PSV MP-eGFP fuzioés fehérje viszont nagyon kis mértékben
kolokalizal a plazmodezmakkal. Tehat a PSV nem képes hatékony sejtrol-
sejtre terjedésre a paprika novényben és ez lehet a legfontosabb oka annak,

hogy a PSV nem képes a paprika novény megfertdzésére.
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