Gazdanovénykort és betegségtiineteket meghatarozo virusgének analizise,
kiilonos tekintettel a cucumovirusokra

A novényi virusok €s a ndvények kozott kialakuld kapcsolat eredményét szamos
tényezO befolyasolja. A fert6zéshez virusvektorok vagy mechanikai sériilés
sziigséges, majd a virusoknak replikalodniuk kell a fert6zott sejtekben. A
szomszédos sektekbe atjutva lokalis fertdzés kialakitasa utds a névény tavolabbi
részeibe a szallitdszdveten keresztiil eljutva szisztemikus virusfertézés alakulhat
ki. A virus jelenléte még mindig nem jelenti minden esetben tiinetek
megjelenését. A virusfertdzes egész folyamata ¢és a tiinetek kialakulasa a virus €s
a gazdanoveény folyamatos kolcsonhatasanak eredménye, ami nagymértékben
valtozhat a fertdzott novényfaj illetve egy virus kiilonboz6 izolatumainak a
fliggvényében is. Még napjainkban is igen korlatozottak az ismereteink a
virusok altal indukalt tiinetek virusokszerkezeti magyarazatarol, valamint a
novényi oldalon a kdlcsonhatasban érintett fehérjékrol is.

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) a Cucumovirus
nemzetségbe tartozik. Egyike a legszélesebb gazdandvénykorrel rendelkezo,
valtozatos tlineteket mutatd, komoly gazdasagi karokat okoz6 virusoknak, mig
az ugyanebbe a nemzetségbe tartozo paradicsom magtalansag virus (Tomato
aspermy virus, TAV) és foldimogyord satnyulas virus (Peanut stunt virus, PSV)
Iényegesen sziikebb gazdandvénykorrel és gazdasagi jelentdséggel rendelkezik.
JOl ismert példa erre a kiilonbségre az uborka fert6zddése, melyet a CMV
szisztemikusan fertéz, mig a TAV csak sejtszinten képes replikalodni igy sem
sejtrol-sejtre, sem hosszatavu terjedésre nem képes. A sejtrol-sejtre terjedes beli
kiilonbségekért ebben az esetben az RNS 1, 2, mig a hosszatava mozgasbeli
eltérésekert a kopenyfehérje felelds.

Homologia modellezéssel harom CMV izolatum (Trk7, R, M)
kopenyfehérje szerkezeti modelljét készitettiik el, majd ezeknek a modelleknek
a felhasznalasaval értelmeztiik azt, hogy a kopenyfehérje egy-egy aminosavanak
valtozés miért okozhat jelentds valtozasokat a tiinetek fenotipusaban illetve a
gazdanovénykorben. A CP térszerkezet és a tlinetek Osszefliggéseit vizsgalva
elmondhatjuk hogy a 129-es aminosavval kezd6dé6 PE-oEF hurok
mozgékonysdganak dontd szerepe van a tlinetek kialakitisaban, bar 6nmagaban
ez a jellemzé nem meghatarozd. Tovabba minden vizsgalt mutacié esetén a
josolt foszforilacios hely valtozasa kovetkezik be, igy valoszinilisithetd hogy a
kopenyfehérje foszforildciojanak donté szerepe van a gazdandveény
valaszreakciojaban (Salanki és mtsai, 2006).

A cucumovirusok hosszutdvii mozgdsaban szerepet jatszo virusfaktorok
vizsgalatdhoz az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV)
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aspermy virus, TAV) megfelelo hurkaira cseréltik fertézoképes klonok
felhasznalasaval. A rekombinans kopenyfehérjét hordozd6 RNS 3 ferté6zdképes
transzkriptumokkal RNS 1 és RNS2 transzkriptumok jelenlétében N. clevelandii
novényeket, a két virus kozos, szisztemikus gazdandvényét fertdztiink. A
szisztemikus virustiineteket minden esetben megfigyeltik 5-8 nappal az
inokulalas utan, majd RT/PCR moédszerrel ¢s a PCR termékek nukleinsav
sorrendjének meghatarozasaval bizonyitottuk a mutdciok tartds jelenlétét a
virusokban. A rekombindns virusok tisztitisa 4 esetben sikeres volt a
hagyomanyos eljarassal, azonban a TAV 2. hurkat hordozé CMV ezzel a
mobdszerrel nem tisztithato. Ezt a rekombinndns virust a paradicsom magtalansag
virusra leirt modszerrel sikerilt tisztitanunk. A tisztitott virionokkal uborka
novényeket fertoztiink, és megallapitottuk hogy a TAV 2-es (BD-BE), 3-as (BE-
aEF), 4-es (BF-BG) és 5-06s (BH-BI) hurka jelenlétében a rekombindns virus
képes szisztemizalddni bar eltéré hatékonysaggal, mig az 1-es (BB-BC) hurok
esetén szisztemikus mozgast nem figyeltink meg. A BB-BC hurok részletes
vizsgalata soran harom aminosavara (78-Pro, 79-Glu, 80-Ile) sikertilt
lokalizalnunk azt a régidt, melyet TAV eredetiire cserélve a virus elvesztette
szisztemikus mozgasanak képességét. Egy mutacido (78 Pro) nem csak a
szelektiv gazdandvényen, az uborkdan okozta a szisztemikus mozgas
megszlinését, hanem a két virus k6zos gazdandvényein is. Ha az érintett harom
aminosavat egyiittesen cseréltik ki (78-80 Pro, Glu, Ile), a mutans virus
tovabbra is szisztemikusan fertdzte a kozos gazdanovényeket, azonban az
uborkat csak lokalisan fertozte. Ezekbdl a kisérletekbdl azt a kovetkeztetést
szisztemikus mozgasaban Kkulcsszerepe van. Kovetkezd 1épésként a TAV
fertozOképes klonjaiba épitettiik mind az 6t loop szakaszt, illetve a BB-BC
hurokban pontmutansokat is készitettiink (T376K, T378P, T379E, T380I,
T383(G), valamint a hdrom egymast kovetd mutacidt egyiittesen is a T3 klonba
épitettiik (T3:78-80PEI). Ezekkel a mutdnsokkal eldszor a két virus kozos
gazdandvényeit fertdztiik (Nicotiana benthamiana, Nicotiana clevelandii). A
teljes hurok cserét hordoz6 mutadnsok koziil egyediill a BH-BI hurok esetén
tudtunk szisztemikus fert6zést kimutatni és viriont tisztitani, majd RNS kivonas
¢s cDNS/PCR amplifikalas utdn megallapitottuk hogy a mutacid stabil. A
pontmutaciok koziil a T376K, T383G ¢és a T3:78-80PEI bizonyult szisztemikus
mozgasra képesnek ¢és stabilnak. Ezeket a mutinsokat is tisztitottuk, majd
uborka novényeket fertéztiink. Az uborka novényeken a TAV szisztemikus
mozgasanak kialakitdsdhoz nem volt elég ezeknek a régioknak a cseréje. A
hurok cserét hordozé6 mutansok valoszinlileg a mozgasi fehérjével valo
inkompatibilitds miatt nem szisztemizalodtak. Korabbi munkank soran (Salanki
et al. 2004) leirtuk hogy a CMV mozgasi fehérjéjével ellentétben a TAV
mozgasi fehérjéje nem képes a virus sejtrél-sejtre terjedését a masik
cucumovirus kopenyfehérjéje jelenlétében tdmogatni. Jelen konstrukcidink



lehetdséget adnak ennek az inkompatibilitasért felelos régionak a finomabb
térképezésére (Salanki és mtsai. 2008).

Ugyanebbe a virusnemzetségbe tartozd harmadik virust, a foldimogyord
satnyulds virust (peanut stunt virus, PSV) is be kivantuk vonni a vizsgalatokba,
igy a virust Godollén akdc novényrdl izoladltuk. A tisztitott virus mindharom
genomi RNS-ét klonoztuk és teljes nukleinsav sorrendjét meghataroztuk
(GeneBank AccNo: AM905353, AM905354, AM905355). Megallapitottuk,
hogy nukleinsav sorrendje jelentdsen eltér a mar ismert izolatumokétol (80,9-
84% azonossag), igy a PSV izolatumok egy 1) alcsoportjat azonositottuk. Az
RNS3-ban két rekombindcidos pontot is azonositottunk, igy ennek az
izolatumnak a nukleinsav sorrendje bizonyitja a rekombinicid szerepét
fert6zoképesnek bizonyult, igy a Trk-7 CMV fert6zoképes klonjait felhasznalva
rekombindns virusokat készitettiink. Megallapitottuk hogy a CMV mozgasi
fehérjét és PSV kopenyfehérjét hordozd virus nem stabil. Bar inokulalt N.
clevelandii novényeknek mind az inokuldlt mind a szisztemikus leveleibdl
kimutathato volt a rekombinéns virus, sem mechanikai atvitele nem volt sikeres,
sem a virustisztitds nem vezetett eredményre.

Az a reasszortans virus mely a TAV egyes ¢és kettes RNS-e mellett a CMV
harmas RNS-¢ét hordozza, az eredeti virusokéndl stlyosabb tiineteket alakit ki
Nicotiana benthamiana novényeken. Az 1Uj génkombinacié kialakulasa
feltehetéen olyan kolcsonhatasok alakulnak ki a TAV 1-es és 2-es RNS-én
kodolt valamely fehérje illetve a CMV 3-as RNS-én kodolt fehérjék kozott,
mely a sziild1 virusoknal stulyosabb tiineteket eredményez. Munkank soran a TR
torpuilésert felelos régiot az RNS3 estetén. A CMV 2b fehérjéjét sikertilt a TAV
RNS2-be épiteniink, ¢és ennek felhaszndldsaval megallapitottuk hogy az RNS 12
esetén nem a 2b fehérje az erds tiinetek okozdja.

A CMV Ns izolatuma hiperszenzitiv reakciot (HR) okoz Nicotiana tabacum cv.
Xanthi-nc és Nicotiana glutinosa novényeken. A HR kialakulasaért felelds
genetikai determinédsnst korabbi munkank soran az la fehérje 461. aminosavara
lokalizaltuk (Divéki és mtsai. 2004). Az la fehérje szerkezet részleges
szamitdgépes modellezése utdn a 461. pozicid elicitor funkcidjat vizsgaltuk.
Molekularis modellezéssel hét mutaciot terveztiink, amit fertdzoképes klonok
felhasznalasaval épitettiink be a CMV genomjaba. A mutaciok koziil harom
(prolin, glutaminsav, aszparagin) gatolta a virus replikacigjat. Két mutaciot
hordozo virus (lizin, arginin) szisztemikus tiineteket indukalt. Az alanint illetve
szerint tartalmazo mutansok esetén a virus lokalizaciojat figyeltiik meg, de az
Ns-CMV izolatumnal megfigyelt erds nekrotikus tiinetek nem jelentek meg.
Amennyiben a virusfertézéshez extrém magas koncentracioban hasznaltunk
tisztitott viriont, az Ns-CMV esetén szisztemikus tiineteket figyeltiink meg. A
szerint tartalmazd mutans virus esetén szintén megfigyeltiik a virust nem



fertdzott levelekben, bar csak a csticsi levelek kisebb szegmenseiben. Az alanint
kodold mutans virust a nem fertdzott levelekben soha nem detektaltuk (Salanki
¢s mtsai 2007).
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