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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A burgonya - a kukorica, btiza és rizs utdn - a legfontosabb élelmiszernovényiink. Vildgszerte tobb
orszdgban termesztik és fogyasztjdk, mint barmely mds kultirnovényt. A gumd kialakuldsdnak és fejlodésének
kutatdsa ezért, mind bioldgiai, mind pedig gazdasagi szempontbdl, jelentds feladat.

A gumé fejlédésének legjellegzetesebb eleme a nagy mennyiségli szénhidrit felhalmozéddsa. A
szénhidrat-anyagcsere megismerésének eukariéta modellje az élesztd, a Saccharomyces cerevisiae. Az élesztében a
szénhidrat-anyagcsere szabdlyozasanak kulcsenzime az SNF1 (Sucrose Non-Fermenting 1) kinaz, ami részt vesz a
katabolit represszié szabdlyozdsdban, a glikogén felhalmoz6dds szabdlyozdsdban, foszforildcid révén modositja
szdmos metabolikus enzim aktivitdsat és transzkripcids faktor DNS-kotését, mintegy kozponti reguldtorként
irdnyitja a sejt anyagcsere-folyamatait a rendelkezésre 4116 szénforras fiiggvényében (POLGE és THOMAS, 2006;
BAENA-GONZALEZ, 2008).

Az élesztd SNF1 és a novényi SNF1-rokon kindzok 1. tipusa (SnRK1) kozott jelentSs szekvencia és
funkciondlis hasonlésdg van. Feltételezhetd, hogy a novény fejlédése sordn zajlé szénhidrat-metabolizald
folyamatok szabdlyozdsidban a novényi SnRK1-ek fontos szerepet jatszanak. Ezért kezdte el munkacsoportunk a
burgonya SnRK1-ek vizsgélatit. Lakatos Lérant izolalt és részlegesen jellemzett két SnRK1 cDNS-t, a PKINI-et és
StubSNF I-et, valamint egy, a StubSNF1-gyel interakciéba 1épd fehérjét kédolé cDNS-t, a StubGALS3-at
(LAKATOS és BANFALVI, 1997; LAKATOS és mtsai, 1999), Lovas Agnes pedig részletesen jellemezte ezeket a
géneket és antiszensz transzgénikus ndovények fenotipusdnak vizsgdlatdbol kovetkeztetett az altaluk kodolt fehérjék
funkcidjara (LOVAS, 2003).

A Lakatos Lérdnt és Lovas Agnes dltal végzett kisérletek folytatdsaként, célul tiztiik ki a PKINI,
StubSNF1 és StubGALS3 fehérjék miikodésének még részletesebb megismerését, az antiszensz transzgénikus
novényekben lévé PKIN1 és StubSNF1 enzimek egyiittes aktivitisinak mérését, a szénhidrdt-anyagcsere
szabdlyozdsdban betiltott szerepiik vizsgdlatdt, a piruvdt-kindz enzimmel valo kapcsolatuk feltdrdsdt.

A magyarorszdgi burgonyatermesztés tobb sebbdl vérzik. A rendszerviltds 6ta a burgonya termdteriilete
jelentdsen csokkent. Magyarorszdgi termesztésének egyik legkritikusabb eleme az ontdzés, e nélkiil gazdasdgos
termesztése rendkiviil bizonytalan. A termesztés gazdasagossagat erésen befolydsolé tényezdk még a kiilonbozd, a
burgonyét sujto betegségek. Ezek ellen val6 védekezés jelentds osszegeket emészt fel évrdl évre. A legtobb kirtevo
és kérokoz6 ellen van gy6gymdd, a virusokkal szemben azonban nincs, csak a megel6zés lehetséges. A legnagyobb
igyekezet ellenére is el6fordulhat azonban, hogy jelentds termésveszteséget okoznak a kiilonbozd virusfertézések.
Ezért rendkiviil fontos a virusok fertézési folyamatdnak, a virusok elleni névényi védekezés elemeinek, és a virusok
ezekre tett vdlaszlépéseinek minél alaposabb megismerése. A burgonyakultirdk egyik legjelentdsebb virus-
kérokozdja a potyvirusok kozé tartoz6 burgonya Y virus (potato virus Y, PVY).

Dohdny novényeken végzett kisérletekbdl kideriilt, hogy két geminivirus fehérje, az AL2 és az L2
inaktivalja a dohany SnRK1-ét (HAO és mtsai, 2003). A SnRK1 inaktivdciéja megnovekedett fogékonysagot idézett
el6 a kiilonbozd virusfertdzésekre. A két virusfehérje aminosav szekvencidjanak analizise soran kideriilt, hogy egyik
sem tartalmaz SNF1 foszforilacids konszenzus szekvenciat, igy a kapcsolat nem egy egyszeri kindz-szubsztrat
kolcsonhatds. A megnovekedett fogékonysdg nem a fert6zés stlyosboddsat jelentette, hanem a lappangdsi idd,

illetve a fertézéshez sziikséges virus-inokulum toménység csokkenését (az infekcids dozist). Ezzel dsszhangban, a



SnRK1 tdltermeltetése megnovelte a dohanynovények virusokkal szembeni ellendllé képességét (HAO és mtsai,
2003).

A burgonya Y virus funkciondlisan hasonlé fehérjéjét és génjét, a HcPro-t Dr. Palkovics Ldszl6 és mtsai
(BCE KTK, Novényvédelmi Tanszék és MBK, Gazda-patogén Kolcsonhatds Csoport) izolaltdk és jellemezték. A
HcPro fehérje tobbfunkciés. Ismert, hogy egyik funkcidja a géncsendesités szupresszidja, vagyis a ndvény
védekezési folyamatdnak gitldsa, a virustranszkripcié és terjedés segitése. Noha a funkciondlis hasonlésdg nem
parosul gyakorlatilag semmiféle szekvencia-homoldgidval, tgy gondoltuk, ha miikddik a geminivirusokéhoz
hasonl6 rendszer a PVY esetében, akkor abban a HcPro jatszik szerepet.

Ebbdl kiindulva, célul tiiztiik ki a burgonya SnRKI1 komplexei és a burgonya Y virus HcPro fehérjéje

kozott feltételezhetden létrejovo kapcsolat kimutatdsdt és jellemzését.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

EIS anyagok

A haszndlt PVY virus izolatumot Dr. Palkovics Laszl6tél kaptuk. A virust, burgonya ndvényen tortént
passzalast kovetden, Nicotiana benthamiana tesztnovényeken szaporitottuk fel a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez.
A klénozasi munkdkhoz az Esherichia coli DHSa torzset hasznaltuk. Az élesztd két-hibrid kisérleteket a
Saccharomyces cerevisiae Y190, vagy Y187 torzzsel végeztik. Az in vitro ndvényanyagokat hajtascstcsairdl és
szdrszegmenseirél vegetativ médon szaporitottuk RM és MS (MURASHIGE ES SKOOG, 1962) tiptalajon, 16/8 h
fény/sotét fotoperiddus mellett, 24°C hoémérsékleten, papirdugéval lezart iivegkémcsovekben. Az in vivo
kisérletekhez haszndlt novényeket cserepekben, steril, 80% tézeget és 20% perlitet tartalmazé foldkeverékben,

iiveghdzban tartottuk. A téli id6szakban 1-4 6rds mesterséges potmegyvildgitast alkalmaztunk.

Molekuldris biologiai modszerek

A nukleinsavak izoldldsdban és manipuldcidjadban (nukleinsav tisztitas, restrikcios endonukledzokkal torténd
hasitds, elektoforetikus elvdlasztds, plazmid vektorba kloénozds, polimerdz ldncreakcid, c-DNS szintézis,
transzformdlds, hibridizdciés technikdk) a molekuldris biolégidban dltaldnosan hasznalt, valamint a gyarté cégek
altal javasolt eljarasokat kovettilk. Fehérje-fehérje kolcsonhatds kimutatdsdt két-hibrid rendszerben a Yeast

Protocols Handbook CLONTECH Laboratories lefrdsa szerint végeztiik.

Fehérjék tisztitdsa, elvdlasztdsa és enzimaktivitds mérés

Fehérjék méret szerinti elvdlasztdsdhoz (FPLC) TANG és mtsai (2003) médszerét kisebb médositdsokkal
hasznéltuk. A piruvét-kindz (PK) enzim aktivitdsit BURRELL és mtsai (1994) és TURNER és PLAXTON (2000)
moédszerének felhaszndldsdval, azok kisebb moddositdsdval hatdroztuk meg. A burgonya SnRK1 enzimeinek
részleges tisztitdsdt MAN és mtsai (1997) szerint végeztiik, és foszforildciés aktivitdsukat a SAMS peptid-
szubsztraton egy éltaldnosan haszndlt foszforizotépos médszerrel mértiik (MAN és mtsai, 1997; DAVIES és mtsai,

1989).



4. EREDMENYEK

4.1. A burgonya SnRK1 fehérjéi és a PK_ kapcsolatanak vizsgalata

Burgonya SnRK1 szubsztratok keresése

Szamitégépes szekvencia elemzéssel szdmos novényi enzimen taldlhatunk SnRK1 felismerd és
foszforilaciés konszenzus szekvencidt, X-[MLIF]-X-[RKY]-X-X-S-X-X-X-[LMVI]. Mi ezek koziil a piruvat-kindz
citoszolikus form4jdnak, a PK.-nek, és a burgonya SnRK1-einek kapcsolatat vizsgaltuk részletesen.

A PK.-én két potencidlis SnRK1 felismerd helyet taldltunk. Ezek szekvencidja a kovetkezd volt:
VLTRGGS*TAKL és ALHRIGS*ASVI. A PK, és a burgonya két SnRK1-e kozti kapcsolat vizsgdlatit élesztd
két-hibrid rendszerben végeztiik. A PK .-t a pAD-Gal4-be és a pBD-Gal4-be klénoztuk és a burgonya SnRK1-eivel
megfeleld pdrositdsban (pADStubSNF1-pBDPK.; pADPKINI1-pBDPK.; pBDStubSNF1-pADPK.; pBDPKINI-
pADPK,) élesztdbe transzformdltuk. A szelekcié utdn ,filter-lift” esszével teszteltik a reakciot. A kisérlet
eredménye szerint mind a StubSNF1, mind a PKINI1 felismeri és kapcsolatba 1ép a PK_-vel fiiggetleniil att6l, hogy
melyik vektorba klénoztuk.

A felismerd hely lokalizéldsdra delécids szdrmazékokat készitettink a PK.-b6l oly mdédon, hogy a
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$*% vagy a S’ koriili motivumot tartalmaztak. A deléciés szdrmazékok megtervezésénél

szdrmazékok csak a
figyelembe vettiik azt is, hogy a PK. egyik lehetséges poszttranszldcids szabdlyozdsi utja egy kb. 4 kDa-os rész
levdgdédasa a C-termindlis végrol, ami egy stabilabb, aktiv format eredményez a széjaban (TANG és mtsai. 2003).
Feltételeztiik, hogy ez igy van a burgonydban is, mivel a széja PK. 89%-ban homolég a burgonya PK.-vel. A
burgonya PK-jén az egyik foszforiliciés hely éppen ezen a potencidlisan levagédé részen van. fgy a két tervezett
deléciés szdrmazék a PK. 475 és a PKigss10 lett. A fragmentumok elddllitdsit PCR-rel végeztik, és a
fragmentumokat pAD-Gal4, illetve pBD-Gal4 vektorokba épitettiik. Ezeket a konstrukcidkat is élesztd két-hibrid
rendszerben teszteltiik. A PK, ;475 deléciés szarmazék egyik SnRK1-gyel sem adott pozitiv eredményt, mig a PK 47.

510 mindkettével interakcidba lépett. Ebbél arra kovetkeztettiink, hogy a S koriili felismerd hely sziikséges és

elégséges a kapcsolathoz mindkét SnRK1 esetében (1. dbra).

Kapcsolat
PKIN1 StubSNF1

PK, fos isoo pAD pBD pAD pBD
1-510 ¢ LA

1-475 - - - -

476-510 C— + + + +

1. abra A burgonya SnRK1-ei és a PK_ kapcsolata

A baloldalon 1év6 szdmok a vizsgélt PK fragmentum aminosavszamat jelentik. A téglalapok a PK -t szimbolizéljak,
kiemelve rajtuk a potencidlis SnRK1 felismerd helyeket. Jobboldalon a két burgonya SnRK1-gyel valé , filter-lift”
esszé eredménye: +, van kolcsonhatés; -, nincs kdlcsonhatés.



Az antiszensz SnRK1 burgonya vonalak SAMS-peptid foszforilacios aktivitasa

SUGDEN és mtsai (1999) megéllapitottdk, hogy az eredetileg az éllati AMPK-k és az élesztd SNF1
szdmdra tervezett specifikus szubsztratot, a SAMS-peptidet, a novényi SnRKl1-ek is foszforildlni tudjdk. Azdta
4ltalanosan elterjedt, hogy ezt a peptidet haszndljdk a novényi SnRK1-ek aktivitdsanak méréséhez. fgy mi is ezzel a
peptiddel vizsgéltuk meg azt, hogy a két burgonya SnRK1 katalitikus alegységeinek, illetve a StubGALS83 6sszekotd
alegységnek az antiszensz gatldsa hogyan befolyasolja a SAMS-peptid foszforildcidjanak mértékét. Az antiszensz
burgonya vonalakat Lovas Agnes éllitotta el (LOVAS, 2003). Mi a vizsgilatainkban az antiszensz StubGALS83-at
(aG), az antiszensz StubSNFl-et (aS), az antiszensz PKINIl-et (aP), és olyan antiszensz burgonya vonalakat
hasznéltunk, amelyekben mind a StubSNF1 mind a PKIN1 gétolva volt (aPS). Hirom aG vonalat, és két-két aS, aP,
aPS vonalat vontunk be a vizsgalatokba.

A SnRKI1-eket in vitro antiszensz névényeink leveleibdl részlegesen tisztitottuk, kontrollként vad tipusi
Désirée novényeket haszndltunk. Az SnRKI-ek aktivitisira a SAMS-peptid foszforildciéjanak mértékébol
kovetkeztettiink. Az antiszensz vonalak aktivitdsi értékei a kontrollhoz képest 25-75%-kal alacsonyabbak voltak és
atlagosan 14% szérast mutattak. Ez aldl csak az aG5 vonal volt kivétel. Erre a vonalra rendkiviil magas, 64%-o0s
sz6rds érték volt jellemzd: az ismétlések soran haromszor magasabb, haromszor alacsonyabb aktivitdsa volt, mint a
kontrollnak. Ugy gondoljuk, hogy ez az antiszensz gatlds tokéletlenségének, egyfajta mozaikossignak a
kovetkezménye (DE BLOCK, 1993; BIRCH, 1997). Az ilyen vonalakat 4ltaldban kiszelektaljak, és nem vizsgéljdk
tovabb. gy tettiink mi is, bar addigra mér elvégeztiik a virusfert6zési kisérleteket is (lasd 4.2. fejezet ,,Virusfertdzési
kisérletek™). A mdsik két aG vonal SAMS-peptid foszforildcids aktivitdsa azonban egyértelmiien alacsonyabb volt,
mint a vad tipusi novényeké. Ez megerdsiti azt a kordbbi feltételezést (TOLDI és mtsai, nem kozolt eredmények),
hogy a StubGALS83 a StubSNF1 pozitiv regulatora.

Az antiszensz gitlds a géncsendesitési mechanizmuson keresztiil jon 1étre és egyiitt jar a gatolt génre
specifikus kisRNS-ek megjelenésével (DI SERIO és mtsai, 2001). Osszehasonlitva az aP, aS, aPS vonalak SAMS-
peptid foszforil4cids aktivitdsat a S6s-Hegediis Anita és Antal Ferenc altal végzett PKIN1- és StubSNF1-specifikus
kisRNS-ek kimutatdsdra irdnyuld, és a PKIN1- és StubSNF1-specifikus prébdkkal végzett northern vizsgalatok
eredményeivel (dolgozatban nem szerepld kisérletek) azt tapasztaltuk, hogy ahol tobb kisRNS volt és ahol a
hibridizaciéval detektdlhaté gatlds is nagyobb volt az aP, aS és aPS vonalakban, ott a SAMS-peptid foszforilaciods

aktivitasi érté€kek is alacsonyabbak voltak. Kiilondsen hangsilyos volt ez a jelenség az aPS vonalakban.

Az antiszensz SnRK1 burgonya vonalak PK aktivitasa

A PK aktivitdsdnak, a fény-sotét periodikus véltozdsdnak megfelelden, napi ciklusa van. Dohdnyban ez a
ciklus dgy alakul, hogy az aktivitds a sotét periddus alatt magas, majd a fény periddus kozeledtével elkezd
csokkenni, és ez a csokkenés tart a fényszakasz nyolcadik 6rajaig. Ezutdn emelkedni kezd a PK aktivitds és a sotét
bedllta utdn éri el a maximumat (SCHEIBE és mtsai, 2000). A burgonyédban ehhez nagyon hasonlé ciklikus véltozast
talaltunk, kétszeres kiilonbséggel a minimum és a maximum értékek kozott (2. dbra). A SnRK1-ek gatlasdnak a PK
aktivitasra kifejtett hatdsat a napi ciklus nyomon kovetésével végeztiik. Azonos koriilmények kozott nové antiszensz
SnRK1 vonalaink és a vad tipusi burgonya ndvények PK aktivitdsidt négydranként megmértilkk. Az igy kapott
eredményekbdl latszik, hogy az antiszensz SnRK1 ndvényekben mérhetd PK ciklus egyértelmiien és kovetkezetesen
eltér a vad tipusi novényekben mérhet6t8l. Az aP vonalakban a ciklus dgy moédosult, hogy a nappali alacsony
aktivitdsi periédus megnydlt és a maximum eltolédott. fgy a csiics a vad tipushoz képest négy 6raval késobb, az
éjszaka kozepén jelent meg az aP vonalakban. Az aS vonalakban ezzel szemben a napi valtozds alig volt

kimutathaté, gyakorlatilag kis ingadozéssal éjjel-nappal alacsony alapértéken miikodott a PK, nem volt tehat



éjszakai csucs. A két aPS vonalban, érdekes médon, nem volt egységes a kép. Az aPS4 vonal az aP novényekhez

hasonléan viselkedett, mig az aPS7 vonalban a PK aktivitdsi gérbéje az aS vonalakéhoz hasonlitott (2. dbra).
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2. abra A novények PK aktivitasanak napi ciklusa

Des, kontroll; aP, antiszensz PKIN1; aS, antiszensz StubSNF1; aPS, antiszensz PKIN1-StubSNF1;
az aktivitds mértékegysége: pmol/perc/mg fehérje

Nemcsak az el6zé fejezetben ismertetett SAMS-peptid foszforildcids aktivitdsok, de a PK aktivitdsi
értékek is jol korreldlnak a Sé6s-Hegediis Anita és Antal Ferenc dltal végzett kiSRNS és northern vizsgdlatok
eredményeivel. Az aPS7 vonalban a kisRNS és northern vizsgdlatok azt mutattdk, hogy csak a StubSNF1 gatlasa
volt sikeres, a PKINT mRNS mennyisége nem, vagy csak alig csokkent, és PKIN1 specifikus kisSRNS-ek sem voltak
kimutathaték. Nem meglepd tehét, hogy az aPS7 vonalban a PK aktivitdsi gérbe az aS vonalakéhoz volt hasonlé.
Ezzel szemben az aPS4 vonalndl a kisRNS és northern vizsgalatok tandsdga szerint sikeres volt a PKIN1 gatldsa,
megjelentek a PKIN1-specifikus kisRNS-ek és a PKINI mRNS mennyisége is jelentés mértékben csokkent. gy
érthetd, hogy ez a vonal az aP vonalakhoz hasonl6 PK aktivitdsi gorbét mutatatott.

/////

intenzitdsat, de eltéré médon, azaz az StubSNF1 és PKIN1 szerepe nem azonos.

Az antiszensz SnRK1 burgonya vonalak fehérjéinek elvalasztasa, FPLC-frakcioinak PK aktivitasa

TANG és mtsai (2003) széjaval végzett kisérleteik sordn arra jottek rd, hogy a PK,. poszttranszlacios
szabdlyozasdnak egyik mddja a foszforildcié és az ubiquitinhez kotott lebontds, masik médja egy kb. 4 kDa
nagysdgu rész levagéddsa a C-termindlis végrél, ami egy stabilabb, aktiv PK. formét eredményez. A fejlddd
széjamagban a szintetizdlddé 55 kDa nagysdgi PK. mennyisége az id6 elérehaladtdaval folyamatosan csokken,
mikozben az 51 kDa nagysigi szdrmazék feldisul. FPLC kisérletekkel sikeriilt elkiiloniteniiik a két PK, format.
Kivéancsiak voltunk arra, hogy a burgonyéban, a sz6jdhoz hasonldan, el lehet-e kiiloniteni a két PK. formét, és ha

igen, akkor vajon a SnRK1-ek gitldsa befolydsolja-e a burgonyalevélben detektdlhaté PK. formdk ardnyat? Ehhez a



burgonya levelekbdl kinyert fehérjeelegyet FPLC oszlopon prébéltuk meg méret szerint szétvalasztani és
meghatdrozni az igy nyert frakcidk PK aktivitdsit. Az 6todiktdl a tizedik frakcidig volt PK aktivitdsa a mintdknak.
Az aktivitas, az aS6 vonal kivételével, az antiszensz SnRK1 vonalakban magasabb volt, mint a vad tipusban, ami a
mintavétel idépontjdban - a fényperiddus kezdete utan kb. négy draval - egybevag a napi ciklus mérése sordn kapott
értékekkel. TANG és mtsai (2003) kisérleteinek eredményét ismerve feltételezziik, hogy a 7. frakcidban 1évd
aktivitdsi csucs a teljes hosszisagu, kb. 55 kDa nagysdgi PK formdnak, mig a 9. frakciondl 14thaté kis ,,vall” a
rovidebb, kb. 51 kDa nagysdgui formdnak felel meg. A kétféle PK format azonban sajnos nem sikeriilt ennél jobban
elkiiloniteniink sem gyakoribb frakciégyiijtéssel, sem az oszlop lemosasdnak elnyijtdsaval. igy nem volt kellden
tiszta anyagunk ahhoz, hogy gélben megfuttassuk, és pontosan meghatiarozzuk a PK aktivitdst mutaté molekuldk

tomegét.

4.2. A burgonya SnRK1 fehérjéi és a PVY HcPro fehérjéje kozti kapcsolat vizsgalata

A geminivirusok AL2, illetve L2 fehérjéinek hasonlé szerepe van, mint a potyvirusok HcPro
fehérjéjének. Noha a funkciondlis hasonlésdg nem pdarosul gyakorlatilag semmiféle szekvencia homolégidval,
feltételeztiik, hogy miikddik a geminivirusokéhoz hasonld rendszer a PVY esetében is, és a HcPro kapcsolatba 1ép a
burgonya valamelyik SnRK1-ével.

Feltételezésiink igazoldsara élesztd két-hibrid kisérletet terveztiink. Az éleszt6 plazmidokban 1évé HcPro
gént a StubSNF1-gyel, a PKINI-gyel, és a StubGALS83-mal a megfeleld pdrositdsban élesztdbe transzformdltuk
(pADStubSNF1-pBDHcPro, pADPKINI-pBDHcPro, pADStubGAL83-pBDHcPro, pBDStubSNF1-pADHcPro,
pBDPKIN1-pADHcPro, pBDStubGAL83-pADHcPro). Az igy kapott élesztd vonalakkal a szelekcié utdn
elvégeztiik a ,filter-lift” esszét. Azt a meglepd eredményt kaptuk, hogy sem a StubSNF1-gyel, sem a PKIN1-gyel
nem mutathaté ki interakcid, mig ha a HcPro a pAD-Gal4, és a StubGALS3 a pBD-Gal4 vektorban van, akkor jol
detektdlhaté a kolcsonhatds a két fehérje kozott. Ellenkezd feldlldsban, tehat, ha a HcPro a pBD-Gal4-ben és a
StubGALS83 a pAD-Gal4 vektorban volt, negativ volt a teszt eredménye. Ennek az lehet a legval6sziniibb
magyarizata, hogy a pBD-Gal4 plazmidban expresszalodoé fiizids fehérje (a Gal4 DNS-k6td domén — HcPro) olyan
konform4ciét vesz fel, ami lehetetlenné teszi a StubGAL83-mal a kapcsolat 1étrejottét.

Az eredmények meglepd volta miatt kontroll kisérletet végeztiink annak bizonyitdsdra, hogy nem cseréltiik
fel az élesztd vonalakat, és a burgonya SnRKI1 komplex alegységei koziil valéban a StubGALS83-mal Ilétesit
kapcsolatot a HcPro. RNS-t tisztitottunk a vizsgalt élesztévonalakb6l és northern hibridizacids kisérletekben
ellendriztiik a StubSNF1, a PKINI, a StubGAL83 és a HcPro transzkriptumok jelenlétét az élesztékben. A northern
hibridizaciék eredményei igazoltdk, hogy az élesztd két-hibrid tesztek sordn interakciét jelzé vonalakban valéban a

StubGALS3 és a HcPro expresszal.

A StubGALS83 és a PVY HcPro fehérje kapcsolatahoz sziikséges HcPro régio lokalizalasa

A PVY HcPro génje 1394 bp hossziisdgu. Kivancsiak voltunk, hogy a HcPro fehérje melyik régidja
felelés a StubGAL83-mal val6 kapcsolatért. Ezért delécids szarmazékokat készitettiink: a pADHcPro plazmidbél
Sall-Pstl enzimekkel kivagtuk a HcPro gént és egy hasonléan emésztett pBluescriptKS plazmidba klénoztuk. A
kapott pBluescriptKS-HcPro plazmidb6l T3 és sajat tervezésli primerek segitségével, vagy restrikcios

endonukledzok segitségével 10 kiilonb6z6 hosszisdgi HcPro fragmentumot izoldltunk. Az igy nyert
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3. abra A PVY virus HcPro génjébdl készitett delécios szarmazékok altal kodolt fehérjék StubGALS83-mal
valé kapcsolatanak vizsgalata éleszté két-hibrid rendszerben
+, van kolcsOnhatas; -, nincs kdlcsonhatas

fargmentumokat az élesztd két-hibrid plazmidokba épitettiik, tigyelve arra, hogy a leolvasasi keret ne tolddjon el.
Vagyis az élesztében keletkezd fehérje valéban a virusfehérje megfeleld fragmentumit reprezentdlja. Az igy
eldéllitott konstrukcidk koziil 8 1épett kapcsolatba a StubGALS83-mal (3. dbra). Hasonl6an a teljes hossziisigi
HcPro-hoz, a He5 kivételével, minden HcPro szarmazék csak a pAD vektorba klénozva adott pozitiv eredményt. A
Hc5 esetében azonban még akkor is pozitiv eredményt kaptunk, amikor a Hc5 volt a pBD-GAL4 plazmidban. Ennek
oka feltehetden az, hogy a GAL4 DNS-kot6 domén-HcS fizids fehérje konformaciéja olyan szerencsés, hogy
lehetdvé teszi a StubGAL83-mal valé kapcsolat 1étrejottét. Mindezek alapjdn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
a kapcsolatért a HcPro 149-253 bp kozé esd szakasza a felelds. Ez a 104 bazispar a kovetkezé 34 aminosavnak felel

meg: HSILPCYKITCPTCAQQYANLPASDLLKILHKHA.

Virusfertozési kisérletek

Mivel a StubGALS83 és a HcPro kozott élesztd két-hibrid rendszerben kimutattuk a kapcsolatot, és a
HcPro-rdl ismert, hogy fontos szerepe van a virusfertézés folyamatdban, felmeriilt a gondolat, hogy van-e ennek a
kapcsolatnak hatdsa a virus fertézési folyamatdra. Ugy gondoltuk, hogy az antiszensz StubGALS3 (aG) novények
virusfertdzésével a végére jarhatunk ennek a kérdésnek. Feltételeztiik, hogy az aG novények virusfogékonysiga
csak kismértékben tér el a vadtipusi burgonya novényekétdl, ha egydltaldn eltér, hasonléan HAO és mtsai (2003)
altal a L2 és AL2 valamint az SNF1 kapcsolatdban tapasztaltakhoz. Annak érdekében, hogy a vad tipusi és az aG
novények kozotti fogékonysagi kiilonbséget minél érzékenyebben ki tudjuk mutatni, azt a viruskoncentricidt kellett
megtaldlni, ami még éppen képes megfertézni a vad tipusi novényeket.

Uveghdzban Kkiiiltetett kéthetes vad tipusi Désirée burgonya novényeket ot csoportban fertdztiink,
csoportonként 3-3 novényt 0.1, 1, 5, illetve 10 pg/ml koncentraciéju PVY inokulummal. A tiinetek megjelenésekor,
a 10. napon, mintdt szedtiink a novényekrdl és totdl nukleinsavat izoldltunk, amibdl cDNS-szintézis utdn PCR-rel
mutattuk ki a virus-RNS jelenlétét. Mivel a 0.1 pg/ml koncentriciéju virus inokulum is még képes volt
szisztemikusan fertdzni a hdrom burgonyandvény koziil kettdt, ezért tigy hatdroztunk, hogy a tovabbi kisérletekben

0.1 pg/ml toménységli inokulumot fogunk hasznélni a novények fertézéséhez.
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A fertézéseket levéltetvektdl mentes dltaldnos novényhazi koriilmények kozott végeztik. Harom aG
vonalat (aG1, aG5, aG6) vizsgéltunk. Novényvonalanként 10 novényt fertdztiink 3-6 leveles allapotban, a kiiiltetés
utdni 13-14. napon. A novények fertdzéséhez tisztitott viriont hasznaltunk 0.1 pg/ml koncentracidban.
Novényenként 3 alsé levelet fertéztiink, levelenként 30 pl inokulummal. A fert6zést kovetd 9-10. nap a tiinetek felsd
leveleken val6 megjelenését vizudlisan, a fert6zottség mértékét pedig PCR segitségével dllapitottuk meg.

Az aG6 vonal minden kisérletben nagyobb (60-100%) fogékonysdgot mutatott, mint a vad tipus (40-
70%). Ezzel szemben az aG5 vonalnak minden kisérletben kevesebb egyede fert6zddott meg (10-40%) mint a
kontrollnak. Az aG1 vonal két kisérletben nagyobb ellenédllésdgot mutatott, mint a kontroll (10 és 30%), mig egy
kisérletben tobb egyede (60%) betegedett meg, mint a kontrollnak (40%).

Az eredmények igen nagy szérdst mutatnak, ami tobb tényez0 egyiittes fenndllasanak a kovetkezménye.
Egyrészt a helyhidny, a novényszaporitasi és a feldolgozasi kapacitds sziikossége miatt, a kisérleteinket vonalanként
csak 10-10 egyeden végeztiik. Igy, ha egy vonalndl két kisérletben egy novénnyel tobb vagy kevesebb fert6zodott
meg, az mdris 10%-os kiilonbséget jelentett a statisztikdban. Ez a hiba nagyobb egyedszdm haszndlatdval, vagy a
kisérlet tobbszori megismétlésével csokkenthetd. Ugyanakkor az is ismert, hogy a ndvények virussal vald
megfertdz8désének eredményessége nem csupdn a megfeleld idében és virus-inokulum koncentraciéval elvégzett
fertdzéstdl fiigg, hanem a kornyezeti koriilményektdl is (pl. hdmérséklet, paratartalom), amelyek egyenletességét a
rendelkezésiinkre 4ll6 iiveghdzakban nem sikeriilt biztositanunk. fgy tehét biztos eredményt csak a kisérletek

folytatasaval kaphatunk.
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4.3. Uj tudoményos eredmények

Munkanknak kettds célja volt. Az egyik cél a kutatécsoport altal kordbban megkezdett vizsgalatok
folytatdsa, a PKIN1, StubSNF1 és StubGALS3 fehérjék miikodésének vizsgdlata: az antiszensz transzgénikus
novények SnRKI1 aktivitdsdnak mérése, és a szénhidrit-anyagcsere szabdlyozdsdban betoltott szerepiik
tanulmdnyozdsa a burgonya piruvat-kindzaval valé kapcsolatuk feltardsa révén. Munkdnk madsik célja az volt, hogy
megvizsgaljuk, 1étezik-e a burgonya SnRK1 komplexei és a burgonya Y virus HcPro fehérjéje kozott a HAO és
mtsai (2003) éltal az Arabidopsis-ban megfigyeltekhez hasonlé kapcsolat, és amennyiben igen, akkor ezt a

kapcsolatot jellemezziik is.

A kapott tudomdnyos eredményeinket a kovetkezdkben foglaljuk 6ssze:

1. A burgonya PK, génjét és két delécidés szarmazékat, amelyek kiilon-kiilon tartalmazzdk a szekvencia
elemzéssel azonositott, feltételezett SnRK1 felismerd helyeket, élesztd két-hibrid plazmidokba klénoztuk.
Eleszté két-hibrid kisérletekkel igazoltuk, hogy mind a StubSNF1, mind a PKINT felismeri és kapcsolatba

1ép a PK, 500. pozicidéban 1évd szerin aminosava koriili SnRK1 felismerd konszenzus szekvencidval.

2. Igazoltuk, hogy az antiszensz StubSNFI1, PKIN1 és StubGALS3 transzgénikus novényekben az SnRK1
aktivitas csokken, és ez az enzimaktivitds csokkenés Osszhangban van a géncsendesités mértékével. Az
antiszensz StubGALS83 novények aktivitdsanak csokkenésébdl arra kovetkeztettiink, hogy a StubGALS3 a

StubSNF1 pozitiv regulatora.

3. Megéllapitottuk, hogy az antiszensz StubSNF1, PKIN1, és a mindkét kindz aktivitdsdban gétolt
transzgénikus novények PK aktivitdsdnak napi ciklusa kiillonbozik a vad tipusi burgonya PK aktivitdsdnak
napi ciklusatél. Tehdt, mind a StubSNF1, mind a PKINI1 befolydsolja a PK aktivitds ciklikus napi
véltozasat. A StubSNF1 és PKIN1 hatdsa azonban eltéré. Ez az eredmény aldtdmasztja kutatécsoportunk

korabbi megallapitasat, miszerint a két SnRK1 szerepe eltérd a burgonyédban.

4. Igazoltuk, hogy a PVY HcPro fehérjéje és a burgonya StubGALS3 fehérjéje kapcsolatba 1ép élesztd két-

hibrid rendszerben.

5. A PVY HcPro gén tiz deléciés szarmazékat allitottuk eld. Segitségiikkel élesztd két-hibrid rendszerben
lokalizaltuk a HcPro fehérjének azt a régiéjat (149-253 bp), ami sziikséges a StubGALS83-mal vald
kapcsolat l1étrehozasahoz. A 34 aminosavbol allé régid aminosav sorrendje:

HSILPCYKITCPTCAQQYANLPASDLLKILHKHA

6. Virusfertdzési kisérleteink arra utalnak, hogy az antiszensz StubGALS83 transzgénikus burgonya ndvények

mésképp reagdlnak a virusfertdzésre, mint a vad tipusti burgonyandvények.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. A burgonya SnRK1 komplexei befolyasoljak a PK_ aktivitast

Az SNF1 protein-kindz csalad tagjainak, a kiillonb6z6 metabolikus ttvonalak szabdlyozasa révén, szerepe
van a kornyezeti hatdsokra adott sejtszintli vdlaszokban (STONE és WALKER, 1995). Az éldvildgban 4ltaldnosan
eléforduld, az SNF1 protein-kindz csalddba tartozé enzim komplexek szerkezete, miikodése, célszekvencidja és
szabdlyozdsa nagyon hasonld.

A kordbbi vizsgilatokbdl tudtuk, hogy az antiszensz StubSNF1, PKINI és StubGALS83 transzgénikus
novényekben csokkent a gatldsnak megfeleldé mRNS mennyisége és megjelentek a specifikus kisRNS-ek is
(LOVAS, 2003), azonban a gatlds mértékének tisztdzasdhoz elengedhetetleniil fontos volt a novényekben az SnRK1
alacsonyabbak. Ezek az altalunk kapott eredmények jol korreldltak a kordbban Sés-Hegediis Anita és Antal Ferenc
altal készitett kisRNS és northern vizsgdlatok eredményeivel - ahol a hibridizacidval detektdlhat gatlds nagyobb
volt, ott az enzim aktivitdsi értékek is alacsonyabbak voltak. Kiilondsen szembetlind volt ez a kettds antiszensz
PKIN1-StubSNF1 (aPS) vonalak esetében. A StubGALS83 gitldsa két vonal (aGl, aG6) esetében egyértelmiien
csokkentette a komplex aktivitdsat, mig a harmadik, az aG5 vonal hdrom alkalommal lényegesen alacsonyabb,
harom alkalommal viszont lényegesen magasabb aktivitds értékeket mutatott, mint a kontroll. Annak ellenére, hogy
egy vonal reakcidja eltérd volt, a masik kett6 adatai alapjan ugy gondoljuk, hogy a StubGALS83 a StubSNF1 pozitiv
reguldtora. Ennek bizonyitdsara tovdbbi aG vonalak vizsgdlata van folyamatban. Az aG5 vonal mar kordbban is
viselkedett mdsképp, mint a masik két vonal. LOVAS (2003) kisérletei szerint az aG vonalak gyokérnovekedése, in
vitro, id8ben visszamaradt a kontroll vonalakéhoz képest, de ez az aG5 vonalndl nem volt annyira jellemzd, mint a
mésik két vonalndl. Az aG vonalak in vitro gumdézdsa szintén elmaradt a kontrollétdl, de az aG5 esetében ez sem
volt akkora mértékii, mint példdul az aG6 esetében. A legvaldsziniibb feltételezés, hogy az aGS egy ugy nevezett
mozaikos transzgénikus vonal. A beépiilt transzgén kdpiaszdma vagy a beépiilés helye is hozzdjarulhat a nagy
szérashoz, példaul oly mddon, hogy a transzgén egy olyan kromoszéma helyre épiilt be, ahol nagyobb a metilaciés
aktivitds, és ez ki-be kapcsolja a transzgént.

A SAMS szubsztrittal a StubSNF1 és a PKIN1 aktivitdsat egyiittesen mérjiik. Igy a kettés antiszensz aPS
vonalakban nem tudjuk pontosan, hogy a két SnRK1 koziil melyik aktivitdsa mennyivel csokkent. Az aP és aS
vonalak esetében, mivel célzottan egyik vagy mdsik SnRK1 volt gitolva, nagy biztonsdggal mondhatjuk, hogy a
gétolt enzim aktivitdsdnak csokkenését mértiikk. Az aG vonalakndl, mivel a StubGALS83 csak a StubSNF1-gyel 1ép
kapcsolatba, a PKIN1-gyel nem, feltételezziik, hogy a StubSNF1 aktivitdsa vagy a SAMS szubsztrt irdnti affinitdsa
csokkent. Nem zarhatjuk ki azonban, hogy az Arabidopsis-hoz hasonléan (BOULY és mtsai, 1999), a burgonyaban
is létezik a StubGALS83-on kiviil még egy vagy tobb hasonlé alegység, amely(ek) a PKIN1-hez kapcsolddik(nak), és
az aG vonalakban a StubGALS83-mal egyiitt gatlédik(nak), és igy nemcsak az StubSNF1, de a PKIN1 komplex
aktivitdsa vagy a SAMS szubsztrathoz valé affinitdsa is csokken.

A PK-val végzett kisérleteink bizonyitjdk, hogy a burgonya SnRKI1-ek a PK -val valé kapcsolatukon
keresztiil is szabdlyozzak a szénhidrdt metabolizmust. A novényi SnRK1-ek eddig ismert célfehérjéi, azaz a HMGR,
a SPS, és a NR mellé kisérleteink eredményeként felkeriilt a listdra a PK, is, mint SnRK1 szubsztrdt. TANG és
mtsai (2003) fejlddod szdja embridkban végzett kisérletei alapjan eddig csak feltételeztiik, hogy a novényi SnRK1-ek

részt vesznek a PK, poszttranszliciés szabdlyozdsdban. TANG és mtsai (2003) bizonyitottdk, hogy a PK,.
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foszforildcidja ubiquitin-kotédés utdn proteaszomds lebontdshoz vezet, de csak feltételezték, hogy ezt a
foszforilaciét egy SnRK1 végzi. Mi éleszté két-hibrid kisérletekkel igazoltuk, hogy a burgonya két SnRKl-e
kapcsolatba 1ép a burgonya PK-jével és ehhez a kapcsolathoz feltétleniil sziikséges a S°* koriili régi6 jelenléte. Az
S*®-t kériilvevé 13 aminosavbél 4116, SAS-nak nevezett peptidet hasznalva szubsztratként Antal Ferenc nemrég
kimutatta, hogy a StubSNF1 képes nemcsak a SAMS, de a PK, eredetli SAS-peptid foszforildl4séra is.

Az antiszensz PKIN1 és StubSNF1 burgonya novényekben megvéltozik a PK aktivitds napi ciklusa a vad
tipushoz képest. Abban az esetben, amikor csak a PKIN1 gatolt (aP vonalak) a PK nappali alacsony aktivitdsd
periédusa megnyulik és a maximumot - a vad tipushoz képest szignifikdnsan magasabb értékkel - 4 6raval késdbb,
az éjszaka kozepén éri el. A PK aktivitds éjszakai megemelkedése biztositja azt a piruvat mennyiséget, aminek
oxidéciéja soran jon 1étre annak a NADPH,-nek és FADH,-nek a jelentés része, amelyeknek az oxidacidja sordn
képzddik a sejt nem-fotoszintetikus uton keletkezd ATP mennyiségének tilnyomo része. Vagyis a megemelkedett
PK aktivitds adja azt a piruvdt mennyiséget, ami sziikséges ahhoz, hogy a novény biztositsa — fotoszintézis
hidnyéban, a termindlis oxiddcion keresztiil - onmaga szdmdra a folyamatos, megfeleld ATP-ellatottsdgot, és ezzel
az optimdlis energiadllapotot. A vad tipusi ndovényekben a kezdeti éjszakai csticsot azonban egy enyhe visszaesés
koveti, mig azokban a novényekben, amelyekben a PKIN1 gétolva van, ez a visszaesés hidnyzik, és a PK aktivitds
jelentds emelkedése figyelhetd meg. Lehet, hogy a PKINI funkcidja éppen abban van, hogy megakadilyozza a
novény éjszakai ,,tilporgését”, a lebonto folyamatok tilzott mikodését.

Azokban a novényekben, amelyekben csak a StubSNF1 gatolt, a PK aktivitds napi valtozdsa alig volt
kimutathaté, a PK gyakorlatilag éjjel-nappal egy alacsony alapértéken miikodott, és elmaradt az éjszakai csucs.
Tehat mindkét SnRK1 befolyédsolja a PK aktivitds napi ciklusat, de eltér6 mdédon. Ugyanakkor azt is kimutattuk,
hogy mindkét SnRK1 a PK. azonos régiéjahoz kotddik, ami a két enzimforma kompeticiéjdhoz vezet(het).
Feltételezve, hogy el6z6 kovetkeztetésiink helytdlls, és a PKIN1 szerepe a PK aktivitds éjszakai cstcsdnak
visszafogdsa, akkor az StubSNFI-gitolt ndvényekben a PKIN1 szabad miikddése okozhatja a PK aktivitds
folyamatosan alacsony értékét. Ezzel szemben a StubSNFI1 feladata a PK aktivitds novelése, és a PKIN1 PK
aktivitas-csokkentd hatdsdnak mérséklése, igy biztositva — szdmos mads tényezé mellett — a PK aktivitds normalis
napi ciklusat.

Tovabb bonyolitja a helyzetet az, hogy a burgonydban a PK aktivitdst az SnRK1-ek transzkripciés szinten
is szabdlyozhatjdk. Ismert, hogy a novényi SnRKl-ek szdmos gén expresszidjat negativan, vagy pozitivan
befolyasoljak, ahogyan azt a borsé (RADCHUK és mtsai, 2006) vagy az Arabidobsis (BAENA-GONZALEZ és
mtsai, 2007) esetében mar leirtdk. El6fordulhat, hogy a mi esetiinkben is arrdl van sz6, hogy egyik, vagy masik
burgonya SnRK1 a transzkripci6 szintjén is befolydsolja a PK mennyiségét a novényben. S6s-Hegedilis Anita ezt a
kérdést tisztazta és PK-specifikus prébaval végzett northern analizissel kimutatta, hogy az StubSNF1, valészintileg
kozvetetten, metabolikus attételeken keresztiil, transzkripcids szinten is befolydsolja a PK,. megnyilvanuldsat.
intenzitdsat, de eltéré médon. Ezek az eredmények alatdmasztjak kutatdcsoportunk kordbbi megéllapitasat, miszerint

a két SnRK1 szerepe eltér a burgonydban (LOVAS és mtsai, 2003).

5.2. A StubGALS3 kapcsolédni tud a PVY virus HcPro fehérjéjéhez

Dohany novényeken végzett kisérletekbdl kideriilt, hogy két geminivirus fehérje, az AL2 és a L2
inaktivélja a dohdny SnRK1-et (HAO és mtsai, 2003). A SnRK1 inaktivicidja megndvekedett fogékonysdgot véltott

ki a kiilonboz6 virusfertdzésekre. A két virusfehérje aminosav szekvencidjdnak analizise sordn kideriilt, hogy egyik
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sem tartalmaz SNF1 foszforilaciés konszenzus szekvenciat, igy a kapcsolat nem egy egyszerii kindz-szubsztrat
kolcsonhatas.

A burgonya Y virus funkciondlisan hasonlé fehérjéje, a HcPro fehérje tobbfunkciés. Ismert, hogy egyik
funkciéja a géncsendesités szupresszidja, vagyis a novény védekezési folyamatdnak gatldsa, a virus-transzkripci6 és
terjedés segitése. Noha a funkciondlis hasonl6sdg nem pdrosul gyakorlatilag semmiféle szekvencia-homoldgidval,
gy gondoltuk, hogy taldn miikodik a geminivirusokéhoz hasonlé rendszer a PVY esetében is. Ebbdl kiindulva,
célul tiiztiik ki a burgonya SnRKl1-ei és a burgonya Y virus HcPro fehérjéje kozott feltételezhetden 1étrejovo
kapcsolat kimutatdsat és jellemzését.

Elesztd két-hibrid kisérletekkel vizsgaltuk a burgonya SnRK1 komplexei és a HcPro kozotti interakciot.
Eredményeink szerint a HcPro valéban kapcsolatba képes 1épni az egyik SnRKI1 komplexszel, azonban
véarakozdsainkkal ellentétben, nem a katalitikus (StubSNF1), hanem az adaptor (StubGALS3) alegységgel. Mindez a
kiilonbség, a dohdnnyal osszehasonlitva, nem feltétleniil elképzelhetetlen, hiszen nemcsak masik novényfajrél van
sz0, hanem egy mdsik csoportba tartozé virusrdl is. A HcPro deléciés szarmazékainak vizsgdlatdval sikeriilt egy
viszonylag sziik, 34 aminosav méretii szakaszra lokalizdlni a kapcsolatért felelds régiét. A teljes hosszisidgi HcPro
465 aminosavanak ez 7,3%-a. HAO és mtsai (2003) az AL2 10%-éra, a L2 esetében pedig 7,4%-ara lokalizaltdk a
SNF1-gyel val6 interakciéért felelds régiét. Az dltalunk megadott szakasz és az AL?2 illetve L2 megfelel6 szakaszai
kozott semmiféle egyezés vagy hasonlésig nincs. Osszehasonlitva a HcPro ezen szakaszdt mas potyvirusok
szekvencidival hasonlésdgot nem taldltunk. Az interakcié részletesebb megismerése érdekében tovabbi kisérletek
folynak azért, hogy a StubGALS83-on is megtaldljuk a kapcsolatért felels szakaszt. Ha ez a szakasz megegyezik a
StubSNF1-gyel valé kapcsolddasért felelds régidval, akkor feltételezhetjilk, hogy a virus HcPro fehérjéje
megakaddlyozza a komplex képzodését, és ezdltal csokkenti a kindz aktivitdst. Ha nem, akkor valamilyen mds
modon kell hatnia. Emellett sziikség van a virusfert6zott burgonya névények SnRK1 aktivitdsdnak mérésére is, hogy
lassuk, befolydsolja-e azt a virus. Felmeriilhet az a lehetdség is, hogy nem az aktivitdst befolydsolja a HcPro, hanem
a StubGALS83-on keresztiil a komplex sejten beliili lokalizaciéjaba, vagy a szubsztrat specificitdsba sz6l bele, ezaltal
médositja a SnRK1 4ltal irdnyitott anyagcsere-itvonalakat a sajit haszndra. A SnRK1 az ATP termeld anyagcsere
utvonalakat aktivdlja, ami egy 4ltaldnos stressz vdlasz is, hiszen a kiilonb6z6 stresszekre adott valaszok mind
energiaigényes, ATP fogyaszt6 folyamatok. Természetesen a replikdcidhoz a virusnak is sziiksége van ATP-re, de
elképzelhetd, hogy a SnRK1 utvonalak gatlasdval a maradék ATP is elegendd szdmadra.

Virusfert6zési kisérletekkel probaltuk megvizsgdlni, hogy az antiszensz StubGALS83 ndvények
mésképpen reagdlnak-e a PVY-nal val6 fertdzésre, mint a vad tipus? Bér nagyok a szérdsok, kisérleteink azt
valdsziniisitik, hogy az aG6 fogékonyabb a virusra, mint a vad tipusi burgonya névények, a masik két megvizsgalt
vonal (aG1, aG5) nem, vagy épp ellenkezdleg, talan még ellenallébb is valamivel. LOVAS és mtsai (2003) valamint
SOS-HEGEDUS és mitsai (2005) vizsgalatai szerint az aG1 és az aGS5 novényekben a StubGALS3 gétlds minden
vizsgalt szervben (levél, gyokér, gumd) egyontetiien sikeres volt, mig az aG6 vonal esetében gatlds csak a levélben
van. A levélben ugyan csokkent a StubGAL83 mRNS és a specifikus kisRNS-ek is detektdlhatéak voltak, a
gyokérben és a gumoéban azonban sem a mRNS mennyisége nem csokkent, sem kisRNS-ek nem voltak
megfigyelhetéek. A virusok szisztemikus terjedésére jellemzd, hogy a novényi szervezetbe vald bejutds utdn el@szor
a gyokérbe vandorol a virus, és onnan terjed szét az egész novényben. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy
mivel a harmadik névényvonalban (aG6) a gyokérben jelen volt a StubGALS83, a virus képes volt a novény
anyagcsereutjait gy befolydsolni, hogy az neki kedvezd volt a fert6zési folyamat kiteljesedése szempontjabdl. A
kontrollhoz képest eltéréen fejlodd aG6 vonal (lassubb gyokérfejlodés, abnormalis sejtek nagy szdma a gyokérben,

korai szeneszcencia; LOVAS, 2003) ezek utdn mdr nem tudta a virus szétterjedését géitolni a ndvényben.
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Feltételezziik tovdbbad azt is, hogy azokban a vonalakban, amelyekben a StubGALS83 gaitldis minden szervben
egyontetii volt (aGl, aG5), nem 4allt rendelkezésre a StubGAL83 a virus HcPro-ja szdmdra, igy a novény
anyagcseréjét nem tudta a sajat érdekében megvaltoztatni. A novény védekezé mechanizmusai iddben bekapcsoltak
és sikeresen gatoltdk a virus terjedését.

Lehetséges egy mdsik magyardzat is az aG vonalak eltérd virusfogékonysdgira. Ez a magyardzat az
antiszensz gatlas eltéré molekuldris mechanizmusdval fiigg 0ssze. Tudjuk ugyanis, hogy az aG1-ben és aG5-ben az
antiszensz gatldas hOmérséklet-fliged, mig az aG6-ban hdmérséklet-fiiggetlen. Az aGl és aG5 vonalban minden
szervben megjelennek a kisSRNS-ek, azonban ezek mennyisége alacsony (15°C) hdmérsékleten jelentdsen kevesebb,
mig az aG6 vonalban a csak levélben jelentkezé gatlast a hdmérséklet nem befolyasolja (SOS-HEGEDUS és mtsai,
2005). Mivel a hémérséklet pontos szabalyozasat a rendelkezésiinkre 4ll6 tiveghdzi koriilmények kozott nem tudjuk
megoldani, ennek kovetkeztében a hdmérsékletingadozassal egyiitt valtozik az StubGALS83 gétlasdnak mértéke is.
Ez a jelenség is oka lehet a nagy szérdsnak €s az eltér6 mechanizmusu gatlassal rendelkezd vonalakndl megfigyelt

eltérd fogékonysagnak.
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