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A MUNKA ELOZMENYEI A KITUZOTT CELOK

Kompatibilis virus-névény kapcsolatban a virus képes a novény anyagcsere
folyamatainak megvaltoztatasaval genomjat replikalni és sejtrol-sejtre haladva a
teljes novényben elterjedni (szisztémas fertézés). A virusfertézés lefolyasa
alapjan kétféle virusfertozeést kiilonithetiink el. Akut virusfertézés esetén, a virus
nagy mennyiségben van jelen a novényben, a virusra jellemzo sulyos tiinetek
megjelennek és rovid idén beliill a novény pusztulasahoz vezethetnek.
Perzisztens virusfertézés soran a virus nagy mennyiségben van jelen, viszont a
gazdan jelentkez6 tiinetek enyhébbek és a novények életben maradnak.

A novényi virusok a gazda hirvivd RNS (mRNS)-einek szabalyozasan
keresztiil gatolhatjak egyes gének kifejezodését (shut-off jelenség). Csoportunk
kimutatta, hogy: (1) egyes virusok képesek, mig mas virusok nem képesek a
gazda haztartasi génjeinek expressziojat lecsokkenteni, (2) a shut-off jelenség a
sejtmagban alakul ki és transzkripcidés szinten hat és (3) kapcsolat lehet a
tinetek sulyossaga és a shut-off jelenség mértéke kozott. Ezt kovetden
csoportunk a virusfertdzés hatasara bekovetkezd genomszintli gén-expresszios
valtozasok nyomon kovetése céljabol virusfertézott Nicotiana benthamiana
novényekbdl microarray analizist készitett, melynek kiértékelése jelentette
munkam kiindulasi pontjat.

Kutatasunk célja, hogy feltarjuk milyen hatast gyakorol a virusfertézés a
gazdandvény 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 vizsgdljuk a CymRSV, crTMV ¢és TCV virussal
fertézott Nicotiana benthamiana valamint a PVX és TMV virussal fert6zott
Solanum lycopersicum névényeket.

Northern blott és qRT-PCR segitségével visszaigazoljuk a két nagy
ateresztOképességli modszerrel detektalt gén-expresszios valtozasokat.

A shut-off meglétét vizsgaljuk TMV, PVX és TRV virusvektorokkal (VIGS)
fert6zott N.benthamiana és S.lycopersicum névényeken, a Rubisco, a Gapdh

¢és a tubulin gének expresszidjanak visszaigazolasaval.



ANYAG ES MODSZER

Virustorzsek

Nicotiana benthaminana novényeket keresztesviragiakat fertéz6 dohany
mozaik virussal (ctrTMV), Cymbidium gytrasfoltossag virussal (CymRSV,
Cym19stop), tarlorépa gondorddés virussal (TCV), szegfli olasz gytiriisfoltossag
virussal (CIRV, CIRVI19stop) fertéztiik. Solanum lycopersicum ndvények
fertdzéséhez dohany mozaik virus Ul torzset (TMV-U1) és burgonya x virust

(PVX) hasznaltunk.

Tesztnovények fertdzése, mintaszedés

A fert6zéshez virusrdl késziilt in vitro transzkriptumot vagy tisztitott viriont
hasznaltunk, melyhez cellit tartalmi inokulalé puffert és vizet adtunk (1:10
aranyban). A fertdzés mechanikai tton, liveg spatula segitségével tortént.

A microarray analizis eredményeinek visszaigazolasahoz Nicotiana
benthamiana novényeket 4-5 leveles allapotban (15-20 napos) fertdztiik meg
crTMV, CymRSV és TCV virussal €s virust nem tartalmazo6 inokulald pufferrel
(mock). A crTMV ¢és CymRSV virussal fertézott novényekrdl a fertézés utan
(dpi) 5 nappal szedtiink mintat. A TCV virussal fertézott dohany novényekrol
11 dpi gy(jtottiink mintat.

Az RNS szekvenalasi vizsgalatainkhoz Solanum lycopersicum (Kecskeméti
jubileum) névényeket az elsé lomblevél kifejlédése utan (19-20 napos) fertéztiik
TMV és PVX virussal és virust nem tartalmazo6 inokuldlod pufferrel (mock). A
TMYV ¢és PVX virussal fert6zott paradicsom novényekrdl 14 nappal a fertdzés
utan szedtliink mintat.

A mintaszedéskor az adott napon a mock fert6zott novényekrdl is gytijtottiink
mintat. Kisérleteinket mindkét ndvény esetén 3 bioldgiai ismétlésben végeztiik

el.



RNS szekvenalas

A gén-expresszios valtozdsok pontosabb nyomon kovetésének céljabol
RNS-t szekvenaltattunk. A virusfert6zott S.lycopersicum névényekbdl fenol-
kloroformos moddszer 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

biologiai ismétlésbol szarmazd mintak RNS szekvendlasat végeztettiik el.



EREDMENYEK

A shut-off jelenség nem a nekrozis kovetkezménye

Vizsgalataink soran ki akartuk zarni annak lehetdségét, hogy a shut-off
jelenséget a nekrozis okozza. Ennek igazolasahoz N.benthamiana ndvényeket
fertéztink vad tipusu CymRSV és CIRV valamint pl9 deficiens
CymRSV19stop és CIRV 19stop virussal.

A fert6zott novényeket 15°C-on neveltiik, ezaltal az alacsony hdmérsékleten
a CymRSV ¢s CIRV virussal fert6zott ndvényekben a virus lassabban terjedt el,
a Cym19stop ¢és CIRV19stop virussal fertézott ndvényekben pedig tobb virus
akkumulalodott, azonban nekrozis nem jelentkezett. Northern blottal kimutattuk,
hogy 15°C-on nevelt CymRSV, CIRV ¢s Cym19stop, CIRV19stop fertdzott
novényekben is lecsokkent a Rubisco és CP29 gén expresszidja a kontrollhoz

képest, a PR-Q expresszidja pedig mindkét virusfertézés esetén indukalodott.

A virusfertozések hatasa a gazdanovény gén-expresszios rendszerére
Microarray analizis €s az RNS szekvenalas elemzésének eredményei alapjan
az akut virusfertézésekben (CymRSV, crTMV, PVX) drasztikusabb gén-
expresszids valtozasok kovetkeztek be, mint a perzisztens virusfertézésekben
(TCV, TMV). Kimutattuk, hogy N.benthamiana névényekben joval tobb génnek

az expresszoja csokkent le, mint amennyinek az expresszidja indukalodott.

A szignifikans expressziot mutato gének funkcionalis kategorizalasa
Funkcionalisan csoportositottuk azokat a géneket, melyek szignifikans
expresszios valtozast mutattak barmelyik virusfertdzésben a kontrollhoz képest.
Kimutattuk, hogy mindkét gazdanovény esetén a virusfertézések a
fotoszintézisben, a sejtfal anyagcserében, a stresszben, az RNS szabalyozasban,
a fehérje anyagcserében, a jelatviteli folyamatokban, a sejtciklusban, a
transzport folyamatokban szerepet jatszd gének expresszidjat befolyasoltak

leginkabb.



A stressz gének

Microarray €és RNS szekvenalasi eredményeink alapjan akut fertzés hatasara
a stressz gének expresszioja drasztikusan megvaltozott, a gének tobbsége
indukalodott, mig perzisztens virusfert6zés esetén a stressz gének expresszidja
valtozatlan marad mindkét gazdandvény esetén.

Northern hibridizacidval igazoltuk, hogy N.benthamiana névényben a PR1,
PR-Q, SAR és GST gén és S.lycopersicum novényben a GST és HSP20 gén
expresszidja indukalodik akut fert6zés hatasara, mig perzisztens virusfertézésre

valtozatlan marad ezen gének expresszioja.

A sejtfal anyagcserében szerepet jatszo gének

Microarray €és RNS szekvenalasi eredményeink alapjan akut fertdzés hatasara
a sejtfal anyagcserében szerepet jatszo gének expresszidja lecsokkent, szemben
a perzisztens virusfertézésekben ahol expressziojuk nem véltozott egyik
gazdanovényben sem. Nagy ateresztOképességli modszerekkel kimutattuk, a
celluléz szintézisben kulcsszerepet jatszo CESA8 expresszidjanak csokkenését
¢s a CWINV2 indukciojat akut virusfert6zott névényekben, ezeket gRT-PCR-el

is visszaigazoltuk.

A fotoszintézisben szerepet jatszé gének

Kimutattuk, hogy akut virusfertdzés soran dohanyban ¢és paradicsomban is a
fotoszintetikus folyamatokban résztvevd gének expresszidja lecsokken. Ezzel
ellentétben perzisztens virusfertézés sordn nem véltozott a fotoszintézisben
szerepet jatszo gének expresszioja. Northern blottal igazoltuk, hogy akut
virusfert6zés esetén indukalodott, mig perzisztens virusfertdzésnél valtozatlan
marad a PAO expresszidja dohanyban. Paradicsombol szarmazé RNS
szekvenalasi eredményeink a PAO gén expresszidjanak csokkenést mutatta PVX

¢s enyhe indukciot mutatott TMV virusfertdzés hatasara.



A gén-expressziot befolyasolé kulcsregulatorok vizsgalata

Microarray és RNS szekvenalasi eredményeink szerint BZL4, a NAC-like,
ZFP19 ¢és a WRKY70 transzkripcios faktorok expresszidja jelentds mértékben
indukalodott, mig a LRR tartalmazo transzmembran kinaz és TMKL1
expresszioja lecsokken az akut virusfertézott dohany ¢és paradicsom
novényekben. Perzisztens virusfertézott novényekben ezen gének expresszidja
nem vagy csak enyhe mértékben valtozott.

Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy mindkét gazdandvényben akut
virusfert6zés soran lecsokken az AGO4 és a metiltranszferazok expresszidja.
Dohany novényen végzett Northern blott vizsgalatunkkal visszaigazoltuk, hogy
az AGO4 expresszidja CymRSV ¢és crTMV virusfertézés hatdsara lecsokken,

mig TCV virusfert6zés hatasara az AGO4 expresszidja nem valtozott.

A shut-off jelenség vizsgalata

A microarray analizis és RNS szekvenalasi elemzéseink alapjan dohany és
paradicsom ndvényekben akut fert6zés hatasdra a fontos haztartdsi gének
expresszidja lecsokkent, shut-off jelenséget mutatott. Northern blottal igazoltuk,
hogy dohanyban és paradicsomban is lecsokken a Rubisco, a Gapdh, a CP29
expresszioja akut virusfertdzés hatasara, mig perzisztens virusfertdzésnél ezen
gének expresszioja valtozatlan marad. qRT-PCR-el bizonytottuk, hogy PVX
virusfertzés hatasara a paradicsomban az EF és a hiszton gének expresszioja
lecsokken.

Northern blottal kimutattuk, hogy virusfertézott Vitis vinifera névényben az
altalunk vizsgalt haztartasi gének (Rubisco, EF, aktin) expresszidja nem
csokkent le sem GSyV1, sem GPGV virusfert6zés hatasara, a shut-off nem
jelentkezett.

Ezen feliil Northern blott analizissel igazoltuk, 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.



Uj tudomanyos eredmények

Igazoltam, hogy virusfertézés soran az endogén gének expresszidjanak
csokkenése (shut-off) nem a nekrozis kovetkezményeként alakult ki.
Virusfert6zott Nicotiana benthamiana névények microarray eredményeinek
elemzésével megallapitottam, hogy az akut CymRSV ¢és a crTMV fertdzés
genom szinten drasztikusabb gén-expresszids valtozasokat okozott, mint a
perzisztens TCV fert6zés.

A microarray eredményeket Northern hibridizacioval vagy qRT-PCR-rel
vizsgalva igazoltam, hogy CymRSV ¢és crTMV virusfertdzés esetén a
védekezésben szerepet jatszo gének (PR1, PR-Q, SAR, GST) és a CWINV2
gén expresszidja drasztikusan indukaldédott, mig a hdaztartasi gének
(Rubisco, Gapdh, CP29, AGO4, PAO) és a CESA8 expresszidja lecsokkent,
szemben a TCV fertézéssel, ahol ezen gének expresszidja valtozatlan
maradt.

Virusfertézott Solanum lycopersicum novények RNS szekvenalasaval
megallapitottam, hogy az akut PVX fertézés erdteljes gén-expresszios
valtozasokat okozott, szemben a perzisztens TMV virusfertézéssel.

Az RNS szekvenalas eredményeit Northern hibridizacioval vagy qRT-PCR-
rel vizsgalva megerdsitettem, hogy a PVX virusfertézés esetén a stressz
gének (HSP20, GST) és a CWINV2 gén expresszidja indukalddott, mig a
haztartasi gének (Rubisco, Gapdh, CP29, EF, hiszton) és a CESAS8
expresszioja lecsokkent, szemben a TMV fertdzéssel ahol ezen gének
expresszioja valtozatlan maradt.

Osszesitve a fenti eredményeket, ramutattam arra, hogy szignifikans
génexpresszios valtozas, illetve a shut-off jelenség csak akut fertézéskor
detektalhatd a vizsgalt Nicotiana benthamiana és Solanum lycopersicum
novényekben.

GSyV1 és GPGV fertdzott sz616 vizsgalatdval megallapitottam, hogy a

haztartasi gének expressziojat érinté shut-off nem jelentkezett.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a microarray és az RNS szekvendlas is
alkalmas arra, hogy kompatibilis ndvény-virus kapcsolatokban nyomon
kovessiik a gén-expresszios valtozadsokat. Microarray analizissel kimutatott gén-
expresszios valtozdsok nagyobb mértékiiek voltak, mint amit RNS
szekvenalassal azonositottunk, ennek oka a két technika eltéré detektalasi modja
lehet. A microarray analizis esetén a csokkent expresszidt mutaté gének aranya
az indukalddott génekhez képest magasabb volt, amit ezen probdk nagyobb
mértékil eléforduldsa okozhatott.

Két kiilonboz6 gazdandvény esetén vizsgaltuk az akut és perzisztens
virusfertézések gén-expressziora gyakorolt hatdsat, mely soran jelentds
kiilonbségeket figyeltiink meg. 1) Kimutattuk, hogy az akut virusfertdzések
drasztikus, mig a perzisztens virusfertézések minimalis gén-expressziods
valtozasokat okoznak dohdnyon és paradicsomon. 2) Akut virusfertdzések
esetén igazoltuk, hogy a stressz gének indukalédnak, azonban perzisztens
virusfertdzéseknél elmarad ezen gének indukcidja. 3) Csoportunk bizonyitotta,
hogy az RNS interferencia kulcsregulatorainak valtozasa szintén csak akut
virusfertozésekben figyelhetd meg. Ez magyarazatot adhat az akut
virusfertézéskor jelentkezd szadmos gént érintd gén-expresszids csokkenésre,
valamint arra, hogy az RNS interferencia kulcsregulator valtozasainak
hidnyaban, a perzisztens virusfertdzéseknél a gazda anyagcseréje érintetlen
marad.

Kimutattuk, hogy a fotoszintetikus folyamatokban résztvevé gének, a
levéloregedésben (PAO) a satnyulasban, a klordzisban és a sargulds hatterében
allo lehetséges (CESA és CWINV) gének expresszio valtozasa az akut
virusfertézésekben drasztikusan megvaltozott, mellyel egyidejiileg a
novényeken is sulyosabb tiinetek jelentkeztek.

GSyV1 és GPGV fert6zott szOlében a haztartasi gének expresszidjat érintd

shut-off nem jelentkezett. Ennek oka az lehet, hogy fas szara novények esetében
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a fert6zési folyamat hosszabb i1d6 alatt zajlik le €s a virusok is alacsonyabb
szinten vannak jelen, mint lagyszari névényekben.

TMV-, PVX- és TRV VIGS vektorral fert6zott N.benthamiana és
S.lycopersicum novényekben a qRT-PCR-hez leggyakrabban hasznalt haztartasi
gének (tubulin, Rubisco, Gapdh) expresszidja megvaltozott, ezért a VIGS vektor
alkalmazésa el6tt a virus vektorok gén-expressziora gyakorolt hatasat ellendrizni
kell és koriltekintéen kell megvalasztani a referencia értékként hasznalt

haztartasi géneket is.
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