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A MUNKA ELŐZMÉNYEI, A KITŰZÖTT CÉLOK 

Kompatibilis vírus-növény kapcsolatban a vírus képes a növény anyagcsere 

folyamatainak megváltoztatásával genomját replikálni és sejtről-sejtre haladva a 

teljes növényben elterjedni (szisztémás fertőzés). A vírusfertőzés lefolyása 

alapján kétféle vírusfertőzést különíthetünk el. Akut vírusfertőzés esetén, a vírus 

nagy mennyiségben van jelen a növényben, a vírusra jellemző súlyos tünetek 

megjelennek és rövid időn belül a növény pusztulásához vezethetnek. 

Perzisztens vírusfertőzés során a vírus nagy mennyiségben van jelen, viszont a 

gazdán jelentkező tünetek enyhébbek és a növények életben maradnak.  

A növényi vírusok a gazda hírvivő RNS (mRNS)-einek szabályozásán 

keresztül gátolhatják egyes gének kifejeződését (shut-off jelenség). Csoportunk 

kimutatta, hogy: (1) egyes vírusok képesek, míg más vírusok nem képesek a 

gazda háztartási génjeinek expresszióját lecsökkenteni, (2) a shut-off jelenség a 

sejtmagban alakul ki és transzkripciós szinten hat és (3) kapcsolat lehet a 

tünetek súlyossága és a shut-off jelenség mértéke között. Ezt követően 

csoportunk a vírusfertőzés hatására bekövetkező genomszintű gén-expressziós 

változások nyomon követése céljából vírusfertőzött Nicotiana benthamiana 

növényekből microarray analízist készített, melynek kiértékelése jelentette 

munkám kiindulási pontját. 

Kutatásunk célja, hogy feltárjuk milyen hatást gyakorol a vírusfertőzés a 

gazdanövény gén-expressziós rendszerére, valamint megértsük, hogy milyen 

folyamatok állnak, ezen változások hátterében és ezek milyen szerepet játszanak 

a tünetek kialakulásában.  
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PhD munkám céljául tűztem ki, hogy:  

1. Két nagy áteresztőképességű módszer (microarray analízis és RNS 

szekvenálás) segítségével vizsgáljuk a CymRSV, crTMV és TCV vírussal 

fertőzött Nicotiana benthamiana valamint a PVX és TMV vírussal fertőzött 

Solanum lycopersicum növényeket. 

2. Northern blott és qRT-PCR segítségével visszaigazoljuk a két nagy 

áteresztőképességű módszerrel detektált gén-expressziós változásokat. 

3. A shut-off meglétét vizsgáljuk TMV, PVX és TRV vírusvektorokkal (VIGS) 

fertőzött N.benthamiana és S.lycopersicum növényeken, a Rubisco, a Gapdh 

és a tubulin gének expressziójának visszaigazolásával. 
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ANYAG ÉS MÓDSZER 

Vírustörzsek 

Nicotiana benthaminana növényeket keresztesvirágúakat fertőző dohány 

mozaik vírussal (crTMV), Cymbidium gyűrűsfoltosság vírussal (CymRSV, 

Cym19stop), tarlórépa göndörödés vírussal (TCV), szegfű olasz gyűrűsfoltosság 

vírussal (CIRV, CIRV19stop) fertőztük. Solanum lycopersicum növények 

fertőzéséhez dohány mozaik vírus U1 törzset (TMV-U1) és burgonya x vírust 

(PVX) használtunk.  

Tesztnövények fertőzése, mintaszedés 

A fertőzéshez vírusról készült in vitro transzkriptumot vagy tisztított viriont 

használtunk, melyhez cellit tartalmú inokuláló puffert és vizet adtunk (1:10 

arányban). A fertőzés mechanikai úton, üveg spatula segítségével történt. 

A microarray analízis eredményeinek visszaigazolásához Nicotiana 

benthamiana növényeket 4-5 leveles állapotban (15-20 napos) fertőztük meg 

crTMV, CymRSV és TCV vírussal és vírust nem tartalmazó inokuláló pufferrel 

(mock). A crTMV és CymRSV vírussal fertőzött növényekről a fertőzés után 

(dpi) 5 nappal szedtünk mintát. A TCV vírussal fertőzött dohány növényekről 

11 dpi gyűjtöttünk mintát. 

Az RNS szekvenálási vizsgálatainkhoz Solanum lycopersicum (Kecskeméti 

jubileum) növényeket az első lomblevél kifejlődése után (19-20 napos) fertőztük 

TMV és PVX vírussal és vírust nem tartalmazó inokuláló pufferrel (mock). A 

TMV és PVX vírussal fertőzött paradicsom növényekről 14 nappal a fertőzés 

után szedtünk mintát.  

A mintaszedéskor az adott napon a mock fertőzött növényekről is gyűjtöttünk 

mintát. Kísérleteinket mindkét növény esetén 3 biológiai ismétlésben végeztük 

el. 

 

 

 



4 

 

RNS szekvenálás 

A gén-expressziós változások pontosabb nyomon követésének céljából  

RNS-t szekvenáltattunk. A vírusfertőzött S.lycopersicum növényekből fenol-

kloroformos módszer segítségével totál RNS kivonatot készítettünk, ezeket 

pooloztuk, majd a mintákat RNazol-lal tisztítottuk. A tisztított RNS-eket az UD-

GenoMed Kft.-vel Illumina HiScanSQ NGS platformon szekvenáltattuk. Három 

biológiai ismétlésből származó minták RNS szekvenálását végeztettük el. 
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EREDMÉNYEK 

A shut-off jelenség nem a nekrózis következménye 

Vizsgálataink során ki akartuk zárni annak lehetőségét, hogy a shut-off 

jelenséget a nekrózis okozza. Ennek igazolásához N.benthamiana növényeket 

fertőztünk vad típusú CymRSV és CIRV valamint p19 deficiens 

CymRSV19stop és CIRV19stop vírussal. 

A fertőzött növényeket 15°C-on neveltük, ezáltal az alacsony hőmérsékleten 

a CymRSV és CIRV vírussal fertőzött növényekben a vírus lassabban terjedt el, 

a Cym19stop és CIRV19stop vírussal fertőzött növényekben pedig több vírus 

akkumulálódott, azonban nekrózis nem jelentkezett. Northern blottal kimutattuk, 

hogy 15°C-on nevelt CymRSV, CIRV és Cym19stop, CIRV19stop fertőzött 

növényekben is lecsökkent a Rubisco és CP29 gén expressziója a kontrollhoz 

képest, a PR-Q expressziója pedig mindkét vírusfertőzés esetén indukálódott. 

A vírusfertőzések hatása a gazdanövény gén-expressziós rendszerére 

Microarray analízis és az RNS szekvenálás elemzésének eredményei alapján 

az akut vírusfertőzésekben (CymRSV, crTMV, PVX) drasztikusabb gén-

expressziós változások következtek be, mint a perzisztens vírusfertőzésekben 

(TCV, TMV). Kimutattuk, hogy N.benthamiana növényekben jóval több génnek 

az expresszója csökkent le, mint amennyinek az expressziója indukálódott. 

A szignifikáns expressziót mutató gének funkcionális kategorizálása 

Funkcionálisan csoportosítottuk azokat a géneket, melyek szignifikáns 

expressziós változást mutattak bármelyik vírusfertőzésben a kontrollhoz képest. 

Kimutattuk, hogy mindkét gazdanövény esetén a vírusfertőzések a 

fotoszintézisben, a sejtfal anyagcserében, a stresszben, az RNS szabályozásban, 

a fehérje anyagcserében, a jelátviteli folyamatokban, a sejtciklusban, a 

transzport folyamatokban szerepet játszó gének expresszióját befolyásolták 

leginkább. 
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A stressz gének 

Microarray és RNS szekvenálási eredményeink alapján akut fertőzés hatására 

a stressz gének expressziója drasztikusan megváltozott, a gének többsége 

indukálódott, míg perzisztens vírusfertőzés esetén a stressz gének expressziója 

változatlan marad mindkét gazdanövény esetén. 

Northern hibridizációval igazoltuk, hogy N.benthamiana növényben a PR1, 

PR-Q, SAR és GST gén és S.lycopersicum növényben a GST és HSP20 gén 

expressziója indukálódik akut fertőzés hatására, míg perzisztens vírusfertőzésre 

változatlan marad ezen gének expressziója. 

A sejtfal anyagcserében szerepet játszó gének 

Microarray és RNS szekvenálási eredményeink alapján akut fertőzés hatására 

a sejtfal anyagcserében szerepet játszó gének expressziója lecsökkent, szemben 

a perzisztens vírusfertőzésekben ahol expressziójuk nem változott egyik 

gazdanövényben sem. Nagy áteresztőképességű módszerekkel kimutattuk, a 

cellulóz szintézisben kulcsszerepet játszó CESA8 expressziójának csökkenését 

és a CWINV2 indukcióját akut vírusfertőzött növényekben, ezeket qRT-PCR-el 

is visszaigazoltuk. 

A fotoszintézisben szerepet játszó gének 

Kimutattuk, hogy akut vírusfertőzés során dohányban és paradicsomban is a 

fotoszintetikus folyamatokban résztvevő gének expressziója lecsökken. Ezzel 

ellentétben perzisztens vírusfertőzés során nem változott a fotoszintézisben 

szerepet játszó gének expressziója. Northern blottal igazoltuk, hogy akut 

vírusfertőzés esetén indukálódott, míg perzisztens vírusfertőzésnél változatlan 

marad a PAO expressziója dohányban. Paradicsomból származó RNS 

szekvenálási eredményeink a PAO gén expressziójának csökkenést mutatta PVX 

és enyhe indukciót mutatott TMV vírusfertőzés hatására. 
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A gén-expressziót befolyásoló kulcsregulátorok vizsgálata 

Microarray és RNS szekvenálási eredményeink szerint BZL4, a NAC-like, 

ZFP19 és a WRKY70 transzkripciós faktorok expressziója jelentős mértékben 

indukálódott, míg a LRR tartalmazó transzmembrán kináz és TMKL1 

expressziója lecsökken az akut vírusfertőzött dohány és paradicsom 

növényekben. Perzisztens vírusfertőzött növényekben ezen gének expressziója 

nem vagy csak enyhe mértékben változott. 

Vizsgálataink során kimutattuk, hogy mindkét gazdanövényben akut 

vírusfertőzés során lecsökken az AGO4 és a metiltranszferázok expressziója. 

Dohány növényen végzett Northern blott vizsgálatunkkal visszaigazoltuk, hogy 

az AGO4 expressziója CymRSV és crTMV vírusfertőzés hatására lecsökken, 

míg TCV vírusfertőzés hatására az AGO4 expressziója nem változott. 

A shut-off jelenség vizsgálata 

A microarray analízis és RNS szekvenálási elemzéseink alapján dohány és 

paradicsom növényekben akut fertőzés hatására a fontos háztartási gének 

expressziója lecsökkent, shut-off jelenséget mutatott. Northern blottal igazoltuk, 

hogy dohányban és paradicsomban is lecsökken a Rubisco, a Gapdh, a CP29 

expressziója akut vírusfertőzés hatására, míg perzisztens vírusfertőzésnél ezen 

gének expressziója változatlan marad. qRT-PCR-el bizonytottuk, hogy PVX 

vírusfertőzés hatására a paradicsomban az EF és a hiszton gének expressziója 

lecsökken. 

Northern blottal kimutattuk, hogy vírusfertőzött Vitis vinifera növényben az 

általunk vizsgált háztartási gének (Rubisco, EF, aktin) expressziója nem 

csökkent le sem GSyV1, sem GPGV vírusfertőzés hatására, a shut-off nem 

jelentkezett.  

Ezen felül Northern blott analízissel igazoltuk, hogy TMV-, PVX- és TRV 

VIGS vektorral fertőzött N.benthamiana és S.lycopersicum növényekben a qRT-

PCR-hez leggyakrabban használt háztartási gének (tubulin, Gapdh, Rubisco) 

expressziója megváltozik. 
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Új tudományos eredmények 

1. Igazoltam, hogy vírusfertőzés során az endogén gének expressziójának 

csökkenése (shut-off) nem a nekrózis következményeként alakult ki. 

2. Vírusfertőzött Nicotiana benthamiana növények microarray eredményeinek 

elemzésével megállapítottam, hogy az akut CymRSV és a crTMV fertőzés 

genom szinten drasztikusabb gén-expressziós változásokat okozott, mint a 

perzisztens TCV fertőzés.  

3. A microarray eredményeket Northern hibridizációval vagy qRT-PCR-rel 

vizsgálva igazoltam, hogy CymRSV és crTMV vírusfertőzés esetén a 

védekezésben szerepet játszó gének (PR1, PR-Q, SAR, GST) és a CWINV2 

gén expressziója drasztikusan indukálódott, míg a háztartási gének 

(Rubisco, Gapdh, CP29, AGO4, PAO) és a CESA8 expressziója lecsökkent, 

szemben a TCV fertőzéssel, ahol ezen gének expressziója változatlan 

maradt. 

4. Vírusfertőzött Solanum lycopersicum növények RNS szekvenálásával 

megállapítottam, hogy az akut PVX fertőzés erőteljes gén-expressziós 

változásokat okozott, szemben a perzisztens TMV vírusfertőzéssel. 

5. Az RNS szekvenálás eredményeit Northern hibridizációval vagy qRT-PCR-

rel vizsgálva megerősítettem, hogy a PVX vírusfertőzés esetén a stressz 

gének (HSP20, GST) és a CWINV2 gén expressziója indukálódott, míg a 

háztartási gének (Rubisco, Gapdh, CP29, EF, hiszton) és a CESA8 

expressziója lecsökkent, szemben a TMV fertőzéssel ahol ezen gének 

expressziója változatlan maradt. 

6. Összesítve a fenti eredményeket, rámutattam arra, hogy szignifikáns 

génexpressziós változás, illetve a shut-off jelenség csak akut fertőzéskor 

detektálható a vizsgált Nicotiana benthamiana és Solanum lycopersicum 

növényekben. 

7. GSyV1 és GPGV fertőzött szőlő vizsgálatával megállapítottam, hogy a 

háztartási gének expresszióját érintő shut-off nem jelentkezett. 
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KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

Eredményeink azt mutatják, hogy a microarray és az RNS szekvenálás is 

alkalmas arra, hogy kompatibilis növény-vírus kapcsolatokban nyomon 

kövessük a gén-expressziós változásokat. Microarray analízissel kimutatott gén-

expressziós változások nagyobb mértékűek voltak, mint amit RNS 

szekvenálással azonosítottunk, ennek oka a két technika eltérő detektálási módja 

lehet. A microarray analízis esetén a csökkent expressziót mutató gének aránya 

az indukálódott génekhez képest magasabb volt, amit ezen próbák nagyobb 

mértékű előfordulása okozhatott.  

Két különböző gazdanövény esetén vizsgáltuk az akut és perzisztens 

vírusfertőzések gén-expresszióra gyakorolt hatását, mely során jelentős 

különbségeket figyeltünk meg. 1) Kimutattuk, hogy az akut vírusfertőzések 

drasztikus, míg a perzisztens vírusfertőzések minimális gén-expressziós 

változásokat okoznak dohányon és paradicsomon. 2) Akut vírusfertőzések 

esetén igazoltuk, hogy a stressz gének indukálódnak, azonban perzisztens 

vírusfertőzéseknél elmarad ezen gének indukciója. 3) Csoportunk bizonyította, 

hogy az RNS interferencia kulcsregulátorainak változása szintén csak akut 

vírusfertőzésekben figyelhető meg. Ez magyarázatot adhat az akut 

vírusfertőzéskor jelentkező számos gént érintő gén-expressziós csökkenésre, 

valamint arra, hogy az RNS interferencia kulcsregulátor változásainak 

hiányában, a perzisztens vírusfertőzéseknél a gazda anyagcseréje érintetlen 

marad.  

Kimutattuk, hogy a fotoszintetikus folyamatokban résztvevő gének, a 

levélöregedésben (PAO) a satnyulásban, a klorózisban és a sárgulás hátterében 

álló lehetséges (CESA és CWINV) gének expresszió változása az akut 

vírusfertőzésekben drasztikusan megváltozott, mellyel egyidejűleg a 

növényeken is súlyosabb tünetek jelentkeztek. 

GSyV1 és GPGV fertőzött szőlőben a háztartási gének expresszióját érintő 

shut-off nem jelentkezett. Ennek oka az lehet, hogy fás szárú növények esetében 
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a fertőzési folyamat hosszabb idő alatt zajlik le és a vírusok is alacsonyabb 

szinten vannak jelen, mint lágyszárú növényekben. 

TMV-, PVX- és TRV VIGS vektorral fertőzött N.benthamiana és 

S.lycopersicum növényekben a qRT-PCR-hez leggyakrabban használt háztartási 

gének (tubulin, Rubisco, Gapdh) expressziója megváltozott, ezért a VIGS vektor 

alkalmazása előtt a vírus vektorok gén-expresszióra gyakorolt hatását ellenőrizni 

kell és körültekintően kell megválasztani a referencia értékként használt 

háztartási géneket is.  
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