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A növényi vírusok patogenezisének fontos lépése azok átjutasa a szomszédos sejtekbe. Ez a sej­
teket összekötő plazmodezmákon keresztül valósul meg. A vírusok mozgását elsődlegesen az úgy­
nevezett mozgási fehérjék („movement protein”, MP) teszik lehetővé, de más vírusfehérjék -  pél­
dául a köpenyfehérje -  is szerepet játszanak a folyamatban. A paradicsom magtalanság vírus (to­
mato aspermy cucumovirus, TÁV) osztott genomja három részből áll, a köpenyfehérje gén a 3-as 
RNS-en található. A TÁV növénybeli mozgásának vizsgálatához olyan rekombináns vírusokat hoz­
tunk létre, melyek a gfp riportergént tartalmazták. A gént hordozó vírusok mozgását a növényi szö­
vetben fluoreszcens mikroszkópi technikák alkalmazásával követtük nyomon. Eredményeink szerint 
a TÁV köpenyfehérjéje feltétlenül szükséges a vírus lokális mozgásához, és ezt a képességét fúziós 
fehérje formájában is részben megtartja. Ismereteink szerint ez az első olyan GFP-t termelő cucu­
movirus klón, mely részlegesen megőrizte a rövid távú mozgásképességét.

A vírusok mozgása a növények fertőzése 
során két jól elkülöníthető fázisra bontható 
(összefoglalókat 1. Maule 1991; Lucas és Gil­
bertson 1994; Carrington és mtsai 1996; Mezitt 
és Lucas 1996; Gilbertson és Lucas 1996; San- 
ta-Cruz 1999). Az első fázisban a kórokozó az 
iniciálisán fertőzött epidermiszsejtből a plaz­
modezmákon keresztül a szomszédos epider­
miszsejtekbe, illetve a mezofillumsejtekbe, in­
nen pedig a vaszkuláris rendszerbejut (1. áb­
ra). Ezt a fázist, melynek utolsó lépése a vírus 
háncsrostsejtekbe jutása, l o k á l i s  m o z g á s n a k  
nevezik. A második fázis a vírus transzlokáció­
ja a floémben, melyet h o s s z ú  t á v ú  m o z g á s n a k  
neveznek. Újabb bizonyítékok azt támasztják 
alá, hogy a szállítószövet rendszer nyalábhü­
vely- és floémparenchima-sejtjeit összekötő 
plazmodezmák lényegesen különböznek a me­
zőül] umban, illetve az epidermiszben találha­
tóktól, így a vírusok eltérő mechanizmussal jut­
hatnak át rajtuk (Ding és mtsai 1992; Winter­
mantel és mtsai 1997). *

A növények vírusokkal szembeni extrém 
ellenálló képessége sokszor nem a replikáció 
szintjén valósul meg, hanem annak köszönhető, 
hogy a vírus nem képes terjedni a növényben. 
A cucumovírusok körében is több esetben leír­
tak olyan immunitást, mely a vírus mozgásának 
blokkolásán keresztül valósul meg. Példaként 
említhető az uborkanövények paradicsom mag­
talanság vírussal (tomato aspermy cucumovirus 
-  TÁV) szembeni immunitása, ahol zavartalan 
vírusreplikáció mellett gátolt a TÁV lokális 
mozgása (Salánki és mtsai 1997), valamint 
paprikavonalak uborka mozaik vírussal (cu­
cumber mosaic cucumovirus -  CMV) szembe­
ni rezisztenciája, melynek hátterében a vírus 
hosszú távú mozgásának sérültsége áll (Dufuor 
és mtsai 1989).

A növényi vírusok terjedését a gazdanö­
vényben speciális fehérjék segítik. E fehérjéket 
elsődleges funkciójukra utalva mozgási fehér­
jéknek (movement protein -  MP ) nevezik. 
Az MP-ken kívül ugyanakkor gyakran a vírus

*A genetikában használt konvenció értelmében a géntermékek nevét nagybetűkkel, a gének nevét dőlt kisbetűkkel 
szedtük.
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1. ábra. A vírusok mozgása a fertőzött levélben. A nyilak a plazmodezmákon 
áthaladó vírusokat jelölik

köpenyfehérjéje (coat protein -  CP), és/vagy 
számos más vírusfehérje is szerepet játszik eb­
ben a folyamatban.

A CMV MP-je a vírus 3. RNS-én lokalizált 
За gén terméke; a vírus hosszú távú mozgásá­
ban játszott szerepét intenzíven vizsgálták. 
Az MP az epidermiszsejtek plazmodezmáinak 
átmérőjét növeli, ez azonban önmagában még­
sem elegendő ahhoz, hogy a replikálódó virus 
RNS-ei átjuthassanak rajtuk (Canto és mtsai 
1997).

Bár a cucumovírusok lokális terjedéséhez a 
köpenyfehérje jelenléte is szükséges (Suzuki és 
mtsai 1991, Canto és mtsai 1997), a vírus nem 
virion formában jut át a szomszédos sejtekbe. 
Ezt támasztják alá Kaplan és mtsai (1998) vizs­
gálatai, ahol olyan CMV köpenyfehérje delé- 
ciós mutánsok is lokális terjedést mutattak, me­
lyek nem tudtak virionná összeépülni. Black­
man és mtsai (1998) virion specifikus antites­
tek felhasználásával ultravékony metszeteken 
CMV partikulumukat csak a sejtek citoplaz- 
máiban tudtak kimutatni, a plazmodezmákban 
nem.

A növényi vírusok rövid távú mozgását 
egyszerűbb vizsgálni, mint a szállítószövetben 
végbemenő hosszú távú transzlokációt, így ez 
utóbbi folyamatról kevesebb adat áll rendelke­
zésünkre. A köpenyfehérje jelenléte ebben a fá­

zisban a legtöbb vírus 
esetében -  így a CMV 
esetében is -  elengedhe­
tetlen. Blackman és 
mtsai (1998) ugyanakor 
az MP felhalmozódását 
írták le a rostasejtekben. 
Az általuk felállított mo­
dell szerint a CMV a ví­
rus RNS, a köpeny fehér­
je és az MP által alkotott 
nukleoprotein komplex 
(vNP) formájában lép a 
kísérősejtekből a rosta­
sejtekbe. E plazmodez- 
mák belső oldalán a ros­
tasejt retikulum memb­
ránjaihoz kötötten jön­
nek létre a vírus össze- 
épülés helyei, ahol az 

MP leválik a komplexről, és végbemegy az en- 
kapszidáció. Az összeépült virionok pedig a 
floémáramba kerülnek. Ez a modell lényegében 
egyezik a Gilbertson és Lucas (1996) által java­
solttal, mely szerint a köpenyfehérje nem a ros­
tasejtekben transzlálódik, hanem vNP komp­
lexként érkezik a rostasejtekbe. A vírus floém- 
beli transzportja minden bizonnyal passzív fo­
lyamat, ekkor virusreplikáció sem történik 
(Hellwald és Palukaitis 1995).

A vírusok növényen belüli mozgásának 
vizsgálatában új távlatokat nyitott a zöld fluo­
reszcens fehérje (green fluorescent protein -  
GFP) alkalmazása (Oparka és mtsai 1996). 
A GFP génjét eredetileg az Aequorea victoria 
medúzából izolálták, és mára a legkülönfélébb 
molekuláris biológiai rendszerekben sikerrel 
szerepel riportergénként (Prasher 1995). Ez a 
fehérje közeli UV gerjesztés hatására zöld 
fényt emittál. Más riportergénekkel szemben a 
GFP rendkívüli előnyei, hogy kisméretű (27 
kD), stabil, fluoreszkálóképességét fúziós fe­
hérjeként is megtartja, a növényi sejtekre nem 
toxikus, továbbá kimutatása nem teszi szüksé­
gessé a vizsgált szövet elroncsolását. Sejten be­
lüli lokalizációja egyszerű UV megvilágítással 
in vivo is nyomon követhető.

Laboratóriumunkban célul tűztük ki a TÁV 
rövid távú mozgásának tanulmányozását. Eh-
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hez a GFP riporterfehérje nyo­
mon követésére alkalmas epif- 
luoreszcens mikroszkópos kí­
sérleti technikát építettük ki. 
Jelen dolgozatunkban e rend­
szer alkalmazásáról számolunk 
be azokban a kísérletekben, 
melyekben a TÁV köpenyfe­
hérjének a vírus sejtről sejtre 
történő mozgásában betöltött 
szerepét vizsgáltuk.

PVX-GFP (Baulcombe munkacsoport)
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2. ábra. A gfp gént tartalmazó rekombináns TÁV 3. RNS kiónok 
szerkezete. A géneket keretekkel jelöltük

Anyag és módszer

Fertőzőképes transzkriptumok, 
и gfp gént tartalmazó vírus­
konstrukciók

A rekombináns kiónokat 
standard módszerekkel készí­
tettük (Sambrook és mtsai 
1989), szerkezetüket a 2. ábrán 
tüntettük fel. A P3-IRGFP el­
készítéséhez a P-TAV korábban 
előállított P3/Ndel cDNS kión­
jának (Salánki és mtsai 1994)
930nt pozíciójába egy EcoRV 
hasítóhelyet építettünk Muta- 
Gene Phagemid in vitro Muta­
genesis Kit (BioRad) segítségével. A keletke­
zett klón (M6) Scal/Ndel szakaszát, mely köz­
vetlenül a köpenyfehérje (cp) gén kezdetétől 
(1225nt) tartalmazza a P3 3’ felét, a GFP 
TU#65-as kiónjának Agel helyére illesztettük 
tompa véggel. Az igy keletkezett kiónt EcoRV 
és EcoRI enzimekkel emésztettük, és az M6-os 
klón EcoRV helyére illesztettük, mely a 
P3-lRGFP-t eredményezte. A P3-ACPGFP ké­
szítésekor a P3 Ndel-Sphl szakaszát a GFP 
TU#65 KpnI-EcoRI szakaszára cseréltük fel. 
A P3-GFPCP konstrukciót úgy készítettük, 
hogy a GFP TU#65 Kpnl-Bsml szakaszát a 
P3-as klón Xbal helyére illesztettük. A rekom­
bináns kiónokról az in vitro transzkripciót T7 
RNS polimeráz (Promega) enzimmel végeztük, 
a gyártó előírásait követve.

A Trk7-CMV törzs 1-es és 2-es RNS-nek 
megfelelő cDNS klónokról szintetizált RNS 
transzkriptumokat (Szilassy és mtsai 1999)

összekevertük a P-TAV 3-as RNS-nek megfe­
lelő, a gfp gént is hordozó cDNS kiónok transz- 
kriptumaival. Kísérleteinkben a tesztnövénye­
ket (Chenopodium quinoa Wild, Nicotiana cle- 
velandii Gray) ezzel az RNS eleggyel fer­
tőztük.

A GFP fluoreszcencia detektálása

A Ch. quinoa fertőzött leveleit MRC 1000 
konfokális lézer scanning mikroszkóppal (Bio­
Rad) vizsgáltuk, 488 nm gerjesztési és 522 nm 
emissziós hullámhosszon. A többi felvétel 
BH2-RFL UV lámpa feltéttel felszerelt IMT-2 
típusú inverz mikroszkóppal (Olympus) készült 
IF490 illetve BG12 gerjesztési, valamint Y455, 
illetve 0590 „barrier” szűrőket alkalmazva. 
PM-10ADS fotó feltétet és C35AD4 kamerát 
továbbá Fujichrome 200-as filmet használtunk 
a fényképek elkészítéséhez.
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Eredmények és megvitatásuk

A TÁV növénybeli mozgásának vizsgálatá­
hoz olyan rekombináns vírusokat hoztunk létre, 
melyek a gfp riportergént tartalmazták. 
A P3-IRGFP tricisztronikus klón. A gfp gén 
elé a szubgenomi promotert tartalmazó inter- 
cisztronikus régiót helyeztük, majd ezt a blok­
kot a 3a és a cp gének közé illesztettük. A cp le­
olvasási keret a klón 3’ végén maradt, mivel ko­
rábbi közleményekből ismert volt, hogy a 3’ 
vég felőli gén erősebben fejeződik ki, mint a 
középső helyzetű gén (Boccard és Baulcombe 
1993). A kiónban tehát a TÁV génjei intaktak 
maradtak, míg a GFP termelésével a vírus he­
lye és mozgása folyamatosan nyomon követ­
hetővé vált a fertőzött növény szöveteiben. 
A P3-ACPGFP a gfp riportergént a cp gén he­
lyén tartalmazta. A fenti két konstrukcióról ké­
szült RNS transzkriptumokat összekevertük a 
Trk7-CMV törzs 1-es és 2-es RNS-nek megfe­
lelő cDNS kiónok transzkriptumaival, és azok­
kal Ch. quinoa növényeket fertőztünk.

A 3. ábrán látható, hogy a GFP expresszió 
5 nappal a fertőzés után egyik konstrukció ese­
tében sem terjedt túl a levelek egy-kétsejtes ré­
gióján. A P3-IRGFP lokális léziókat okozott a 
gazdanövényen. A léziók szövetnedvével to­
vábbfertőzve N. clevelandii és N. benthamiana 
növényekre, azokon zöld mozaikfoltosodás tü­
netek alakultak ki (nincs bemutatva), GFP exp­
resszió azonban nem volt kimutatható. Azt a 
következtetést vontuk le, hogy a P3-IRGFP a 
fertőzést követően igen gyorsan elvesztette a 
gfp gént vagy annak egy részét. A P3-IRGFP

P3-IRGFP

klónnal szemben a P3-ACPGFP konstrukció 
nem okozott léziókat a Ch. quinoa gazdán. 
A léziók elmaradása a cp gént nem tartalmazó 
kimérával fertőzött tesztnövényeken pedig arra 
utal, hogy a vírus az elsődlegesen fertőzött epi­
dermiszsejtekből nem volt képes kijutni. Ez a 
köpenyfehérje jelenlétének szükségességét va­
lószínűsíti a TÁV sejtről sejtre történő terjedé­
séhez, ami összhangban van a CMV-n végzett 
megfigyelésekkel (Canto és mtsai 1997).

Azért, hogy tovább vizsgáljuk a TÁV kö­
penyfehérjének a vírus mozgásában betöltött 
szerepét, elkészítettük a köpenyfehérje és a 
GFP fúziós konstrukcióit. A továbbiakban a 
GFP fluoreszcenciáját epifluoreszcens mik­
roszkóppal követtük nyomon a növényi szövet­
ben. A mikroszkópos detektálás optimálásához 
GFP-t expresszáló PVX-et (potato X potexvi- 
rus) használtunk pozitív kontrollként, melyet 
David Baulcombe (Sainsbury Laboratory Nor­
wich, UK) bocsátott rendelkezésünkre. A vírus 
cDNS-ről készült in vitro RNS transzkriptum- 
mal N. clevelandii növényeket fertőztünk. 
A 4. ábrán mutatjuk be a GFP-speciftkus fluo­
reszcencia detektálását két eltérő szürőpár al­
kalmazásával. Megfigyelhető, hogy az 590 
nm-nél nagyobb hullámhossztartományban át­
eresztő O590-es „barrier” szűrő alkalmazása 
esetén a GFP fluoreszcenciája már nem látható, 
az apoptotikus sejtek autofluoreszcenciája 
azonban világosan kivehető. Ezzel a szűrőkom­
binációval tehát biztosan el tudtuk különíteni a 
GFP fluoreszcenciáját a sérült, nekrotizálódó 
sejtek autofluoreszcenciájától.

P3-ACPGFP

3. ábra. GFP kifejeződés a P3-IRGFP és a P3-ACPGFP vírusokkal (vő. 2. ábra) fertőzött Ch. quinoa 
tesztnövényen. A fehér vonal 10 pm-nek felel meg
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A P3-ACPGFP konstrukció a N. clevelandii 
növényeken sem volt képes a sejtről sejtre tör­
ténő mozgásra (5A. ábra). Ebből arra következ­
tettünk, hogy ezen a gazdanövényen is szükség 
van a köpenyfehérjére a vírus rövid távú moz­
gásához.

A GFP-t a köpenyfehérje N-terminális fúzi­
ós partnereként hordozó, P3-GFPCP elnevezé­
sű konstrukció (2. ábra) korlátozott mértékű 
mozgását figyeltük meg a N. clevelandii epi- 
dermiszsejtei között. A fertőzés után 5 nappal a 
levélen 3-4 sejtes, erős GFP-fluoreszcenciát 
mutató sejtcsoportokat regisztráltunk (5B. áb­
ra). A P3-GFPCP rekombináns vírus tehát csak 
részlegesen őrizte meg a rövid távú mozgáské­
pességét. Azonos idő alatt a vad típusú vírus 
szinte teljesen elterjed a fertőzött levélben.

Eredményeink teljesen összevethetők Canto 
és mtsai (1997) által aCMV-n megfigyeltekkel. 
A CMV 3-as RNS-ének cp génjének helyén gfp 
gént hordozó konstrukcióval fertőzött N. cleve­
landii növényekben a GFP expresszió szintén 
csak egyedülálló sejtekre korlátozódott, a vírus 
az inokulált levélben nem volt kimutatható. 
A köpenyfehérje szükségességét a CMV sejtről 
sejtre történő mozgásához deléciós mutánsok 
segítségével igazolták (Suzuki és mtsai 1991; 
Canto és mtsai 1997). Elgondolkodtató azon­
ban, hogy Ding és mtsai (1995) mikroinjektálá- 
sos vizsgálatai szerint az MP önmagában is ké­
pes a fluoreszcensen jelölt CMV RNS-ek 
szomszédos sejtekbe juttatására. Ezt a látszóla­
gos ellentmondást Ryabov és mtsai (1999) két­
féleképpen látják feloldhatónak: (i) A repliká- 
lódó CMV a növényi sejtben esetleg valami­
lyen védekező reakciót indukál, amely meggá­
tolja a vírus mozgását. A köpenyfehérje ezt a 
mechanizmust gátolja. Mikroinjektálásos kísér­
letekben az említett védekező mechanizmus 
feltehetően nem indukálódik, (ii) A CMV kö­
penyfehérje az MP dajkafehérjéjeként („chape­
ron”) is funkcionál, ezáltal nélkülözhetetlen a 
vírusmozgásban. A mikroinjektálásos vizsgála­
tokban az MP molekuláknak spontán is kiala­
kulhat az aktív konformációval rendelkező al- 
populációjuk. Az elmélet alapján hasonlókép­
pen értelmezhető az a megfigyelés is, hogy a 
CMV és a TÁV 3. RNS-ének 3a és cp génjei 
közötti szimmetrikus kimérák eltérő módon vi­

selkedtek dohánynövényben (Salánki és mtsai 
1997). A dohányt mindkét vírus hatékonyan 
fertőzi. Amikor azonban rekombinánsokkal 
fertőzték a növényeket, azt tapasztalták, hogy 
a CMV 3a és a TÁV cp gént hordozó konstruk­
ció elterjedt az egész növényben, a TÁV 3a és a 
CMV cp gént tartalmazó vírus viszont elvesz­
tette a sejtről sejtre történő terjedés képességét. 
A megfigyelt jelenség a két genomi régió (min­
den bizonnyal a fehérjetermékek) közötti köl­
csönhatást valószínűsiti.

A P3-1RGFP konstrukciónkkal analóg re­
kombináns CMV szintén rendkívül gyorsan el­
vesztette a gfp gént (Canto és mtsai 1997). 
A P3-IRGFP konstrukcióban minden bizonnyal 
homológ rekombináció ment végbe, feltételez­
hetően a megduplázott intercisztronikus régió 
hibridizációján keresztül.

A CMV-ben a GFP-t natív fehérjeként, illet­
ve az MP fúziós partnereként kifejezve csupán 
egysejtes fluoreszcenciát lehetett megfigyelni 
(Canto és mtsai 1997). Ismereteink szerint a 
P3-GFPCP az első olyan GFP-t termelő cucu- 
movírus klón, mely részlegesen megőrizte a rö­
vid távú mozgásképességét.
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THE USE OF THE GFP REPORTER GENE IN STUDYING CUCUMOVIRUS MOVEMENT

Z. Divéki, D. Szilassy, Katalin Salánki and E. Balázs
Agricultural Biotechnology Center, H-2I01 Gödöllő, РОВ. 411, HUNGARY 
e-mail: divekiz@abc.hu

Both cell-to-cell and long distance movement are crucial functions in the pathogenesis of plant 
viruses. In cell-to-cell movement, viruses use plasmodesmata connecting neighboring cells. This 
movement is primarly facilitated by virus-encoded movement proteins, although other gene pro­
ducts (e.g. coat proteins) and host factors are involved in this process. Tomato aspermy cucumovi- 
rus (TAV, Bromoviridae) has a tripartite RNA genome; the gene coding for the coat protein (CP) is 
located on RNA3 segment. We constructed several recombinant clones using the gfp reporter gene, 
including a fusion protein with the TAV CP. Plants were coinoculated with in vitro transcripts of cu­
cumber mosaic cucumovirus (CMV, Bromoviridae) RNA1 and RNA2 cDNA clones and the TAV 
RNA3 constructs. Virus movement was monitored by confocal and epifluorescence microscopy in 
vivo. Our results revealed that the CP is essential for the cell-to-cell movement of TAV, and the 
GFP-fused CP partly retained its ability to promote virus movement in the examined host-virus sy­
stem.
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4. ábra. A GFP kifejeződés és 
a nekrotizálódó sejtek 
autofluoreszcenciájának elkülönítése 
az inokulált levélben. N. clevelandii 
növényeket fertőztünk PVX-GFP vírussal 
(I. 2. ábra).
A) A vírus elterjedése 5 nappal 
a fertőzés után (zöld fluoreszcencia).
A fehér vonal 100 pm-nek felel meg.

5. ábra. GFP-t kifejező TÁV konstrukciókkal fertőzött N. clevelandii növények levelei. 
A fehér vonal 10 pm-nek felel meg.

(A) Fertőzés P3-ACPGFP kimérával. (B) Fertőzés P3-GFPCP kimérával.


