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			KOKKUVÕTE

			Erkki Truve

			Tulenevalt nakatatavate rakkude ehitusest on taimeviirustel teatud eripärasid, mida näiteks loomaviirustel ei ole. Nimelt ei sisene taimeviirused rakku mitte retseptorite vahendatud protsesside tulemusena, vaid üksnes raku vigastuste kaudu. Vigastused võivad olla mehaanilised, aga neid võivad tekitada ka mingid muud organismid, mis sel juhul käituvad kui viiruste siirutajad ehk vektorid. Taimeviirustel on väga erinevaid vektoreid – nendeks võivad olla lülijalgsed, ümarussid, aga ka seened ning mõned algloomad. Igal juhul on kõikidele vektoritele iseloomulik liikuvus – omadus, mis puudub taimedel endil. Selliste liikuvate vektorite abil saavad taimeviirused oluliselt efektiivsemalt levida. Taimede vahel võivad viirused liikuda lisaks vektortranspordile veel ka taime vegetatiivse paljunemise, tolmlemise ning seemnete abil. Taimeviiruste eripäraks on ka nende rakust rakku ning süsteemse liikumise mehhanismid. Rakust rakku liiguvad need viirused läbi plasmodesmide, organist organini aga taimede juhtkudede kaudu. Taimed kaitsevad ennast viiruste vastu mitmete erinevate mehhanismide abil. Taimedes resistentsusvalkude abil käivituvatel viirusvastastel reaktsioonidel on silmapaistvalt suur sarnasus loomade sünnipärase immuunsusega. Lisaks on taimedes väga oluliseks antiviraalseks mehhanismiks ka RNA vaigistamine (RNAi; RNA interferents). Viirused omakorda kodeerivad valke, mis on võimelised supresseerima ehk maha suruma taimseid viirusvastaseid radu. 

			 

			Viroloogia areng on veenvalt tõestanud, et viiruste mõistmiseks ei ole otstarbekas klassifitseerida neid peremeesorganismide järgi. Taimi ja inimesi nakatavatel positiivse polaarsusega üheahelalise RNA-genoomiga viirustel on palju ühiseid jooni, positiivse polaarsusega üheahelalise genoomiga inimese RNA viirusel ja inimese kaheahelalisel DNA-viirusel aga peaaegu üldse mitte. Seetõttu on ka selle õpiku üldosa ülesehitus viiruste süstemaatika põhine ega lähtu peremeesorganismide süstemaatilisest kuuluvusest. Siiski tuleb tunnistada, et teatud eripäradega, mis muudavad üksteisest erinevaks näiteks taime-, seene- ja loomarakud, peavad arvestama ka neid nakatavad viirused. Käesolevas peatükis olemegi püüdnud kokku võtta need peamised erinevused, mis on praegustel andmetel iseloomulikud üksnes taimeviirustele ning viirus-taim-interaktsioonidele. Muid taimeviirustele iseloomulikke tunnuseid käsitletakse õpiku üldosas vastavate süstemaatiliste taksonite kirjelduse juures.

		

	
		
			V.1. TAIMEVIIRUSTE RAKKU SISENEMINE JA TRANSPORT TAIMES

			Erkki Truve

			V.1.1. Rakku sisenemine

			Igasuguse viirusinfektsiooni alguseks võib pidada viiruse tungimist peremehe organismi ja sisenemist peremehe rakku. Loomaviiruste puhul toimub sisenemine tavaliselt retseptori vahendatud endotsütoosi teel, s.t mingi viiruspartikli koosseisu kuuluva molekuli (antiretseptori) tunnevad ära peremeesraku pinnal olev molekul või molekulid, nende vahel moodustub spetsiifiline kompleks, mis seejärel viiakse rakku sisse, kasutades tavaliselt endotsütoosi. Taimerakke ümbritseb rakukest ning epidermise rakke lisaks veel kutiikul. Rakukest koosneb peaasjalikult polüsahhariididest: tselluloos annab rakukestale vajaliku mehaanilise tugevuse, hemitselluloos ja pektiin aga peaasjalikult poorsuse. Nii tugevuse kui ka poorsuse osas lisavad täiendavaid spetsiifilisi omadusi veel erinevate rakkude rakukestas asuvad valgud. Seega, taimede rakukest (joonis V.1) on poorne, läbi selle võivad ühe raku juurest teise rakuni difundeeruda nii väikesed kui ka makromolekulid. Taimedel on täiesti edukalt olemas näiteks rakkudevahelised auto-, para- ja endokriinsed signaliseerimise süsteemid. Rakukestas olevate pooride suurusest aga ei piisa selleks, et läbi nende võiksid plasmamembraanini jõuda terved viiruspartiklid. Seetõttu puudub taimeviirusel igasugune võimalus kokku puutuda taimeraku pinnal olevate retseptoritega ja nendega seondumise järel siseneda rakku endotsütootiliselt. Seega, kuigi taimerakkudel on sama arvukalt pinnaretseptoreid kui teistel eukarüootidel ning endotsütoos toimub väga sarnaste mehhanismidega, pole seda rada võimalik taimeviiruse poolt rakku sisenemiseks kasutada. Tegelikkuses jääbki ainsaks võimaluseks, kuidas viirus võib taimerakku pääseda, kasutada selleks rakkude vigastusi. Vigastused võivad olla puhtmehaanilised. Näiteks võivad neid tekitada tuules lehtede üksteise vastu hõõrdumine, rohusööjad loomad, põllumajandustehnika, voolav vesi, taimedega juhuslikult kokku puutuvad teised organismid, sealhulgas ka inimene. Vigastusi võivad väga spetsiifiliselt tekitada ka kindlatel taimeliikidel toituvad kahjurid, milleks võivad olla mitmesugused putukad, ümarussid, algloomad, seened, oomütseedid, jne. Kui esimesel puhul räägitakse viiruste tungimisest taimerakku mehaanilisel teel, siis teisel puhul vahendavad seda mitmesugused vektorid (ehk siirutajad), milleks ongi nimetatud kahjurid. Nii või teisiti peab rakk saama vigastatud. Seega pole vale ka öelda, et kui loomaviirused kasutavad rakku sisenemiseks komplitseeritud spetsiifilisi süsteeme, siis taimeviirused teevad seda pigem brutaalse jõu abil.
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			Joonis V.1. Taimede rakukesta ehituse skeem. 1: tselluloosi mikrofibrillid; 2–6: hemitselluloos; 7–12: pektiin; 14: rakukesta valgud, 15–16: plasmamembraan ja selles paiknevad kompleksid. Raku sees on näidatud Golgi kompleks. Joonis pärineb Franková and Fry 2013, Journal of Experimental Botany 64: 3519–3550.

			 

			V.1.2. Rakusisene liikumine

			Olles kord juba jõudnud raku sisemusse, peab viirus esitama rakule mRNA-sid, et saaks alata esmane translatsioon ja sellele järgnevalt enamasti ka replikatsioon. Need mehhanismid on viirusrühmade jaoks erinevad ja neid käsitletakse üksikutele viirusrühmadele pühendatud peatükkides eraldi. Küll aga peab nii transkriptsiooni, translatsiooni, replikatsiooni kui ka uute viiruspartiklite või ribonukleoproteiidsete komplekside moodustamiseks viirus liikuma raku sees õigetesse kompartmentidesse. Rakusiseselt toimuvad sellised liikumised kas tsütoskeleti elementide ja/või membraanide abil. Taimerakkude tsütoskeleti moodustavad tubuliini polümeriseerumisel tekkivad mikrotorukesed ning aktiini polümeriseerumisel tekkivad mikrofilamendid. Mikrotorukesed moodustavad taimerakkudes kortikaalseid ridasid, mis aitavad õigesti orienteerida rakukestas olevaid tselluloosi fibrille, mängivad väga olulist rolli rakkude jagunemisel ning täidavad ka muid rolle. Mikrotorukeste seost taimeviiruste liikumisega on esmalt kirjeldatud seoses tubaka mosaiigiviirusega (TMV). TMV transpordivalk (MP, ingl movement protein) seondub mikrotorukestega ning ilmselt on viimased vajalikud TMV rakusiseseks liikumiseks. Tubuliiniga seonduvad ka erinevad caulimo-, clostero- ja potexviiruste valgud. Siiski, seesama TMV MP, aga ka TMV replikaas, seondub teadaolevalt ka mikrofilamentidega. Üldiselt on mikrofilamendid taimerakus seotud näiteks tsütoplasma voogamisega, organellide ja vesiikulite liikumisega ja seega on vägagi oodatav, et sama võiksid kasutada ka viirused. TMV-l on mikrofilamentidega seotud viiruse replikatsioonikompleks (see tähendab ka genoomne RNA), mis sellisel moel liigub raku perifeeriasse (joonis V.2).
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			Joonis V.2. TMV replikatsioonikompleksi tsütoskeletist sõltuva rakusisese liikumise ajakava (tpi –tunde pärast infektsiooni algust) ja selles protsessis osalevad viiruse ja raku komponendid. CP – viiruse kattevalk, MP – viiruse transpordivalk, vRNA – viiruse genoomne RNA, RdRp – viiruse RNA-st sõltuv RNA polümeraas, ER – endoplasmaatiline retiikulum. 

			 

			Lisaks on ka vähemalt potex-, poty- ja tombus-viiruste puhul pakutud samasuguse liikumistee olemasolu. Milline siiski on mikrotorukeste ja mikrofilamentide ning nendel liikuvate molekulaarsete mootorite (vastavalt kinesiinide ning müosiinide) täpne roll kasvõi TMV rakusisesel transpordil, on tegelikult ebaselge (joonis V.2). Lihtsustatult võib öelda, et ilmselt seonduvad viiruste ribonukleoproteiinid (RNP-d) esmalt mikrotorukestega, infektsiooni edenedes hiljem aga mikrofilamentidega. Alati ei pea rakusisene transport kasutama tsütoskeletti, vaid võib toimuda ka seotuna membraanidega, mis raku sees samuti liiguvad. Tõsi, membraanide liikumine on omakorda seotud tsütoskeleti ja molekulaarsete mootoritega. 

			 

			V.1.3. Liikumine rakust rakku

			Mis juhtub aga taimeviirusega pärast seda, kui see on jõudnud raku perifeeriasse? Taas tuleb silmas pidada, et läbi rakukesta järgmise rakuni viirus, selle genoom või viiruse RNP liikuda ei saa. Järelikult puudub taimeviiruse jaoks ka igasugune mõte mingi mehhanismi, näiteks eksotsütoosi abil rakust väljuda. Selle asemel kasutavad taimeviirused ära taimede ehituse ühe omapära, rakkudevaheliste kanalite olemasolu. Taimerakke ühendavad omavahel mikroskoopilised kanalid, mida nimetatakse plasmodesmideks. Need on plasmamembraaniga ümbritsetud struktuurid, mis läbivad kahe raku vahelist ruumi koos rakukestaga. Plasmodesmi sees asub desmotuubul, mis iseenesest on modifitseeritud ER-i membraan (joonis V.3). Plasmodesmid ühendavad omavahel kõiki taimerakke. Kuna plasmodesme läbib ER-i membraan, siis ekstremistlikult võiks väita, et eraldiseisvaid taimerakke polegi olemas, on vaid sünsüütsium koos seda täitva ER-iga. Plasmodesmidega mõneti analoogilisi moodustisi esineb tiheliiduste näol ka loomarakkude vahel, kuid nende struktuur on teistsugune ning loomades ei ühenda need kunagi kõiki organisme rakke.
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			Joonis V.3. Plasmodesmide 3D-struktuur elektrontomograafis (A) ja diagrammina (B). ER – endoplasmaatiline retiikulum, PM – plasmamembraan. 

			 

			Läbi plasmodesmide toimub osa taimerakkudevahelisest kommunikatsioonist. Kompleksid, mille molekulmass on kuni 1 kDa, läbivad plasmodesme vabalt difusiooni teel. Olenevalt plasmodesmist võib nende läbilaskvus olla ka suurem. Suurust, millised kompleksid on veel võimelised plasmodesmist läbi liikuma, limiteerib eelkõige plasmodesmi kaelaregioon (joonis V.3). Kaelaregioonile on iseloomulikud spetsiifilised valgud ja polüsahhariid kalloos. Plasmodesmi modifitseerudes võivad sealt läbi pääseda ka suuremad makromolekulid, mistõttu see on paljude valkude ning nukleiinhapete ühest rakust teise liikumise teeks. 

			Läbi plasmodesmide liiguvad ühest rakust teise ka taimeviirused. Seda hoolimata tõsiasjast, et isegi viiruse nukleiinhapped ja RNP-d, rääkimata viiruspartiklitest, on liiga suured, et passiivselt plasmodesme läbida. Järelikult on vaja viirusvalkudel plasmodesmide läbilaskvust muuta. Sellega tegelevad eelkõige viiruste transpordivalgud (MP). Tõepoolest, MP-d lokaliseeruvad tihti plasmodesmides. MP geeni muteerumisel kaotab viirus võime liikuda rakust rakku, samal ajal kui viirusvalkude süntees ning replikatsioon toimuvad normaalselt. MP-d on primaarstruktuurilt väga erinevad valgud. Kuna transpordi eesmärgiks on viiruse genoomi naaberrakku viimine, siis enamik MP-sid on nukleiinhappeid siduvad valgud. Juba ammu on teada, et TMV MP ehk 30K-valk on tõepoolest võimeline plasmodesmide läbilaskevõimet suurendama (joonis V.4). Molekulaarsed mehhanismid, mille abil selline plasmodesmide suurendamine toimub, pole endiselt selged. Samuti ei ole selge, kas viiruslik RNA liigub läbi plasmodesmi lihtsalt kompleksis MP-ga või moodustub viiruse RNAst sõltuva RNA-polümeraasi (RdRp) osalusel suurem RNP-kompleks. Selge pole ka see, kas taoline TMV RNP läbi plasmodesmi liikumine on ER-i membraani seoseline või mitte. Seos ER-i membraaniga tundub küll igati loogiline ning viimastel aastatel kogunenud tõendite põhjal võibki arvata, et vähemalt suur osa RNP-dena rakust rakku liikuvaid RNA viiruseid teevad seda ER-i membraaniga seotud lipiidiparvede koosseisus. On selge, et TMV ei liigu rakust rakku virionide kujul.
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			Joonis V.4. TMV MP ja 20 kDa fluorestseiinisotiotsüanaadiga märgitud dekstraani liikumine mikroinjekteeritud rakust (näidatud noolega) naaberrakkudesse. (A) 3 min; (B) 14 min; (C) 34 min pärast mikroinjektsiooni. Joonis pärineb Waigmann et al., 1994, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 91, 1433–1437. https://doi.org/10.1073/pnas.91.4.1433

			 

			Seesugune viiruse RNP-de, kus üheks komponendiks on MP, liikumine läbi plasmodesmide on iseloomulik veel näiteks diantho-, tombus-, carmo-, hordei-, pomo- ja potexviirustele. Erinevuseks TMV-st on asjaolu, et carmoviirustel on kaks MP-valku, millest vaid ühel on RNA-d siduvad omandused. Hordei-, pomo- ja potexviirustel (ning tegelikult veel mitmetel Alphaflexiviridae, Betaflexiviridae ning Virgaviridae sugukondadesse kuuluvatel viirustel) vahendavad viiruse rakust rakku liikumist niinimetatud geenide kolmikbloki (ingl triple gene block, TGB) poolt kodeeritud kolm MP-d, mida nimetatakse TGB1-, TGB2- ja TGB3-valkudeks. TGB1 on RNA-d siduvate omadustega ATP-aas. Kartuliviiruse X (Potato virus X, PVX) puhul on tegemist multifunktsionaalse valguga, mis suudab ise suurendada plasmodesmide läbilaskevõimet ning käitub lisaks RNA vaigistamise supressorina. Plasmodesmide läbilaskevõime suurendamine võib sealjuures toimuda β-1,3-glükanaasidega seondumise kaudu. Viimased on ensüümid, mis hüdrolüüsivad kalloosi ja on seega võimelised laiendama plasmodesmide kaelaosa. Enamiku teiste viiruste TGB1-valkudel selliseid lisaomadusi pole. TGB2 ja TGB3 on membraanivalgud, mis ilmselt paiknevad ER-i membraanis. Mõnede viiruste TGB2 suurendab plasmodesmide läbilaskevõimet, teiste puhul pole seda täheldatud. TGB-valkude töötamise mehhanism pole selge, kuid ilmselt käituvad need valgud koos sarnaselt TMV MP-ga (joonis V.5). Seda arvamust toetab asjaolu, et kimäärsetes viirustes võib TGB geenid asendada MP geeniga, ilma et sellega kaasneks transpordivõime kadumine.
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			Joonis V.5. TMV MP (A) ja TGB valkude (B) skemaatiline roll viirusliku RNA transportimisel läbi plasmodesmide. CP- viiruse kattevalk, MP – viiruse transpordivalk, ER- endoplasmaatiline retiikulum. 

			 

			Viirused võivad ühest taimerakust teise liikuda ka ilma spetsiaalseid MP-sid kodeerimata. Selliseks näiteks on potyviirused, kus rakust rakku liikumist vahendavad multifunktsionaalsed viiruse valgud (CP, CI, 6K1, P3, P3N-PIPO ning HC-Pro). Nendest P3 lokaliseerub ER-i ja P3N-PIPO plasmodesmidesse, samas kui plasmodesmide läbilaskevõimet suurendab pigem CP kompleksis HC-Pro-ga. Arvatakse, et P3N-PIPO ankurdab CI-valgu, mis on viiruse RNA-helikaas, koos viiruse RNP-ga plasmodesmidesse, ning ER-ga seondunud RNP liigub sealt läbi tänu sellele, et plasmodesmide läbilaskevõime on CP ja HC-Pro mõjul suurenenud (joonis V.6).
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			Joonis V.6. Potyviiruse läbi plasmodesmi liikumise hüpoteetiline mehhanism. 

			 

			Tegelikult ei ole hetkel selge isegi see, kas potyviiruse RNA liigub ühest rakust teise RNP või tervikliku virioni kujul. Küll aga on teada, et closteroviiruste puhul läbib plasmodesme just viiruspartikkel. Need viirused kodeerivad „konventsionaalset“ transpordivalku p6. Lisaks osalevad viiruse viimisel läbi plasmodesmide ka struktuurivalk p64, kuumašokivalgu 70 homoloog Hsp70h ning mõlemad closteroviiruste kapsiidivalgud. p6 assotsieerub ER-i membraanidega. Hsp70h lokaliseerub plasmodesmidesse, olles interaktsioonis nii viiruspartiklitega kui ka mikrotorukestega. Rakust rakku liikuv viirus on enne seda moodustanud partiklid ning nende transport läbi plasmodesmide toimub Hsp70h abil (joonis V.7). Closteroviiruste partikli ehitusest, selle moodustumisest ja lahtipakkimisest vt lähemalt õpiku üldosast (ptk II.22).
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			Joonis V.7. Closteroviiruste rakust rakku liikumise mudel. CP – viiruse peamine kattevalk, CPm – viiruse minoorne kattevalk, mis moodustab koos Hsp70h-valguga virionide „saba“ struktuuri. 

			 

			Olgugi, et eespool toodud näited taimeviiruste liikumisest hõlmasid väga erinevaid viiruseid ja transpordivalke, liikusid kõikidel juhtudel viiruse RNP-d (või potyviiruste puhul võib-olla ka virionid) läbi plasmodesmide tänu sellele, et plasmodesmide läbilaskevõimet, mis esialgu on üldjuhul küllaltki väike, suurendasid oluliselt viirusevalgud. Osa taimeviiruseid kasutab sama eesmärgi saavutamiseks aga hoopis plasmodesmi ehituse olulist muutmist ning läbi plasmodesmi kulgeva torukese või tuubuli formeerimist. Sellised viirused on näiteks caulimoviirused. Lillkapsa mosaiigiviiruse (Cauliflower mosaic virus, CaMV) transpordivalk on ORF1 poolt kodeeritav P1-valk. Ka sellel transpordivalgul on RNA-d siduvad omadused. Lisaks moodustab ta läbi plasmodesmide ulatuvaid torukesi. Veelgi enam, kui CaMV-ga nakatada protoplaste, siis ka seal tekivad protoplastide pinnalt väljasirutuvad torukesed (joonis V.8). 
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			Joonis V.8. A. CaMV moodustatud tuubulid taimeraku elektronmikrofotol. Tuubul ühendab kahte taimerakku ja selles paiknevad CaMV virionid (v). Joonis pärineb Kitajima et al., 1969, Virology, 39(2) 240–249. https://doi.org/10.1016/0042-6822(69)90044-0. B. CaMV nakatatud protoplast. Rakupinnalt väljaulatuvad jätked kujutavad endast P1-valgu moodustatud tuubuleid, nakatamata protoplastide pinnal selliseid jätkeid ei ole. Joonis pärineb Carluccio et al., 2014, Plant Physiology. https://doi.org/10.1104/pp.113.234534

			 

			CaMV on DNA-genoomiga viirus (täpsemalt pararetroviirus). Samas ei ole transpordil osalevate tuubulite moodustamine ainuomane sellele viiruste grupile. Como-, faba- ning nepoviirused on positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused, mis samuti moodustavad transpordil osalevaid tuubulid. Como-, faba- ning nepoviiruste MP-d seovad CP-sid ning moodustavad torukesi nii nakatatud lehtedes kui ka protoplastides Moodustunud torukesed vahetavad plasmodesmides välja seal muidu paiknevad desmotuubulid (joonis V.9). Veelgi enam, ka negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga tospoviiruste MP (valk NSm) moodustab rakkudes tuubuleid.
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			Joonis V.9. Comoviiruse moodustatud tuubulid elektronmikrofotol (A) ja protoplastides (B). Paneelil A näidatud tuubulis paiknevad osakesed on viiruse partiklid. (C) Võrreldes metsikut tüüpi plasmodesmiga (vasakul) on viiruse moodustatud tuubul desmotuubuli (De) plasmodesmist kõrvaldanud. CW – rakusein (ingl cell wall), ER – endopmasmaatiline retiikulum, PM – plasmamembraan. Joonised pärinevad (A): Niehl and Heinlein, 2011, Protoplasma, 248, 75–99; (C): Amari et al., 2010. PLoS Pathogens, https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1001119

			 

			Kõikide ülal kirjeldatud tuubuleid moodustavate viiruste puhul liiguvad rakust rakku virionid. See ei ole aga rangelt tuubulite tekkega kaasnev nähtus: lutserni mosaiigiviirus (Alfalfa mosaic virus, AlMV) MP indutseerib küll protoplastidest väljaulatuvaid tuubuleid ning AlMV rakust rakku liikumine vajab ka CP olemasolu, kuid ometigi ei ole virionide moodustumine AlMV transpordi eelduseks. Kokkuvõttes võib siiski väita, et taimeviiruste rakust rakku liikumine läbi plasmodesmide toimub kahel võimalikul viisil (joonis V.10): 

			
					viiruslike RNP-de kujul, mille käigus avatakse plasmodesmid suuremate makromolekulide läbilaskmiseks; 

					tuubulite moodustamise tulemusel. Need tuubulid eemaldavad plasmodesmidest desmotuubuli ning võimaldavad ka virionide liikumist ühest rakust teise. 

			

			Mõlemal juhul algab protsess viiruslike nukleiinhapete liikumisega piki tsütoskeletti raku perifeeriasse ning siis juba ühest rakust teise. See on ka loogiline, sest niiviisi tagatakse muu hulgas äsja replitseerunud uute nukleiinhapete liikumine järgmisesse rakku. Tuleb arvestada, et tegemist on olulise lihtsustusega – selles peatükis oleme käsitlenud rakust rakku liikumist lihtsalt kui sellist. Samas pole abstraktset rakku olemas. Tegelikkuses on juba esimeses organis, näiteks lehes, palju erinevaid rakutüüpe, mida viirus tõenäoliselt infektsiooni käigus läbib. Kas selline lühimaatransport erineb vastavalt selle toimumiskohale (nt epidermaalsete rakkude vahel, epidermisest põhikoesse, põhikoe sammas- ja kobekoe rakkude vahel, põhikoest vaskulaarse koe erinevatesse rakutüüpidesse jne) on täiesti läbi uurimata.
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			Joonis V.10. Taimeviiruste rakust rakku liikumise kahe erineva mehhanismi võrdlus.

			 

			Floeem on juhtkude, mida mööda vees lahustunud metaboliidid (eelkõige suhkrud sahharoosi kujul) liiguvad fotosünteesivatest kudedest teistesse taime osadesse. Neid kudesid, kus toimub intensiivne fotosüntees, kutsutakse ka lähte- (ingl source) kudedeks. Neid kudesid, kuhu piki floeemi suhkruid transporditakse, kutsutakse ka neeldumis- (ingl sink) kudedeks. Liikumine toimub piki floeemi sõeltorusid, mis funktsioneerivad koos saaterakkudega. Floeemi tüvirakkudeks on floeemi parenhüümirakud. Ksüleem on juhtkude, mille peaülesandeks on vee transport kogu taime ulatuses. Vesi liigub piki ksüleemi traheiide ja trahheesid, mis on tegelikult paksenenud rakukestadega surnud rakud. Uued traheiidid ning trahheed moodustuvad ksüleemi tüvirakkudest ehk ksüleemi parenhüümist (joonis V.12).
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			Joonis V.12. Ksüleem ja floeem ehitus pikilõikes.

			 

			Juba 1940. aastal kirjeldas C. W. Bennett toitainete ja TMV liikumise seost. Ta järeldas, et TMV liigub süsteemselt taimes piki floeemi. Tänapäeval on teada, et sama liikumisteed kasutab rõhuv enamik taimeviiruseid. Floeemi pääsemiseks peavad viirused esmalt liikuma diferentseerunud põhikoe rakkudest juhtkudesid ümbritsevatesse kimbutupe rakkudesse. See tundub olevat esimeseks tõsisemaks barjääriks viiruste süsteemsel liikumisel, kuna mitmed taimeviirused akumuleeruvad kimbutupe rakkudesse. Edasi jõuavad viirused mööda plasmodesme floeemi saaterakkudesse ja sealt edasi sõeltorudesse. Sõeltorudesse pääsevad viirused hõlpsalt, sest nende ja saaterakkude vahelised plasmodesmid on oluliselt suurema läbilaskevõimega kui mujal taimes. Sõeltorudesse jõudnuna pääsevad viirused liikuma teiste organiteni. Enamasti toimub liikumine piki floeemi viiruspartiklite kujul, kuid mõned viirused liiguvad ka RNP-dena, kattevalgust (CP-st) sõltumatult. Osa viiruseid vajab pikamaatranspordiks MP-sid (nt cucumo-, bromo- ja poleroviirused) või TGB-valke (nt potex- ja pomoviirused). Sõeltorudes viirused ei replitseeru. Olles jõudnud neeldumiskudedeni, väljuvad viirused seal sõeltorudest koos metaboliitidega.

			Ka valke mittekodeerivad viroidid on võimelised peremehi süsteemselt nakatama. Viroidide puhul on liikumiseks olulised teatud RNA sekundaarstruktuurid. Viroidide juures on oluline mainida, et ka endogeensed RNA-d liiguvad taimes piki floeemi ning ka nende puhul võivad RNA sekundaarstruktuurid olla määravaks teguriks, millised RNA-d jõuavad floeemi ja millised mitte. Veelgi enam, ka viiruste puhul võivad nende RNA sekundaarstruktuurid olla oluliseks signaaliks liikumisel piki juhtkudesid.

			Kindlasti ei liigu viirused piki floeemi sõltumatult peremehest ja peremehe poolt sünteesitud faktoritest. Kuigi proteoomika meetodid on aidanud kindlaks teha arvukalt floeemivalke, sealhulgas ka ligi sada RNA-d siduvat floeemivalku, pole nende roll viiruste pikamaatranspordis kaugeltki selge. Üks huvitav näide on fibrillariin. Fibrillariin on tegelikult tuumakesse lokaliseeruv rRNA 2’-O-metüültransferaas. Mitmete viiruste, näiteks CP-d mittekodeerivate umbraviiruste, infektsiooni korral lokaliseeritakse fibrillariin ümber tsütoplasmasse, kus ta moodustab umbraviiruste ORF3 poolt kodeeritud valgu ning viiruse RNA-ga komplekse, mis on vajalikud viiruse pikamaatranspordiks. Sarnast rolli on fibrillariinil näidatud ka poleroviiruste puhul. Millised on aga sellise protsessi molekulaarsed mehhanismid, ei ole teada.

			Osa taimeviiruseid on floeem-limiteeritud, st et neid siirutav vektor viib nad otse floeemirakkudesse. Seega ei saa floeem-limiteeritud patogeenid kasutada mehaanilise levimise taktikat. Ühest küljest annab see viirusele süsteemseks levimiseks suured eelised, sest ta saab hoiduda paljudest barjääridest ja kaitsereaktsioonidest, mis tavaliselt kontrollivad viiruseid juba enne juhtkudesid. Floeemis võivad sellised viirused vabalt liikuda, aga nad ei välju sealt kunagi. See omakorda limiteerib oluliselt nende rakkude hulka, kus viirus üleüldse paljuneda saab. Samuti sõltub nende viiruste siirdumine järgmisele taimele ainuüksi nendestsamadest vektoritest. Miks need viirused, olles kord juba floeemis ja replitseerudes seal, siiski ei suuda sealt väljuda, pole teada. Taoliste viiruste tuntuimateks näideteks on luteo- ja poleroviirused.

			Küps ksüleem koosneb surnud rakkudest. Seda kude kasutab liikumiseks märksa väiksem hulk viiruseid. See pole ka üllatav, sest suur osa viirustest siseneb taimedesse aktiivselt fotosünteesivate lähteorganite kaudu, kust on loogiline levida süsteemselt koos seal sünteesitud metaboliitidega (suhkrutega). Siiski on teada, et osa sobemoviiruseid liigub just ksüleemi parenhüümi ja traheiididesse ning interakteeruvad traheiidide pooride sulgkiledega. Ilmselt jõuavadki need viirused esmalt plasmodesmide kaudu ksüleemi parenhüümi ning püsivad seal traheiidide moodustumiseni (s.t tähendab rakkude suremiseni), misjärel nad saavad liikuda mööda taime koos veevooluga. Loogiliselt võib oletada, et ksüleemi kaudu võiksid levida eelkõige juurte kaudu taimesse jõudvad viirused, nagu furo-, beny- ja pomoviirused. Siiski pole see absoluutne reegel, sest ülal mainitud sobomoviirused sisenevad peremeestaime lehtede kaudu. Ilmselt nõuab ksüleemitransport viiruspartiklite olemasolu. Kuidas viirused ksüleemist välja pääsevad, pole teada.

			 

			Kordamisküsimused

			
					Kuidas viirused sisenevad taimedesse?

					Millised on viiruse rakust rakku liikumise peamised mehhanismid?

					Kuidas ja miks modifitseerivad viirused taimede plasmodesme?

					Millised on viiruste transpordivalgud ja millised on nende ühised ja erinevad funktsioonid?

					Kuidas viirused liiguvad taimeorganite vahel?

			

		

	
		
			V.2. TAIMEVIIRUSE ÜLEKANNE TAIMELT TAIMELE (LEVIK)

			Erkki Truve

			Põhimõtteliselt võib ette kujutada olukorda, kus peremeest edukalt lokaalselt või süsteemselt nakatanud viirus püsib näiteks ühes puus aastasadu elusana. Rõhuval enamikul juhtudest pole taimeviiruse peremees sedavõrd pikaealine ja isegi aastasajad on evolutsioonilises mõistes lühike aeg. Nii peavad taimeviirused kui obligatoorsed parasiidid olema võimelised levima. Sellist levimist nimetatakse taimeviiruste transmissiooniks ja see võib toimuda väga erinevaid teid pidi, näiteks:

			
					mehaaniline levik;

					ülekandumine vegetatiivselt, pookematerjali või parasiitse taime abil; 

					ülekandumine seemnete kaudu;

					ülekandumine tolmeldamisel;

					ülekandumine vektoritega: putukate, ämblikulaadsete, ümarusside, seente või teiste organismide abil.

			

			 

			V.2.1. Mehaaniline levik

			Nagu eelmises peatükis kirjeldatud, vajavad taimeviirused mingil viisil tekkinud taimerakkude vigastusi, et nad suudaksid neisse rakkudesse tungida. Vigastusi võib tekitada mehaaniliselt, näiteks hõõrudes lehepinda mingi abrasiivse materjaliga või pommitades lehte partiklipüssiga (ingl particle gun). Sellistel väga laialdaselt kasutatavatel viisidel saab laboris mehaaniliselt inokuleerida paljusid taimeviiruseid. Sarnasel moel saavad viirused mehaaniliselt taimelt taimele üle kanduda ka looduses. Selleks võivad vajalikke vigastusi tekitada näiteks tuules üksteise vastu hõõrduvad taimeosad, taimede vahel liikuvad loomad, põllul liikuvad inimesed või masinad jne. Sarnane mehaaniline ülekanne võib toimuda ka mullas juurte kaudu; seda eeldusel, et terved juured puutuvad kokku nakatunud materjaliga. Sealjuures võib viiruse partikkel (virion) väljaspool rakke nakatamisvõimelisena püsida nädalaid ja kuid, enne kui ta kandub mehaaniliselt üle uude taime. Niiviisi on tuntud näiteks taimede mehaaniline nakatumine TMV-ga suitsetavate inimeste kätel oleva tubakapuru kaudu.

			 

			V.2.2. Levik taime elusmaterjalide vahendusel

			Paljusid kultuurtaimi paljundatakse vegetatiivselt. Mõistagi on viirused, mis on vanemtaime vegetatiivseid kudesid juba eelnevalt nakatanud, võimelised sellisel juhul jõudma edukalt ka tütartaimedesse. Ka pookimine on omamoodi vegetatiivne paljundamine. Pookimise korral hakkab üks taim kasvama teise taime juurestikul või võsul. Kui pookimine on edukas, moodustavad pookealus ja -oks edaspidi ühtse terviku ning käituvad nagu üks- ja seesama taim. Seetõttu nakatuvad mõlemad ka viirustega, millega eelnevalt olid nakatunud kas pookealus või -oks. Tõsi, niiviisi juhtub üksnes siis, kui mõlemad liigid on konkreetsele viirusele vastuvõtlikud. Parasiitsete taimede ja nende peremeeste vahel liiguvad piki floeemi endogeensed RNA-d. Sama marsruuti on võimelised kasutama ka viirused. Parasiitne taim võib, kui ta on samal ajal kontaktis mitme peremeestaimega, olla ka passiivseks viiruste ülekandeteeks viimaste vahel, ilma et viirus parasiidis endas üldse paljuneks.

			Umbes veerand kõigist tuntud taimeviirustest on võimelised levima vertikaalselt – seemnete kaudu põlvkonnast põlvkonda. Osal juhtudel on tegemist lihtsa kontaminatsiooniga, kus viirus satub vigastatud seemnetesse. Paljud viirused on siiski võimelised tõeliselt seemnetesse tungima. On näiteid selle kohta, et viirus tungib küll seemne kattekudedeni või endospermini, aga mitte embrüosse ja seega tõelist transmissiooni seemnetega ei toimu. Suuremal osal juhtudest on aga viirus detekteeritav ka embrüo erinevatest osadest. See omakorda võib juhtuda enne viljastumist gameetide nakatumise tagajärjel või pärast viljastumist, kui viirus tungib moodustunud embrüosse. Gameetide nakatumist tuleb siiski harva ette. Selle muudab keeruliseks asjaolu, et võsutipu meristeemi tsentraalse osa, kus paiknevad tüvirakud, plasmodesmid on vähenenud läbilaskevõimega, muutes selle piirkonna suuresti sümplastiliselt isoleerituks. Veelgi enam, võsutipu meristeemi ühendavad ülejäänud võsuga ka hõredamalt paiknevad plasmodesmid. Lisaks on meristeemsetes kudedes eriti aktiivne RNA vaigistamine, mistõttu meristeemi tungimine eeldab üldjuhul viiruse poolt aktiivsete RNA vaigistamise supressorite sünteesimist. Asjaolul, et viirused pääsevad meristeemsetesse kudedesse raskemini kui teistesse, põhineb ka taimede „tervendamine“ viirushaigustest meristeemkultuuride meetodi abil. Sellisel juhul kasvatatakse potentsiaalselt viirusnakkunud taime meristeemist koekultuuri tingimustes uus taim, mis tihti osutubki eeltoodud põhjustel viirusvabaks. Tuleb silmas pidada, et selline „tervendamine“ ei ole sajaprotsendiline, kuna viirused on siiski võimelised meristeemi tungima, mis siis, et väiksema sagedusega.

			Viiruse tungimist juba moodustunud embrüosse on hästi uuritud potyviiruste hulka kuuluva Pea seed-borne mosaic virus’e (PSbMV) puhul. Sisenemiseks embrüosse peab see viirus esmalt jõudma seemnes mikropüüliregiooni, kust ta liigub piki suspensorit otse embrüosse (joonis V.13).
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			Joonis V.13. PSbMV-nakkus herne seemnes. Viiruse poolt nakatatud koed on pruunid (immunohistokeemiline värvimine PSbMV kattevalgu vastaste antikehadega). E – embrüo; F – funiikul; S – suspensor; T – seemnekest (ingl testa), V – juhtkimp. Mõõtjoon – 500 μm. Joonis pärineb Maule and Wang, 1996, Trends in Microbiology, https://doi.org/10.1016/0966-842X(96)10016-0

			 

			Mõned taimeviirused on võimelised sisenema tolmuteradesse. Viirused võivad paikneda nii tolmutera vegetatiivse raku kui ka spermi sees, kaasa arvatud spermi tuumas. Konkreetne paiknemine sõltub viiruse liigist. Tolmuterades paiknemine võimaldab viiruste horisontaalset ülekandumist ühelt taimelt teisele tolmeldamisel. Nii kantakse mesilaste poolt üle näiteks Blueberry leaf mottle nepoviirust. Ka ripslased võivad kaasa aidata uute taimede nakatumisele õietolmu vahendusel. 

			 

			V.2.3. Taimeviiruste vektorlevik

			Kõige olulisemaks taimelt taimele liikumise teeks on viirustele mehaanilise leviku kõrval ülekanne teiste organismide – vektorite (siirdajate) abil. Arvestades taimeviiruste peremeeste paikset iseloomu, on loogiline, et vektoritena kasutatakse aktiivselt liikuvaid organisme, mis muudab konkreetse viiruse levimise ka pikemate vahemaade taha tõenäolisemaks.

			 

			V.2.3.1. Ülekanne lülijalgsete vektorite vahendusel.

			Kõige sagedamini levitavad ehk siirutavad viiruseid putukad. Vektoriks olemine eeldab, et vastavad putukad toituvad taimedel. See piirab oluliselt nende putukate ringi, kellel on eeldusi taimeviiruseid siirutada. Teadaolevalt on neid enim nokaliste (Hemiptera) ja mardikaliste (Coleoptera) seltsist. Viirusvektoreid leidub ka sihktiivaliste (Orthoptera), ripstiivaliste (Thysanoptera), liblikaliste (Lepidoptera), kahetiivaliste (Diptera) ja nahktiivaliste (Dermaptera) hulgas.

			Ülekanne putukvektorite poolt võib olla kahesugune (joonis V.14).

			
					Tsirkulatiivne, kui viirus internaliseeritakse vektori poolt. Selline ülekanne toimub putuka seedekulglas, oluline on viiruse omistamine putuka sooles. 

					Mittetsirkulatiivne, kui viirus ei pääse vektori rakkudesse. Selline ülekanne on seotud putuka stiletiga.

			

			Tsirkulatiivne ülekanne toimub kahel viisil.

			
					Propagatiivse ülekande korral paljuneb (replitseerub) viirus ka ülekandevektoris. Sellisel juhul on tegemist juba tõeliste arboviirustega, mis põhimõtteliselt on samal ajal nii taime- kui ka loomaviirused. 

					Mittepropagatiivse ülekande korral viirus vektori rakke ei nakata ja nendes ei paljune.

			

			Kasutatakse ka mõisteid persistentne ning mittepersistentne/semipersistentne ülekanne. Persistentse ülekande puhul püsib viirus vektoris pikka aega (nädalaid); see ülekanne on alati ka tsirkulatiivne. Mõisteid mittepersistentne ja semipersistentne ülekanne kasutatakse sageli sünonüümidena, ehkki mõnes kirjandusallikas eristatakse neid teineteisest. Sellise ülekande viisi puhul püsib vektoris vaid minuteid või tunde (harvem ööpäevi); alati on tegemist mittetsirkulatiivse ülekandega. 
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			Joonis V.14. Taimeviiruse tsirkulatiivne propagatiivne, tsirkulatiivne mittepropagatiivne ning mittetsirkulatiivne vektorülekanne putuksiirutajate vahendusel. 

			 

			Mittetsirkulatiivne ülekanne on kõige laialdasemalt levinud taimeviiruste transmissiooni vorm. Sellise ülekande korral jäävad viiruse partiklid (virionid) pidama stiletis paiknevate toidukanali ja/või süljenäärmekanali kutiikuli rakkude või siis söögitoru alguse rakkude pinnale. Seda seondumist vahendab kas viiruse CP või transmissiooniks vajalik, kuid virioni koosseisu mittekuuluv abivalk (ingl helper protein). Sekundite/minutite jooksul toimuva transmissiooni käigus ei jõua putukas tavaliselt viia oma stiletti taime epidermise rakkudest kaugemale, mistõttu ülekandmine toimubki seal. Mittetsirkulatiivse ülekande efektiivsus sõltub paljudest tingimustest, kuid on selge, et näiteks teatud lehetäiliigid kannavad sel moel viiruseid üle sagedamini kui teised. Väga efektiivseks ülekandevektoriks on näiteks virsiku lehetäi (Myzus persicae). Headeks mittetsirkulatiivset mittepersistentset ülekannet kasutavate viiruste näideteks on cucumo- ja potyviirused. Cucumoviiruste ülekannet vahendab CP üksi, potyviiruste puhul on oluline ka abivalk HC-Pro. Caulimo- ja closteroviirused on pigem lehetäide poolt semipersistentselt ülekantavate viiruste näideteks. Closteroviiruseid kantakse üle tänu kapsiidi vahendatud interaktsioonidele. Ilmselt toimub closteroviiruste transmissioon viiruspartikli ühes otsas paikneva nn nina-struktuuri kaudu, kus paiknev minoorne kapsiidivalk CPm seondub otseselt lehetäi valkudega. Caulimoviirused vajavad vektorülekandeks ka abisüsteemi, mis koosneb viirusevalkudest P2 ja P3. Nendest P3 on interaktsioonis viiruspartiklitega, P2 aga moodustab mikrotorukeste abil spetsiaalsed inklusioonkehad, mis ongi vajalikud just lehetäidega ülekandumiseks. Lehetäi stiletis interakteerub P2 putuka retseptoriga ning teisalt üle P3 ka caulimoviiruse partikliga (Joonis V.15).
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			Joonis V.15. Caulimoviiruse vektorülekandes osalevad komponendid. 

			 

			Kui ühe viiruse mittepersistentset ülekannet teostavad tihtipeale paljud erinevad vektorid, siis persistentne ülekanne on üldjuhul väga spetsiifiline. See tuleneb asjaolust, et tsirkulatiivsel (persistentsel) ülekandel peab viirus suutma siseneda vektori rakkudesse, mittetsirkulatiivse ülekande puhul see vajalik ei ole. Luteo-, gemini- ja nanoviirused on näideteks viirustest, mis levivad persistentselt, kuid vektoris ei paljune (seega on levik mittepropagatiivne).

			Luteoviirused on floeem-limiteeritud viirused. Seetõttu peab vektor ülekande toimumiseks jõudma kindlasti floeemirakkudeni. Luteoviiruste virionide vastuvõtmine vektori soolerakkude poolt võib kesta tunde ja see toimub klatriini vahendatud endotsütoosi teel. Soolerakkudest viiakse viiruspartiklid eksotsütoosi teel hemotsööli, kust need satuvad tsirkulatsiooni käigus süljenäärmetesse ja sealt edasi süljekanali kaudu koos süljesekreetidega juba uude taime. Luteoviiruste persistentne ülekanne toimub kattevalkude vahendusel, muid abivalke need viirused transmissiooniks ei kasuta. Luteoviiruste kapsiid koosneb põhiosas mažoorsest CP-st, kuid sisaldab väiksemal määral ka CP-valku kodeeriva ala lõpus paikneva stoppkoodoni läbilugemise tulemusel tekkivat suuremat valku. Nii CP kui ka stoppkoodoni läbilugemise teel tekkinud suurem valk on transmissiooniks olulised. Viiruse sisenemine soole- ning süljenäärmerakkudesse toimub ilmselt erinevaid molekulaarseid mehhanisme kasutades. Vektori retseptorid, mis neid protsesse peavad vahendama, pole teada. Huvitav on märkida, et viiruse püsimiseks hemotsöölis ning sealt süljenäärmetesse jõudmiseks on vajalik hemotsöölis elava endosümbiootilise bakteri Buchneria spp. poolt sünteesitav GroEL-perekonna šaperon sümbioniin. Luteoviiruste transmissiooni skemaatiline ülevaade on toodud joonisel V.16.
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			Joonis V.16. Luteoviiruse tsirkulatiivse mittepropagatiivse vektorülekande skeem. 

			 

			Olulisimad nokaliste hulka kuuluvad viirusvektorid on pärit lehetäiliste sugukonnast (Amphididae). Lehetäid on väga hea paljunemisvõimega, ühel aastal on neid mitu põlvkonda. Nende elutsükkel on keeruline ja selle eri faasides võivad lehetäid toituda paljudel erinevatel taimeliikidel. Taimedel toituvad lehetäid, viies oma stileti floeemi sõeltorudesse. Floeemi ülesleidmiseks peavad nad aga esmalt tegema mitmeid katsetusi, mille käigus proovitakse lühidalt nii epidermaalseid kui ka põhikoerakke. Viirused võivad lehetäisse jõuda ja sealt väljuda juba taolise proovimise käigus. Oluline on arvestada, et viirused ei ole lihtsalt passiivsed kompleksid. Tegelikkuses mõjutavad viirused lehetäide käitumist. On teada, et osa viiruste puhul eelistavad lehetäid nakatunud taimi, teiste puhul aga püüavad neid vältida.

			Tirdilised (Auchenorrhyncha) on samuti väga olulised nokaliste hulka kuuluvad viirusevektorid, kuigi rohkem kui 15 000 tuntud tirdiliigist kannavad viiruseid üle vaid umbes viiskümmend. Viiruseid siirutavad lehetirtlaste (Cicadellidae) ja rohutirtlaste (Delphacidae) sugukondadesse kuuluvad tirdid. Ka nemad toituvad floeemivedelikust ning viiruste ülekandmine nende poolt on üldjoontes sarnane lehetäide vahendatud ülekandega. Mittepersistentselt kannavad rohutirtlased edasi näiteks waikaviiruseid, kusjuures Rice tungro spherical virus (RTSV) koos Rice tungro bacilliform virus’ega (RTBV, badnaviirus) põhjustab olulisimat riisi viirushaigust – riisi tungrohaigust. Haigust kannavad üle perekonna Nephotettix tirdid. Viirused kinnituvad putuka eessoolele, süljenäärmetest ega stiletist pole neid leitud. Arvatakse, et mittepersistentne ülekanne toimub toidu sissevõtmise järel tirtidel mõnikord ettetuleva eessoolest toidu uuesti väljutamise tulemusena. Ülekandeks on lisaks CP-le vaja ka abivalku, RTSV poolt sünteesitud abivalk võimaldab sealjuures üle kanda ka RTBV-d.

			Persistentselt tsirkulatiivselt kannavad tirdid edasi mitmesuguseid Geminiviridae liike. Viiruse omandamine taimest võib aega võtta tunde, hemotsööli jõuavad viiruspartiklid tõenäoliselt läbi kesksoole epiteeli rakkude; nendesse rakkudesse sisenevad viirused membraani lipiidiparvede regioonides toimuva endotsütoosi teel.

			Terve rida viiruseid replitseerub tirtides. Sellise propagatiivse ülekandmise üheks tunnuseks on see, et pärast viiruse omandamist peremehe poolt järgneb latentsusperiood, kus viirus on peremehes tuvastatav, aga pole võimeline üle kanduma järgmisele taimele. Latentsusperiood tuleneb viiruse vektoris paljunemisest: ilma selleta ei jõua viirus vektoris õigetesse kudedesse ja pole võimeline järgmisse taime sattuma. Paljunemise käigus võib viirus üle kanduda ka vektorite järgmisse põlvkonda; see näitab, et viirused jõuavad ka vektori sugurakkudeni. Replitseeruv ja seejärel sageli kuni putuka surmani selle organismis püsiv viirus võib olla haigustekitajaks ka vektorile; viiruse teatud genotüüpide puhul võib seesugune nakkus olla putukale koguni letaalne. Ülekandumise käigus replitseeruvateks viirusteks on näiteks negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga rabdoviirused. Rabdoviiruseid leitakse nakatud lehetirtlaste kõikidest organitest. Vektori nakatamiseks seondub rabdoviirus kõigepealt oma virionide pinnal olevate glükoproteiidide abil kesksoole epiteelirakkudele ning siseneb sinna retseptori vahendatud endotsütoosi teel. Sooleepiteelist otse hemotsööli viirus aga ei pääse, sest poorid hemotsööli ümbritsevas basaalmembraanis on selleks liiga väikesed. Seetõttu levib infektsioon neurotroopset rada pidi ja viirus jõuab süljenäärmetesse närvisüsteemi kaudu (joonis V.17). Seda võimaldab asjaolu, et rabdoviirus on võimeline replitseeruma nii soole kui ka närvisüsteemi rakkudes.
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			Joonis V.17. Tsirkulatiivne propagatiivne ülekanne rabdoviiruse näitel. 

			 

			Propagatiivselt levivad lehetirtide kaudu ka kaheahelalise RNA- genoomiga reoviirused ning positiivse polaarsusega RNA-genoomiga marafiviirused, kusjuures kumbki neist ei kasutata selleks neurotroopset rada. Küll aga moodustavad reoviirused oma mittestruktuursete valkude abil tuubuleid vektori sees rakust rakku liikumiseks (joonis V.18).

			Ka osa rohutirtlasi suudab propagatiivselt üle kanda nii rabdo-, reo- kui ka tenuiviiruste hulka kuuluvaid taimeviiruseid. Rohutirtlastes toimuva propagatiivse transmissiooni edukaks toimumiseks on vajalikud virionide pinnavalgud, mis ilmselt osalevad tirdi rakkudesse pääsemiseks vajaliku retseptori seondamises ja sellele järgnevas endotsütoosis.
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			Joonis V.18. Reoviiruse liikumine tirdi rakkude vahel. Viroplasm kujutab endast dsRNA genoomse viiruse replikatsiooni organelli (vt pt II.24).

			 

			Karilased (Aleurodidae) on väga olulisteks nokalisteks vektoriteks eelkõige subtroopikas ja troopikas. Tuntuimaks viirusvektoriks nende hulgas on kasvuhoonekarilane (Bemisia tabaci). Begomoviiruste levimine selle karilase abil on üheks suurimaks globaalseks fütopatoloogiliseks probleemiks. Samas on selles viiruse ja vektori vahelises suhtes veel palju ebaselget. Ülekanne on tsirkulatiivne, kuid pole selge isegi see, kas begomoviirused replitseeruvad Bemisia’s või mitte. Küll on aga kindel, et begamoviirused on võimelised Bemisia’s levima vertikaalselt: karilaselt karilasele suguühte käigus. Karilaste vahendatud tsirkulatiivses levimises on mitmeid sarnaseid jooni luteoviiruste ülekandumisega lehetäide abil: ka begomoviirused peavad kõigepealt tungima vektori kesksoole rakkudesse ja sealt edasi hemotsööli, kusjuures viimaseks protsessiks on vajalik endosümbiootilist päritolu sümbioniini valk. Tõsi, siin on endosümbiootiliseks bakteriks Hamiltonella ssp. Kindlasti sõltub begamoviiruste ülekanne ka viiruse CP-st.

			Criniviirused levivad samuti karilaste abil, kuid teevad seda semipersistentse ülekande teel. Sarnaselt lehetäidega levivate Closteroviridae liikidega on selle levimise determinandiks virioni ühe otsaga seotud minoorne kattevalk CPm.

			Kilptäilised ebakilptäiliste (Coccidea) ning Pseudococcoidea sugukondadest kujutavad endast suhteliselt väheliikuvaid nokalistest vektoreid. Ka nemad toituvad floeemil, kuid lisaks ka ksüleemil. Nende abil liiguvad semipersistentselt ampelo- ja badnaviirused.

			Rohulutiklased (Miridae) ja pitslutiklased (Piesmatidae) paistavad silma kui suhteliselt suured vektorid, mis on võimelised nakatunud taimedest kiiresti omandama mittepersistentselt või semipersistentselt ülekanduvaid viiruseid. Viiruseid ei ole leitud nende vektorite süljenäärmetest (välja arvatud pitslutikad), küll aga nende väljaheidetest.

			Ripstiivalised on nokaliste kõrval teiseks oluliseks taimeviiruseid siirutavate putukate seltsiks. Siiski on teadaolevalt viirusvektoriteks üksnes ripslased (Thripidae). Ripslased toituvad epidermise all olevate põhikoe rakkude tsütosoolist ja on äärmiselt polüfaagsed: nad toituvad paljudel erinevatel taimeliikidel ja organitel. Peamised nende kaudu levivad viirused on tospoviirused, näiteks Tomato spotted wilt virus, mis replitseerub edukalt oma peamises vektoris – California ripslases (Frankliniella occidentalis). Replikatsioon vektorputukas algab kesksoole rakkude nakatamisest ning jätkub pärast basaalmembraani läbimist lihases. Replitseerunud viirus läbib uuesti basaalmembraani ning jõuab süljenäärmerakkudesse (joonis V.19). Rakust rakku liikumine toimub retseptori vahendatud mehhanismide abil, kus antiretseptoriteks on virioni pinnal olevad glükoproteiidid GN ja GC. Et replikatsioon algab juba soolerakkudes, siis on tospoviirus-ripslane-süsteemi puhul propagatiivse transmissiooni latentsusperiood (st aeg, mil viirus on vektoris, kuid see ei kanna veel viiruseid edasi) suhteliselt lühikene, vaid mõni päev.
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			Joonis V.19. Ripslase organid ja tospoviiruse liikumine neis. Viirus siseneb kesksoole epiteelirakkudesse [1], replitseerub, tungib läbi basaalmembraani [2] silelihasrakkudesse, kus jätkab replitseerumist [3]. Seejärel tungivad viiruspartiklid uuesti läbi basaalmembraani [4] süljenäärmetesse [5], kust väljuvad sealsete membraanide [6] kaudu. Hg – jämesool (ingl hindgut); Mc – suu (ingl mouth-cone); Mg – kesksool (ingl midgut); E – söögitoru (ingl esophagus); EF – süljenäärmekanal (ingl efferent salivary duct); L –süljenäärme luumen; PSg – primaarsed süljenäärmed; s – lihase ristlõik; TSg – tubulaarsed süljenäärmed; VP – viroplasm; DM – tihe viiruste mass (ingl dense mass). Joonis pärineb Whitefield et al. 2005, Annual Review of Phytopathology, 43, 459–489. https://doi.org/10.1146/annurev.phyto.43.040204.140017

			 

			Nagu selgroogseid nakatavate viiruste puhul leidub ka taimeviiruseid, mille vektoriks ei ole putukad, vaid ämblikulaadsed. Siiski on ämblikulaadsete hulgas vähe teadaolevaid taimeviiruste vektoreid: ainsaks selliseks on mõned lestalised (Acari). Imilestaliste (Trombidiformes) seltsi kuuluvad Eriophyidae sugukonna lestad (väga väikesed, umbes 0,2 mm pikkused) ning pisut suuremad Tetranychidae ja Tenuipalpidae liigid on vähese liikumisvõimega lülijalgsed, mis toituvad taimerakkude sisust. Eriophyidae sugukonda kuuluvad pahklestad on vektoriteks tritimoviirustele. Tritimoviirused kodeerivad HC-Pro valku nagu potyviirused. Ka tritimoviiruste puhul on HC-Pro oluline determinant vektorülekandes. Ülekandumine on semipersistentne, samas on viirus võimeline püsima lestades isegi läbi moonete ja niiviisi on lest võimeline viirust siirutama päevi või nädalaid. Cileviirust Citrus leprosis virus C kannavad tsirkulatiivselt edasi Brevipalpus’e perekonna lestad sugukonnast Tenuipalpidae.

			Eespool käsitletud putukad ja ämblikulaadsed toituvad taimerakkude sisust seda imedes. Et selle protsessi käigus taimerakud enamasti ei sure, on sellisel viisil toituvad lülijalgsed väga sobilikud viiruste ülekandmiseks haigetelt taimedelt tervetele. Siiski on vektoreid ka taimi hammustavate lülijalgsete hulgas. Arvestatav hulk vektoreid leidub mardikaliste (Coleoptera) hulgas; lisaks on neid vähesel määral ka sihktiivaliste ning nahktiivaliste seas. Mardikalised kalduvad toituma juhtkoe parenhüümirakkudest, mõnikord võivad nende tekitatud vigastused olla ka ulatuslikumad. Nii ongi mardikatega ülekantavad viirused enamasti võimelised liikuma taimelt taimele ka mehaaniliste vigastuste kaudu. Samuti tundub neile olevat iseloomulik võime liikuda piki ksüleemi. Mardikalistel puuduvad süljenäärmed, mistõttu liiguvad ka viirused vektoris teistmoodi kui näiteks lehetäide või tirtide puhul. Sülje puudumisel on oluline mardika soolest pärinev tagasiheide (okse), mis on keskkonnaks, mille kaudu viirus jõuab järgmisse taime. Tagasiheide sisaldab ribonukleaasset aktiivsust, mistõttu mardikatega siirutatavad viirused peavad olema seesuguse ensümaatilise aktiivsuse suhtes resistentsed. Viirused nakatavad järgmist taime pärast mardika hemotsööli läbimist, mis mõnede mardikas-viirus- kombinatsioonide puhul toimub väga kiiresti, teistel puhkudel aga võtab rohkem aega (kuni kümmekond päeva). Teadaolevalt taimeviirused mardikates ei replitseeru.

			2.3.2. Ülekanne muude vektorite vahendusel

			Olulisteks herbivoorideks on ka ümarussid ehk nematoodid. Seetõttu pole üllatav, et ka nende hulgas leidub taimeviiruste vektoreid. Tõsi, siiani on viirusevektoreid leitud üksnes astelümarussiliste (Dorylaimida) ja Triplonchida seltsidest. Kõik need nematoodid on ektoparasiitsed (joonis V.20) ning toituvad mullas juure epidermise rakkudest. Astelümarussid on nepoviiruste vektoriteks, samas kui Triplonchida seltsi kuuluvad liigid kannavad üle tobraviiruseid. Astelümarussid on suhteliselt suured nematoodid (nt pikkogad (Longidorus) on 2–12 mm pikad), Triplonchida hulka kuuluvad Trichodorus’e liigid on märksa väiksemad (pikkus ~1 mm). Ka ümarussid imevad stileti kaudu peremehe rakusisu. Suuremad parasiidid toituvad eelkõige juuretipu rakkudest, väiksemad juurekarvadest. Juba omandatud viirus võib nematoodis püsida kaua (isegi aastaid), samas pole taimeviiruste replikatsiooni nematoodides kunagi täheldatud. Nepoviiruste puhul on nematoodidega ülekandumiseks vajalik CP, tobraviiruste puhul on selliseks ülekandeks vajalikud valgud CP ja 2b.
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			Joonis V.20. Ektoparasiitsed nematoodid taimel toitumas.

			 

			Väga olulisteks fütopatogeenideks on ka seened. Tõepoolest, ühe seente hõimkonna esindajad võivad olla ka taimeviiruste siirutajaks. Nendeks on viburseente (Chytridiomycota) hõimkonna tömpviburseenelaadsete (Spizellomycetales) seltsi esindajad. Sellesse seltsi kuuluvad endobiondid, kes elavad kestata protoplastidena peremeestaimede rakkudes. Tömpviburseenelaadsed paljunevad üksnes mittesugulisel teel, mille käigus tallus areneb tervikuna zoosporangiumiks. Selles tekkinud zoospoorid rändavad pärast vabanemist peremeestaime pinnale, kus entsüsteeruvad ja saadavad hiljem oma protoplasti taas taime epidermise rakku. Kõige olulisemateks viirusvektoriteks on olpiidiliste (Olpidiaceae) sugukonda kuuluvad olpiidid, kes on obligaatsed juure parasiidid. Nende puhkavates spoorides viiruseid ei ole, kuid spoori rehüdreerumise käigus satuvad virionid arvatavasti zoospoori tsütoplasmasse. Selleks on oluline keerulise ehitusega ja mitmest domeenist koosnev viiruse kattevalk. Kattevalk on võimeline muutma oma konformatsiooni nii, et selle tulemusena virionid punduvad (ingl swollen particles); on näidatud, et see muudatus on zoospooridele seondumiseks vajalik. Zoospooril vastutavad virionide seondumise eest tõenäoliselt glükoproteiidsed retseptorid. Seondamise käigus toimub CP käedomeeni väljasirutamine ja seondumine zoospoori membraaniga (joonis V.21). Kuidas viirus pääseb zoospoori tsütoplasmast omakorda peremeesraku tsütoplasmasse, pole teada. Arvatakse, et see toimub seeninfektsiooni varastes etappides.
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			Joonis V.21. Cucumber necrosis virus’e virionide seondumine olpiidi Olpidium bornovanus rakule. 

			 

			Nagu eespool käsitletud viburseened, on taimede endobiontideks ka mõned amööbilaadsed protistid hõimkonnast Cercozoa (varem on neid käsitletud ka kui limaseeni). Klass Polymyxea kujutab endast taimedele parasiitseid protiste; seltsi Plasmodiophorida sugukonda Plasmodiophoridae kuulub rida liike, mis kannavad edasi taimeviiruseid. Protistid Polymyxa ja Spongospora (süvikkärn) nakatavad juure epidermiserakke. Nende patogeenide ujuvad primaarsed zoospoorid tungivad läbi taimeraku kesta, kus moodustub hulktuumne plasmoodium, mis omakorda küpseb zoosporangiumiks. Zoosporangiumi moodustatud tuubulite kaudu pääsevad sporangiumis moodustunud sekundaarsed zoospoorid peremehe rakuvälisesse ruumi ning tungivad sealt uutesse taimerakkudesse. Moodustub sporogeenne plasmoodium. Plasmoodium jaguneb, tekib sporosoorus, milles moodustuvad puhkesproorid ehk tsüstid, mis on vastupidavad kõikuvatele keskkonnamõjudele. Spoorid vabanevad, kui nakatunud rakk laguneb, näiteks jäädes pärast taimede koristamist mulda juureprügi kujul. Niiskuse suurenedes (nt pärast tugevat vihmasadu) vabanevad puhkespooridest uued primaarsed zoospoorid, mis nakatavad juurerakke. Algab uus infektsioonitsükkel. Polymyxa graminis’e sporosoorustest on leitud Soil-borne wheat mosaic virus’e (furoviirus) MP-d ja RNA-d, mis võiks viidata viiruse replitseerumisele vektoris, aga tõestatud seda ei ole. Võib oletada, et MP-d on vaja viraalse RNA liigutamiseks zoosporangiaalsete tuubulite kaudu taimerakku, mis oleks analoogseks mehhanismiks viiruse liikumisel läbi plasmodesmide taimerakkude vahel. Ka Beet necrotic yellow vein virus’e (benyviirus) RNA-sid ja mittestruktuurseid valke on leitud Polymyxa betae’ puhke- ning zoospooridest, mis võiks taas viidata viiruse replitseerumisele. Samas on ka võimalik, et zoospooride ja taimeraku tsütoplasmad segunevad omavahel ja viiruse kodeeritud valgumolekulid võivad selles segus vabalt liikuda.

			Kokku võttes: mitmesugused selgrootud, seened ja protistid võivad kanda taimeviiruseid haigetelt taimedelt tervetele taimedele. Osas putukvektorites on viirused võimelised ka replitseeruma, olles sel juhul samal ajal nii taime- kui ka putukaviirused. Sellised viirused võivad olla evolutsioneerunud putukaviirustest viirusteks, mis on võimelised paljunema ka taimerakkudes, või vastupidi, taimeviirustest viirusteks, mis on võimelised paljunema ka putukarakkudes. Samas pole teada ühtegi loomaviirust, mis kasutaks mittepropagatiivse vaheperemehena taimi. Ilmselt pole see mõttekas taimede paikse iseloomu tõttu, mis ei soodustaks seesuguste hüpoteetiliste viiruste levikut. Tõepoolest, lülijalgsed, ümarussid ning viburseente ja protistide zoospoorid on kõik liikuva loomuga, mis pakub täiendavat liikumisvõimalust ja seeläbi valikulist eelist neid (muu hulgas) nakatavatele taimeviirustele. 

			 

			Kordamisküsimusi

			
					Kuidas taimeviirused liiguvad taimelt taimele?

					Kuidas toimub viiruste mitte- ja semipersistentne ülekanne putukvektorite abil?

					Kuidas toimub viiruste tsirkulatiivne ülekanne putukate abil?

					Mille poolest erineb taimeviiruste propagatiivne ülekanne mittepropagatiivsest ja milliseid eeliseid võib see taimeviirustele anda?

					Kuidas siirutavad taimeviiruseid ümarussid, seened ja protistid?

			

		

	
		
			V.3. TAIMEDE VIIRUSEVASTASE KAITSE (RESISTENTSUSE) MEHHANISMID

			Erkki Truve

			V.3.1. Viirusinfektsiooni põhjustatud sümptomid taimedes

			Taimede ja neid nakatavate viiruste interaktsioonide uurimine peab aitama mõista, kuidas viiruspartikkel, mis sisaldab geneetilist materjali üksnes mõne polüpeptiidi sünteesiks, suudab siiski lõppkokkuvõttes tekitada peremeestaimes haiguse, mõnikord isegi surmava. Ometi on taimed ju pidevalt kasvavad keerukad struktuurid paljude kudede ja organitega, mis on võimelised reageerima väliskeskkonnast tulevatele stiimulitele, suhtlema teiste organismidega, paljunema jne. Viirused kui obligatoorsed parasiidid ei saaks muidu eksisteerida, kui nad sellest kõrgelt organiseeritud süsteemist endale kasulikul moel läbi ei suudaks tungida. Tõepoolest, viirused mitte üksnes ei liigu ega paljune peremeestaimes, vaid suudavad ka tekitada haigusi, mille välisteks tunnusteks on haigussümptomid. Taimedel eristatakse lokaalseid ja süsteemseid viirusnakkuse sümptomeid. Lokaalsed sümptomid tekivad viiruse taimesse tungimise koha lähedal. Seal võivad osa nakatunud ja neid ümbritsevaid rakke surra, tekitades niiviisi lokaalse nekroosilaigu. Sellist vastust viirusinfektsioonile tuntakse kui hüpersensitiivset reaktsiooni (HR, ingl hypersensitive reaction). Rakud võivad ka ellu jääda, kuid kaotada suure osa oma klorofüllist ja teistest pigmentidest. Sel juhul räägitakse lokaalsest kloroosilaigust. Nimetatud kaks lokaalset reaktsiooni võivad ka kombineeruda. Sellisel juhul ümbritseb nekrootilist kude muutunud pigmendisisaldusega rakkude ring, mistõttu sellist taime vastust tuntakse kui ringlaiksust (joonis V.22).

			 

			[image: ]

			Joonis V.22. Viirusinfektsiooniga kaasnevad lokaalsed sümptomid taimes. A. Tomato spotted wilt virus’e põhjustatud ringlaiksus maapähklil (https://www.apsnet.org/edcenter/disimpactmngmnt/casestudies/Pages/PlantDiseaseDiagnosis.aspx). B. TMV põhjustatud hüpersensitiivne reaktsioon tubakal. Joonis pärineb Faoro ja Gozzo, 2015. Plant Science. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2015.01.011. C. Lokaalne Tobacco streak virus’e põhjustatud klorootiline laik tubakal.

			 

			Erinevalt lokaalsetest sümptomitest tekivad süsteemsed sümptomid kogu nakatunud taimel, eelkõige organitel, kuhu viirus jõuab süsteemse transpordi kaudu. Levinud süsteemseks sümptomiks on kogu nakatunud taime kääbuskasv, mõnikord ka longuvajumine. Selle kõrval on kõige tavalisemaks viirusinfektsiooni süsteemseks sümptomiks taimedel mosaiiksus, st taimel tekib heledamatest ja tumedamatest aladest koosnev muster (joonis V.23). See on tavaline lehtedel, kuid võib kujuneda ka varrel, õite kroonlehtedel ja viljadel. Lehed võivad muutuda ka ühtlasemalt heledamaks, kui on tervetel indiviididel. Üheidulehelistel väljendub mosaiiksus eelkõige triipude või vöötidena lehtedel (joonis V.23). Ka juba kirjeldatud nekroosid ja ringlaiksus võivad avalduda ka süsteemselt nakatunud organitel. Lisaks tekitavad mõned viirused osades peremeestes lehtede rullikeerdumist (joonis V.23). Levinud on ka viiruste põhjustatud häired taime arengus, nagu arenevate lehtede kuju, õhulõhede arvu muutused, varte pundumine, moondunud võrsete moodustumine ebanormaalsetes kohtades või liigsete juurte, kasvajate teke jne.
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			Joonis V.23. Viirusinfektsiooni süsteemsed sümptomid. A. TMV põhjustatud mosaiiksus tomatil; B. Lettuce mosaic virus’e põhjustatud mosaiiksus salatil. C. Maize stripe virus’e sümptomid maisil. D. Süsteemne Soybean vein necrosis virus’e põhjustatud nekroos. E. Potato leafroll virus’e põhjustatud lehtede rullumine kartulil. 

			 

			Mis põhjustab seesuguseid sümptomeid? Viiruste paljunemiseks on vajalikud mitmesugused „toorained“, nagu nukleotiidid, aminohapped, energiakandjad ja muud seesugust; seetõttu võib kujuneda nende ainete defitsiit ja seetõttu avalduda ka haigustunnused. On näidatud, et viirused võivad muuta fotosünteesiks vajalike komponentide määra või häirida sünteesitud sahharoosi transporti. Muutuda võivad hormoonide sisaldus või lokalisatsioon taimedes. Samuti kaasneb viirusinfektsiooniga sageli peremehe geeniekspressiooni muutumine. Tegelikult tunneme taimedes viiruste põhjustatud haigussümptomite tekkimise mehhanisme väga halvasti. Ehkki taimeviiruste puhul ei esine tavaliselt looma- ja bakteriviirustele iseloomulikku nakatatud rakkude suremist (ehk lüüsi), on siiski selge, et taimedele sellised viirusinfektsiooniga kaasnevad muutused kasulikud ei ole. Järelikult peavad taimedes olema välja kujunenud mehhanismid, mis võimaldavad neil sissetungivaid viiruseid ära tunda ja sellistele rünnetele adekvaatselt reageerida.

			 

			V.3.2. Taimede sünnipärased viirusvastase kaitse mehhanismid

			Võime poolest konkreetse viiruse sissetungi ja paljunemist takistada võib taimi jagada mitmeks rühmaks:

			
					immuunsed taimed – viirus ei ole võimeline replitseeruma isegi nendes rakkudes, kuhu ta esialgu tungis;

					resistentsed taimed – viirus paljuneb üksnes nendes rakkudes, kuhu ta esialgu tungis, aga ei ole võimeline sealt edasi liikuma;

					hüpersensitiivselt resistentsed taimed – viirus paljuneb nendes rakkudes, kuhu ta esialgu tungis, ning neid ümbritsevates rakkudes, põhjustades seal aga rakkude nekroosi, edasiliikumiseks ei ole viirus võimeline;

					lokaalselt vastuvõtlikud taimed – viirus paljuneb nendes organites, kuhu ta esialgu tungis, aga ei ole võimeline sealt süsteemselt edasi liikuma;

					tolerantsed taimed – viirus paljuneb nii lokaalselt kui ka süsteemselt, kuid see ei põhjusta oluliste haigussümptomite tekkimist;

					vastuvõtlikud taimed – viirus paljuneb nii lokaalselt kui ka süsteemselt ning see põhjustab vähem või rohkem oluliste haigussümptomite tekkimist.

			

			Oluline on rõhutada, et selline jaotus kehtib üksnes konkreetse peremees-viirus-interaktsiooni kohta. See tähendab, et üks ja seesama taim võib olla ühe viiruse suhtes immuunne, aga teise viiruse suhtes resistentne ning kolmanda suhtes vastuvõtlik. Juhul, kui taimeliik on mingile viirusele vastuvõtlik, on tegemist selle viiruse peremeestaimega. Vastupidi, kui tegemist on selle viiruse suhtes immuunse taimega, ei ole see liik viiruse peremees. Kõikide vahepealsete variantide puhul (nt taimed on resistentsed kas hüpersensitiivselt või mitte, üksnes lokaalselt vastuvõtlikud või süsteemselt tolerantsed) võib kirjanduses leida erinevat terminoloogiat. Käesoleva õpiku kontekstis on õige rääkida siiski sellisest taimest kui viiruse peremehest, sest vähemalt osades rakkudes toimub viiruse replikatsioon.

			Mis muudab ühe taime konkreetse viiruse suhtes immuunseks või vähemalt resistentseks? Ilmselt on selleks mitmesuguseid võimalusi, kusjuures osa nendest on arvatavasti veel kirjeldamata. Eelkõige geneetiliste katsetega on siiski mitmed sellised mehhanismid kindlaks tehtud. Taoliste kaitsemehhanismide käivitamiseks peab taim kõigepealt sissetungija ära tundma. Niisugusel protsessil on palju ühist loomade sünnipärase immuunvastusega (ingl innate immunity) ja see võib toimuda kas spetsiifiliselt konkreetse patogeeni või siis mingi patogeenide klassi poolt esilekutsutud üldise molekulaarse mustri muutuse äratundmise kaudu rakus. Sellist molekulaarset mustrit nimetatakse PAMP-iks (ingl pathogen-associated molecular pattern) ja selle äratundmise abil suudab taim eristada iseenda molekule ja molekulaarseid struktuure võõrastest. Viraalseks PAMP-iks võib olla näiteks kaheahelaline RNA, mida endogeenselt rakkudes harilikult ei leidu, kuid mis on RNA viiruste replikatiivseks vahevormiks või dsRNA viiruste puhul viiruse genoomiks. PAMP võib olla ka viraalne metüleerimata DNA. PAMP-e teevad kindlaks mustrit äratundvad retseptorid ehk PRR-id (ingl pattern recognition receptors). PRR-id ei ole taimedele ainuomased. Loomades on tuntud PRR-ideks näiteks membraaniseoselised Tolli-sarnased retseptorid ja tsütoplasmaatilised RIG-I-sarnased retseptorid. Üldjuhul on taimede PRR-idel leutsiini-rikkaid kordusi (LRR, ingl leucine-rich repeats). LRR-i motiivid on tuntud kui valk-valk-interaktsioone vahendavad osad paljudes erinevates valkudes, näiteks ribonukleaasi inhibiitoris RNasiinis või tropomüosiini reguleerivas tropomoduliinis. PRR-i valkudes on LRR-i motiive tavaliselt kümmekond ning need vastutavadki PAMP-ide äratundmise eest; see viib koretseptorite aktiveerumisele. PRR-i koretseptorid on olulised: nende muteerumise tagajärjel suureneb taimede vastuvõtlikkus erinevatele viirustele. Kaitsemehhanismide käivitamiseks aktiveeritakse kindlad signaaliülekanderajad, kus olulist rolli mängivad MAP kinaasid. See viib patogeenivastaste kaitsemehhanismide aktiveerumiseni. Sellised on taimedes näiteks:

			-Ca2+-ioonide kontsentratsiooni äkiline tõus tsütosoolis; 

			-reaktiivsete hapnikuühendite ning lämmastikmonooksiidi tootmine; 

			-salitsüülhappe (SA, ingl salicylic acid) akumuleerumine; 

			-kaitsemehhanismidega seotud geenide (PR-geenid, ingl pathogenesis-related genes), mis kodeerivad glükanaase, kitinaase, defensiine jpt, aktiveerimine; 

			-kalloosi ladestumine rakukesta; 

			-jne. 

			Lisaks on need kaitsereaktsioonid hormoonisõltuvad. Näiteks on tuntud abstsiishappe mõju kalloosi ladestumisele. Kõigi nimetatud sündmuste koosmõjul tekib lõppkokkuvõttes PAMP-ide poolt vallapäästetud immuunsus ehk PTI (ingl PAMP-triggered immunity). Sarnaselt loomade sünnipärase immuunvastusega ei ole PTI konkreetse viiruse ega isegi mitte mingi patogeenide klassi spetsiifiline, vaid toimib väga erinevate patogeenide vastu üldiselt. 

			Nagu ka muude organismide puhul ei ole selline kaitse absoluutne. Nii mõnedki patogeenid, sealhulgas viirused, suudavad oma efektormolekulide abil PTI-d alla suruda ja sellest läbi murda. Niisuguste patogeenidega toimetulemiseks on taimedes teine kiht kaitsemehhanisme, mis ei ole enam üldised, vaid on suunatud konkreetse patogeeni, näiteks mingi kindla viiruse vastu. Sel juhul peab ära tundma kas selle patogeeni efektormolekuli või siis selle patogeeni tekitatud iseloomuliku molekulaarse modifikatsiooni peremehes, näiteks selle valkudes. Viraalseks efektormolekuliks võib olla viiruse poolt kodeeritud valk. Niisugust spetsiifilist äratundmist teostavad taimedes enamasti rakusisesed R-valgud (ingl resistance proteins). Taimed kodeerivad sadu erinevaid R-valke, millest igaüks tagab dominantse resistentsuse ühe konkreetse patogeeni, kas viiruse, bakteri, seene, oomütseedi, ümarussi või isegi herbivoori suhtes. Üllataval kombel on valgud, mis vastutavad sedavõrd erinevate patogeenide vastase spetsiifilise resistentsuse eest, silmapaistvalt konserveerunud ning neil on struktuurselt sarnaseid domeene. Sarnaselt PRR-retseptoritega on enamikul R-valkudel LRR-motiivid. Lisaks on paljudele R-valkudele iseloomulik ka nukleotiidi siduva järjestuse NBS (ingl nucleotide binding site) olemasolu. See viitab R-valkude võimele käivitada signaali ülekanderadasid, mis viivad järgmisele immuunsusekihile ehk ETI-le (ingl effector-triggered immunity). Viirusvastase ETI signaali ülekanderadades osalevad taaskord MAP kinaasid. Oluline roll on ka šaperonide kompleksidel, mis osalevad R-valkude endi stabiliseerimises. Ka ETI-ga kaasneb muu hulgas SA akumuleerumine, reaktiivsete hapnikuühendite tootmine, kalloosi ja ligniini ladestumine rakukesta ja muu selline. Üldiselt peetakse ETI vastust PIT-i vastusest märksa jõulisemaks. Nii kaasnebki ETI-ga tihti, kuigi mitte alati, HR ja sellele on sageli iseloomulik lokaalne rakusurm. Lokaalset rakusurma põhjustab sealjuures analoogselt apoptoosiga vastavate proteaaside aktiveerumine. HR aitab lokaliseerida viiruse akumuleerumist mõnesaja nakatatud raku suurusele populatsioonile, millest edasi viirus enam ei liigu. Lisaks füüsilisele viiruse lokaliseerimisele käivitab HR ka resistentsuse jaoks olulisi signaaliülekanderadasid, mis sõltuvad näiteks lipaasisarnastest valkudest EDS1 ja PAD4. Signaaliülekanderajad HR-is viivad muu hulgas fenüülpropanoidsete ühendite, nagu flavonoidid ja ligniin, sünteesile. Oluliseks vahendajaks ETI-s on SA, mis võib inhibeerida nii viiruse replikatsiooni, rakkudevahelist kui ka süsteemset liikumist. Sealjuures on SA vahendatud viirusresistentsuse mehhanism osaliselt teistsugune teiste patogeenide vastasest resistentsuse mehhanismidest. Nii näiteks ei sõltu SA käivitatud viirusvastane mehhanism PR-geenidest või transkriptsioonilisest koaktivaatorist NPR1.

			Lisaks vallandab HR süsteemselt, üle taime levivate signaalide sünteesi, mis tingib süsteemse omandatud resistentsuse ehk SAR-i (ingl systemic acquired resistance). SAR on süsteemne seisund, kus taimel on suurem resistentsus nii SAR-i indutseerinud patogeeni kui ka teiste, sõltumatute patogeenide suhtes. Kui selline seisund on tekkinud, võib see püsida mitu nädalat. SAR-i tekkeks on vajalik SA süntees. Osa SA-st modifitseeritakse sealjuures metüülsalitsülaadiks, mis osaleb süsteemses SAR-i signaalis, aga on lenduva ühendina võimeline indutseerima SAR-i ka teistel taimedel. Ilmselt ei sõltu SAR-i teke aga üksnes ühest signaalirajast; pigem on see mitmete osaliselt kattuvate signaalide koosmõju tulemus. Ka SAR-i mõjutavad hormoonid, nagu etüleen ning jasmoonhape. Üldjuhul käituvad need ühendid süsteemse viirusresistentsuse negatiivsete regulaatoritena; siiski on teada ka juhud, kui need toetavad süsteemset viirusresistentsust. Seega kujutavad taimede viirusvastased reaktsioonid üksteisega seotud sündmuste kaskaadi (joonis V.24).
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			Joonis V.24. Viirusevastased reaktsioonid taimerakus. vRNP – viiruse ribonukleoproteiin, MP – transpordivalk, CP – kapsiidivalk, Rep –viiruse replikaas, PRR – patogeeni äratundev retseptor, PTI – PAMP-i poolt vallapäästetud kaitsereaktsioon, ETI – efektori aktiveeritud immuunsus, SAR – süsteemne omandatud immuunsus, HR – hüpersensitiivne reaktsioon, SA – salitsüülhape, JA – jasmoonhape, ET – etüleen, NO – lämmastikoksiid.

			 

			Mitte igasugune dominantne resistentsus ei ole seotud PTI ja ETI mehhanismidega. Nii tagab tomati Tm-1-valk resistentsuse Tomato mosaic virus’e suhtes, seondudes otseselt viiruse replikaasiga ja inhibeerides seeläbi viiruse RNA sünteesi. Mingeid muid kaitsereaktsioone selle protsessi käigus ei indutseerita. Müürlooga valk RTM2 on väike kuumašoki valgu sarnane floeemis paiknev valk, mis takistab potyviiruste süsteemset liikumist. Samas inhibeerib müürlooga RTM1-geeni produkt, mis tõenäoliselt on hoopis lektiin, ka potyviiruste liikumist. Mitmetes taimedes ekspresseeruv transmembraanne retseptor NIK1 sarnaneb struktuurilt küll PRR valkude LRR-abiretseptoritega, kuid indutseerib viirusresistentsust hoopis fosforüülides ribosoomivalku RPL10 ning põhjustades sellega üldist translatsiooni supressiooni.

			Retsessiivne resistentsus viiruste vastu on seotud mingi olulise peremehepoolse faktori puudumisega, ilma milleta viirus ei saa ellu viia oma paljunemistsüklit. Sellisteks resistentsust põhjustavateks retsessiivseteks geenideks on näiteks translatsiooni initsiatsioonifaktorite eIF4E ja eIF4G perekonnad. Paljud erinevad RNA-viiruste rühmad vajavad neid faktoreid viirusvalkude translatsioonil ning võimalik et ka viiruse RNA replikatsioonil. Selleks võivad nende faktoritega interakteeruda viiruste VPg-valk, aga ka (vähemalt carmoviiruste puhul) viiruse 3’-UTR-is asuv translatsiooniline võimendaja. Faktorite funktsioonikaoga (ingl loss-of-function) alleelid kodeerivad faktoreid, mida viirused ei suuda kasutada, tekitades sellega resistentsuse viirusinfektsiooni suhtes. Ülegenoomsed analüüsid on lisaks translatsiooni initsiatsioonifaktoritele identifitseerinud veel kümneid peremehe valke, mis on taimeviiruste paljunemiseks vajalikud. Kõik need valgud on potentsiaalsed retsessiivse resistentsuse allikad. Mitmetel juhtudel on seda eksperimentaalselt ka tõestatud, kasutades näiteks vastavate geenide ekspressiooni mahasurumist või suunatud mutageneesi. Nii on näidatud, et mutatsioonid tuumas kodeeritava kloroplasti fosfoglütseraadi kinaasi cPGK2-geenis viivad retsessiivse resistentsuseni teatud poty- ja potexviiruste vastu. Ilmselt interakteerub cPGK2 nende viiruste genoomse RNA-ga ja vahendab selle lokaliseerumist kloroplastidesse, kus toimub nende viiruste replikatsioon. Kas nii tekitatud retsessiivsed resistentsused töötavad aga ka väljapool laborit, vajab alles tõestamist. Looduslikud mutatsioonid endoplasmaatilise retiikulumi stressis ehk UPR-is (ingl unfolded protein response) osalevas proteiin-disulfiidisomeraasi- sarnases valgus 5-1 (PDIL5-1) viivad retsessiivsele resistentsusele potyviiruste vastu. Eksperimentaalselt on näidatud, et sarnane efekt on ka mitme teise UPR-iga seotud geenide mutatsioonidel. Üheks loogiliseks rajaks rakkudes, mille negatiivsete regulaatorite mutatsioonid võiksid viia retsessiivsele resistentsusele, on rakkude kaitsemehhanismid ise. Nii pakuvadki mutatsioonid riisi CPR5 transkriptsioonilises regulaatoris, mis mõjutab negatiivselt ETI-d ja nekrooside teket, retsessiivset resistentsust vähemalt sobemoviiruste suhtes. 

			Seega, kui välja jätta eIF4E ja eIF4G translatsioonifaktoritega seotud resistentsus, on näha, et seni kirjeldatud retsessiivsed viirusresistentsuse näited taimedes on seotud täiesti erinevate biokeemiliste protsessidega. Tõenäoliselt kujutavad need üksnes jäämäe veepealset osa potentsiaalses retsessiivses viirusresistentsuses. Eriti kehtib see polügeense retsessiivse resistentsuse kohta. Sellise resistentsuse kohta on leitud geneetilisi andmeid mitmete viiruste puhul; paraku puuduvad praegu veel molekulaarsed andmed selle kohta, kuidas see niisugune resistentsus toimib. 

			Kõik eeltoodu viib lõppkokkuvõttes sellele, et taim on viiruse suhtes täiesti immuunne või vähemalt resistentne. Arvatakse, et HR-i kujunemine viitab sellele, et päris esmane antiviraalne vastus pole siiski suutnud viirust täiesti inhibeerida. Huvitav on lisada, et hüpersensitiivselt viirusele reageerivast taimest saadud protoplastid võimaldavad viirusel replitseeruda ega sure. Järelikult on ka lokaalse HR-i puhul olulised rakkudevahelised kontaktid ja/või rakukesta olemasolu. Arvatakse, et HR-i tekkeks on oluline epidermise olemasolu. Samas võib mõnede taim-viirus-kombinatsioonide puhul lokaalne HR areneda süsteemseks, mitmeid organeid hõlmavaks nekroosiks (Joonis V.23). See kajastab asjaolu, et HR ei olnud antud juhul piisav viiruse lokaliseerimiseks algsetesse infektsioonikohtadesse.

			Paljud taimede viirusnakkused kulgevad igasuguste sümptomiteta, kuigi viirus paljuneb edukalt ja liigub süsteemselt. See, kas taim on mingi viiruse suhtes tolerantne või vastuvõtlik, on peremehe seisukohast enamasti keeruline multigeenne tunnus. Siiski on teada, et näiteks mõned mutatsioonid translatsiooni initsiatsioonifaktorites, mida vajavad ka viirused, ei tekita resistentsust, vaid muudavad taimed infektsioonile rohkem või vähem vastuvõtlikuks. 

			Ei ole teada ühtegi taimeviiruse geeni, mille ainsaks funktsiooniks oleks haiguse tekitamine. Seega osalevad haiguse tekitamises ja haigustunnuste määramises viiruse geenid, millel samal ajal on täita ka vähemalt mingisugune teine roll viiruse paljunemistsüklis. Samas suudab üks ja seesama viirus tekitada erinevates vastuvõtlikes peremeestes väga erinevaid haigussümptomeid, sümptomite variante on seejuures kaugelt rohkem kui sellel viirusel on geene. Järelikult funktsioneerib üks ja seesama viirusevalk haiguse indutseerimisel eri peremeestes eri moodi. Nagu ülal märgitud, on kõige harilikum vastuvõtlikus taimes kujunev süsteemne tunnus mosaiiksus. Selle kujunemisel on määrav klorofülli ja teiste fotosünteetiliste pigmentide koguste vähenemine, millega kaasnevad kloroplastide struktuuri ja fotosünteesi aktiivsuse muutused. Häiritud on suhkrute liikumine fotosünteesi kohast väljapoole, mis võib viia tärklise kogunemiseni. Samas kasutatakse äsja sünteesitud suhkrut vähem struktuursete süsivesikute tootmiseks, küll aga suureneb glükolüüsi ja rakuhingamise aktiivsus. Võimalik, et viirus püüab suunata biokeemilisi radu tootma rohkem viirusele vajalikke nukleiinhappeid ja aminohappeid. Neid protsesse mõjutab reeglina eelkõige viiruse kattevalk. Mitmete viiruste CP võib otseselt interakteeruda tülakoidide membraanivalkudega. Ilmselt on mosaiiksuse (nii nagu ka muude viiruse sümptomite) kujunemises peamine roll siiski RNA vaigistamisel (vt V.3.3). Vastuvõtlikus peremehes kaasneb viiruse paljunemisega ka peremehe RNA-de, sealjuures nii tsütosoolsete kui ka plastiidsete rRNAde sünteesi langus. Väheneb üldvalgu ja kõige rohkem leiduvate peremehe valkude hulk. Viimast on lihtne mõista: põhjuseks on valkude sünteesiks vajalike ressursside puudumine. Arvestades, et üksnes viiruse CP võib nakatatud rakus esindada poolt raku totaalsest valgust, pole ressursside nappus üllatav. Osa rakkude valkude, näiteks tsütoskeleti komponentide ekspressioon võib püsida aga küllaltki muutumatuna. Üldistatud reegleid, kuidas viirus mõjutab vastuvõtlikku taime, on raske esitada, kuna see sõltub suurel määral taime vanusest, arengustaadiumist ning konkreetsest viirus-taim-süsteemist. Reegliks on aga see, et evolutsiooniliselt ei ole viirusele kasulik põhjustada peremehes väga tõsiseid (veel vähem letaalseid) haigustunnuseid. Sellised olukorrad viitavad seetõttu pigem uudsetele viirus-peremees-kombinatsioonidele ehk siis olukorrale, kui viirus pole oma peremehega veel kohanenud. Viirushaigused kultuurtaimede liikides kujutavad endast sageli uute viirus-peremees-kombinatsioonide tagajärge ja on seetõttu tihti metsikutes taimeliikides toimuvatest viirushaigustest raskema kuluga.

			 

			V.3.3. RNA vaigistamine kui taimede viirusvastane kaitsemehhanism

			Eespool kirjeldatud resistentsusmehhanismid baseeruvad taimerakkude võimel ära tunda viirusvalke või viirustele iseloomulikke molekulaarseid mustreid. Taimedel, nagu ka seentel ja loomadel, on evolutsioonis välja kujunenud ka võime spetsiifiliselt ära tunda võõraid või aberrantseid RNA järjestusi. Sellist mehhanismi nimetatakse RNA vaigistamiseks (ingl RNA silencing), kasutatakse ka mõistet RNAi (ingl RNA interference). RNAi alla mahuvad mitmed mehhanismid, mis on vajalikud DNA kordusjärjestuste ning transposoonide ekspressiooni kontrollimiseks, endogeensete järjestuste ekspresseerumise kontrollimiseks organismi arengus või stressis. RNAi on oluline ka muudes protsessides, sealhulgas organismi kaitsmiseks viiruste ning muude patogeenide vastu.

			RNAi mehhanism taimedes on üldjoontes sama kui muudes hulkraksetes organismides (joonis V.25). Selle käivitamiseks on vajalik kaheahelaline (dsRNA, ingl. double-stranded RNA) või tugevaid sekundaarstruktuure (s.t dsRNA lõike) sisaldav RNA. See RNA lõigatakse tüüp III endoribonukleaas Dicer’i poolt väikesteks, tavaliselt 21–25 nukleotiidi pikkusteks dsRNA-deks. Neil väikestel RNA-del on kahenukleotiidilised 3’-üheahelalised üleulatuvad otsad. Ebastabiilsed väikesed dsRNA-d lagundatakse eksonukleaaside poolt; ülejäänud moodustunud RNA-d tavaliselt 2’-O-metüleeritakse ja lahutatakse seejärel üheahelalisteks molekulideks. Üks nendest, nn giid-ahel (ingl guide-strand), mis on sihtmärgiks oleva nukleiinhappe järjestusele komplementaarne, seotakse RISC-kompleksi (ingl RNA-induced silencing complex). RISC-i katalüütiliseks allühikuks on endonukleaasiga RNaas H sarnane ribonukleaas Argonaute ehk AGO. RISC-kompleks paardub sihtmärk-RNA-ga ja lõikab selle katki. Loomades võib AGO-kompleks seonduda ka sihtmärk-RNA-ga ja takistada selle translatsiooni. Harilikult toimub see juhul, kui giid-ahela ja sihtmärkjärjestuse vaheline komplementaarsus pole perfektne, näiteks on selline olukord tavaline mikro-RNA-de seondumisel. Taimedes on peamiseks AGO aktiivsuseks just RNA katkilõikamine. RNA vaigistamist käivitavaid pikki dsRNA-sid sünteesivad endogeensed või viraalsed RNA-st sõltuvad RNA polümeraasid (RdRp, aga ka RDR, ingl RNA-dependent RNA polymerase). RNA vaigistamist võivad käivitada ka RNA transkriptide iseenesliku paardumise tulemusena tekkivad juuksenõelataolised struktuurid või komplementaarsete transkriptide moodustatavad kaheahelalised dupleksid.

			 

			 [image: ]

			Joonis V.25. RNA vaigistamine algab dsRNA lõikamisest Dicer’i poolt 21–25 bp pikkusteks siRNA-deks. Need RNA-d seonduvad RICS-kompleksile (RNA-induced silencing complex); üks RNA-ahel eemaldatakse, teine moodustab giid-ahela, mida kasutatakse sihtmärk-RNA tuvastamiseks. Sihtmärk-RNA-le seondumine toimub komplementaarsuse alusel, seotud sihtmärgi lõikab katki RISC-kompleksi kuuluv ribonukleaas AGO.

			 

			Terminoloogiliselt tähistatakse taimede Dicer-tüüpi ensüüme, mida erinevalt imetajatest on taimedel mitu, lühendiga DCL (ingl Dicer-like protein). Müürloogas on 4 DCL-i, maisis 5 ja riisis 8. Eksogeensete RNA-de lõikamise tulemusena tekivad 21–25 nt pikkused siRNA-d (ingl small interfering RNA). Vastandina siRNA-dele moodustuvad endogeensete miRNA geenide pealt sünteesitud transkriptidest 21–23 nt pikkused mikroRNA-d (miRNA, ingl microRNA). Lisaks sellele moodustuvad endogeensetelt transkriptidelt ka ta-siRNA-d (ingl trans-acting siRNA). See toimub nende eellaste lõikamise kaudu miRNA-de vahendusel. Sarnaselt DCL-idega on taimedes ka palju AGO-valku: müürloogas 10, maisis 18 ning riisis koguni 19. Lisaks on taimedel ka praimerist sõltumatult dsRNA-sid sünteesivaid endogeenseid RNA-st sõltuvaid RNA polümeraase; müürloogas on neid 6, maisis ja riisis 5. Niisugune mitmekesisus annab ettekujutuse sellest, et RNAi on taimedele äärmiselt tähtis ja lubab (õigesti) oletada, et taimedes on see protsess oluliselt mitmekülgsem ja keerulisem kui selgroogsetes loomades. RNAi-d kui järjestusspetsiifilist viirusvastast kaitsemehhanismi võib kirjeldada kui sünnipärase immuunsuse omalaadset varianti. RdRp-d käituvad kui PRR-d, tundes ära konkreetseid PAMP-e ehk antud juhul dsRNA-sid või muid viraalseid nukleiinhappeid. Kokkuvõttes saavutatakse viiruskaitse tänu RISC-kompleksile, mis lõikab viraalsed RNA-d katki, misjärel need degradeeritakse edasi 5’→3’ eksoribonukleaas XRN4 poolt (joonis V.26).

			 

			[image: ]

			Joonis V.26. Antiviraalne RNAi taimedes. DCL – Dicer like protein, RDR – taime RNAst sõltuv RNA polümeraas, vRISC – viiruse RNA-de vastu suunatud RISC-kompleks, XRN4 – raku ribonukleaas.

			 

			Ülal kirjeldatud RNA vaigistamist nimetatakse ka PTGS-ks ehk post-transkriptsiooniliseks geenivaigistamiseks (ingl post-transcriptional gene silencing). Sellega paralleelselt esineb taimerakkudes transkriptsiooniline geenivaigistamine ehk TGS (ingl transcriptional gene silencing). Kui PTGS toimub tsütoplasmas, siis TGS on rakutuumas toimuv protsess. TGS-i sihtmärgiks on viiruse DNA, mida RNA-st sõltuvalt ja järjestusspetsiifiliselt metüleeritakse. Seda teostatakse taimedele ainuomaste RNA polümeraaside RNA Pol IV ja RNA Pol V abil. Pol IV sünteesib RNA-st sõltuva DNA metüleerimise jaoks vajalikke siRNA-sid, Pol V suunab need aga metüleeritavatesse lookustesse. 

			Viirusvastase RNAi käivitamiseks on vajalik dsRNA (joonis V.25, V.26). Positiivse polaarsusega RNA-viiruste puhul on dsRNA viiruse replikatiivseks intermediaadiks ning kaheahelaliste RNA-viiruste puhul on dsRNA nende genoomiks. Samas võivad nii ssRNA- viiruste kui ka viroidide puhul olla Diceri substraatideks ka genoomse RNA sekundaarstruktuurid. Viraalse mRNA sekundaarstruktuurid on RNA vaigistamist käivitavateks päästikuteks ka DNA-viiruste transkriptide ning pöördtranskriptsiooni kasutavate viiruste RNA-de puhul. 

			Efektiivse viirusvastase RNA vaigistamise kujunemiseks taimedes oluline amplifikatsiooni etapp. Kui primaarsed viraalsed siRNA-d (vsiRNA, viral siRNA) on tekkinud, siis sünteesivad taimede RdRp-d neist lähtudes uuesti dsRNA-d, mis omakorda lõigatakse katki, moodustades sekundaarsed vsiRNA-d. ssDNA-viiruste puhul, mille genoome taimeraku tuumas metüleeritakse, osaleb viirusvastases reaktsioonis lisaks PTGS-ile ka TGS (joonis V.27).

			 

			[image: ]

			Joonis V.27. Geminiviiruste vaigistamises on oluline roll TGS-il, milles osalevad taime RNA-st sõltuvad RNA polümeraasid (RDR), Diceri sarnased valgud (DCL), RNA polümeraas IV (Pol IV), DNA-d metüleerivad ensüümid ja mitmed muud rakuvalgud. 

			 

			Ülaltoodut arvestades saab väita, et RNA vaigistamine on ilmselt kõige olulisem viirusvastane mehhanism taimedes. Seda demonstreerib näiteks fakt, et DCL2-,-,DCL3-,-,DCL4-,- kolmik-nokaut taimed on RNA-viiruste suhtes äärmiselt tundlikud või asjaolu, et DCL-i mutantides võivad paljuneda ka viirused, mille jaoks taim ei olnud algselt peremees ehk oli immuunne.

			Taimede puhul on väga oluline arvestada sellega, et vaigistamine ei ole ühe rakuga piiratud autonoomne sündmus, vaid süsteemne protsess, mis levib pärast ühes kohas tekkimist üle kogu taime. See kehtib nii endogeensete geenide vastu indutseeritud vaigistamisekui ka viirusinfektsiooni puhul. Nähtust kutsutaksegi süsteemseks vaigistamiseks ja see kaitseb kogu organismi vastavat järjestust kandvate viiruste eest. Süsteemse vaigistamise indutseerimiseks on vajalik edasikantava signaali olemasolu, mida transporditakse algselt nakatatud rakkudest ülejäänud taime. See transport toimub esmalt läbi plasmodesmide, hiljem aga piki juhtkudesid ja sihtmärkorganis jällegi mööda plasmodesme. Tõenäoliselt liigub signaal sarnaselt viiruse enda liikumisteedega. Selleks edasikanduvaks signaalmolekuliks on kaheahelalised vsiRNA-d. Signaali liikumisega paralleelselt toimub ka selle paljundamine, müürloogas eelkõige RDR6 poolt (joonis V.28).

			 

			[image: ]

			Joonis V.28. RNA vaigistamise signaali süsteemne levik taimes. 

			 

			Äärmiselt efektiivne RNA vaigistamine on ilmselt ka üheks peamiseks põhjuseks, miks enamik taimeliike ei ole enamikule viirustele peremeesteks. Kuidas siis suudavad viirused osas taimedes taolistest kaitsemehhanismidest läbi murda, teinekord vägagi efektiivselt? Üheks vastuseks on, et enamik, kui mitte kõik, taimeviiruseid kodeerivad RNA vaigistamise supressoreid ehk VSR-e (ingl viral suppressor of RNA silencing). VSR-id on enamasti multifunktsionaalsed valgud. VSR võib olla viiruse replikaas, transpordivalk, kattevalk või muu valk, mis lisaks eelloetletud funktsioonidele suudab supresserida ka RNA vaigistamist. Mitmed viirused (closteroviirused, mõned begomoviirused jne) kodeerivad mitut VSR-valku. 

			VSR võib geenide vaigistamist supresseerida kas otseselt või kaudselt. Otsese supressiooni korral:

			
					VSR võib siduda dsRNA-d ja takistada selle sisenemist vaigistamise rajasse. VSR võib siduda ka valmis-siRNA-sid ja takistada nende liitmist RISC-kompleksi. Sellised VSR-id on näiteks tombusviiruste P19 või potyviiruste HC-Pro. 

					Osa VSR-e, näiteks cucumoviiruste 2b ja caulimoviiruste P6, võivad blokeerida DCL-ide funktsioneerimist. 

					Mõned VSR-id, nagu poleroviiruste P0 või potexviiruste P25, seonduvad AGO-valkudega ja initsieerivad nende lagundamise proteasoomis. Ka võivad VSR-id takistada RISC-kompleksi kokkupanemist. Selline funktsioon on carmoviiruste CP- ja ipomoviiruste P1-valgul. 

					VSR-id võivad inhibeerida siRNA-sid metüleerivat ensüümi HEN1. Seda omadust on näidatud closteroviiruste p21 ja tobamoviiruste replikaasivalkude puhul. 

					Begomoviiruste V2 või tenuiviiruste P2 inhibeerivad vaigistamissignaali paljundamist. 

					Geminiviiruste VSR-id AC2 ja C2 takistavad DNA metüleerimist ja järelikult käituvad hoopis TGS-i takistajatena.

			

			Paljude VSR-ide toimimise molekulaarne mehhanism pole veel teada. Siiski on ka juba toodud näidetest ilmne, et erinevate taimeviiruste VSR-idel on väga erinev aktiivsus ning nad on võimelised inhibeerima sisuliselt suvalist etappi RNA vaigistamise rajas (joonis V.29, tabel V.1).
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			Joonis V.29. Erinevad etapid antiviraalses RNA vaigistamises, mida mõjutavad VSR-id (tähistatud punasega). SGS3 (ingl suppressor of gene silencing 3) osaleb RDR6 vahendatud vaigistamissignaali paljundamises; miR168 – AGO1 homöostaasi kontrolliv miRNA; RITS – ingl RNA-induced transcriptional silencing complex. 

			 

			Mõned VSR-id ei ole võimelised mitte üksnes vaigistamist inhibeerima, vaid on suutelised ka vaigistamises osalevaid valke viiruse heaks ära kasutama. Nii seob dianthoviiruste VSR (viiruse replikaas) DCL1-valku. Selle tulemusena kõrvaldatatakse DCL1 vaigistamisest ja liidetakse viiruse replikatsioonikompleksi. Seal käitub DCL1 kui RNA helikaas – ensüüm, mida dianthoviirused ise ei kodeeri, kuid mida on RNA replikatsiooni juures vaja. On ka viiruseid, mis seni teadaolevalt VSR-e ei kodeeri, kuid takistavad muul moel viirusvastast vaigistamist. Nii seondub umbraviiruste ORF3 poolt kodeeritav valk viraalse RNA-ga ja kaitseb seda vaigistamise eest. 

			 

			Tabel V.1. Taimeviiruste VSR-valgud ja nende võimalikud funktsioonid (2018. a lõpu seisuga).

			[image: ]

			 

			VSR-id võivad mõjutada vaigistamist ka hoopis kaudsemalt. Näiteks indutseerib tombusviiruste multifunktsionaalne VSR P19 muu hulgas ka miR168 avaldumist. miR168 omakorda kontrollib AGO1 akumuleerumist rakus ning seetõttu vähendab selle miRNA sisalduse tõus RNA vaigistamise efektiivsust. Huvitavat vaigistamisevastast taktikat kasutavad caulimoviirused, näiteks lillkapsa mosaiigiviirus (Cauliflower mosaic virus, CaMV). Need pararetroviirused ekspresseerivad lisaks viirusvalkude translatsiooni ja viiruse replikatsiooni jaoks vajalikele 19S RNA-le ning 35S RNA-le veel massiliselt väikest 8S RNA-d. 8S RNA on väga tugeva sekundaarstruktuuriga mittekodeeriv RNA. Tänu oma struktuurile on tegemist väga hea substraadiga DCL-valkudele. Nii ongi 8S RNA omalaadne peibutusmolekul, mis „meelitab“ vaigistamise masinavärgi kõrvale viiruse jaoks oluliste RNA-de katkilõikamiselt.

			VSR-ide olemasolu ei taga üksnes viiruste edukust paljunemisel, vaid võib olla ka üks olulisemaid viirushaiguste sümptomite kujunemise tegureid taimedes. Nagu eespool välja toodud, on mitmed miRNA-dega ja ta-siRNAdega seotud rajad olulised taimede arengubioloogias ja regulatoorsetes protsessides. Nende väikeste RNA-de küpsemiseks on vajalikud suuresti needsamad valgud, mis ka viirustest lähtuvate siRNA-de puhul. Seega, kui VSR-d mõjutavad viirusvastast RNA vaigistamist, siis paratamatult mõjutatakse ka raku endogeenseid protsesse. Nii põhjustabki mitmete VSR-ide transgeenne ektoopiline ekspresseerimine taimede arenguhäireid. Lisaks võivad füsioloogilisi ja arengubioloogilisi protsesse mõjutada viirusvastased siRNA-d ja viroididest lähtuvad siRNA-d. See leiab aset juhul, kui need RNAd on rakuliste transkriptidega perfektselt või ligilähedaselt perfektselt komplementaarsed.

			Vaigistamine ei pruugi mõjutada üksnes endogeensete järjestuste ekspresseerumist. Sel võib olla mõju ka mitmele samal ajal taime nakatavale viirusele. Juba 1929. aastal kirjeldati ristkaitse- (ingl cross-protection) nähtust, kus taime nakatumine ühe viirusetüvega kaitseb sedasama taime teise, tunduvalt tõsisemaid haigustunnuseid esilekutsuva, sama viiruse teise tüve eest. Ristkaitset kasutatakse mõningatel juhtudel viirushaiguste kontrollimiseks põllul. Näiteks on nakatatud taimi mõõdukate viirusetüvedega (Citrus tristeza virus, Papaya ringspot virus) ja mõnede muude viirustega viirustevastase kaitse saamiseks. Ilmselt on ristkaitse molekulaarseks mehhanismiks enamasti RNA vaigistamine, kus leebe tüve tekitatud vsiRNA-d aitavad vaigistada ka homoloogilise raske haiguskuluga tüve. Tuntakse ka vastupidist nähtust – sünergismi, kus kahe viiruse üheaegne infektsioon tekitab peremehes tõsisemaid haigustunnuseid kui ükskõik kumma viiruse tekitatud infektsioon eraldi. Sünergismi põhjustab ühe viiruse VSR, mis võimaldab senisest edukamalt akumuleeruda ka teisel viirusel; VSR võib isegi võimaldada viirusel, mis tavaolukorras konkreetset taime nakatada ei suuda, teha seda koosinfektsiooni tingimustes. Sünergismi on hästi kirjeldatud näiteks PVX (Potato virus X, potexviirus) ja PVY (Potato virus Y, potyviirus) koosinfektsioonil. PVY/PVX sünergismi puhul pärinevad VSR-id peamiselt PVY-lt ja aktiveeritav viirus on peamiselt PVX. Samas ei pruugi soodustav efekt olla alati ühesuunaline, see võib olla ka vastastikune.

			 

			Kordamisküsimusi

			
					Milliseid haigustunnuseid tekitavad peremehel taimeviirused?

					Kuidas toimib PAMP-de poolt vallapäästetud immuunsus ehk PTI?

					Kuidas toimib efektormolekulide poolt vallapäästetud immuunsus ehk ETI?

					Mis on ja kuidas toimib süsteemne omandatud resistentsus ehk SAR?

					Millised raku valgud võivad taimedes tekitada retsessiivse viirusresistentsuse ja kuidas see toimib?

					Mis on RNA vaigistamine ja kuidas see kaitseb taimi viiruste vastu?

					Kuidas tekib ja püsib süsteemne vaigistamine viiruste vastu?

					Mis valgud on taimeviiruste VSR-id? Nimetage mõned VSR-id ja kirjeldage nende toimemehhanisme.
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Crinivirus SPCSV, SPVD RNase3 Endonukleaas
SPCSV P22 Seob siRNA
CYSDV P25 Pole teada (parast siRNA tekkimist)
ToCV P22 Seob siRNA
ToCV CP Pole teada
ToCV Cpm Pole teada
Cucumovirus CMV, TAV 2b Seob ssSRNAJ ja pikki dsRNA molekule,
DCLI allareguleerimine, seob AGOI ja
AGO4, AGOI allareguleerimine miR168
iilesreguleerimise kaudu, RDR6 allare-
guleerimine, mdjutab sekundaarsete siR-
NA-de tekkimist
Curtovirus BCTV L2 Mgjutab metiileerimist ADK inhibitsiooni
kaudu
Dianthovirus RCNMV Replikaas Seob DCL1, m&jutab miRNA radu
RCNMV MP Pole teada
Enamovirus PEMV-1 PO Destabiliseerib AGO1
Furovirus SBWMV, CWMV | P19 Pole teada
Hordeivirus BSMV, PSLV vB Seob siRNA
llarvirus AV-2 2b Pole teada
Ipomovirus SPMMV P1 Seob AGO
CVYyVv Plb Seob 21 ja 22 nt pikkuseid siRNA moleku-
le, proteaas, oletatav Zn-sdrme struktuur
Mastrevirus WDV Rep Seob siRNA
WDV RepA Pole teada
Nepovirus ToRSV Cp Vahendab AGO]1 degradatsiooni
Nucleorhabdo- RYSV P6 Blokeerib RDR6 vahendatud sekundaarse-
Virus te siRNA-de tekkimist
Oryzavirus RRSV Pns6 Pole teada
RDV Pnsl0 Pole teada
Pecluvirus PCV P15 Seob siRNA, mgjutab miRNA radu
Phytoreovirus RDV PNSI10 Seob siRNA, RDRG6 allareguleerimine
RGDV PNSI1 Pole teada, mGjutab miRNA radu
RGDV PNSI12 Pole teada, lokaliseerub tuuma
Poacevirus TriMV, SCSMV Pl Pole teada
Polerovirus BWYYV, PLRV, PO Destabiliseerib AGO-sid
CYDV, BMYV,
TuYV, MABYY,
ScYLV, CLRDV,
CABYV
Potexvirus PVX, PIAMYV, P25 AGOI degradeerimine, koagregeerumine
AV3, WcIMV, (TGBpl) koos SGS3/RDR6-ga, X-kehade organisee-
TVX, PepMV rija
PepMV CP Pole teada (blokeerib siisteemset signali-
seerimist)
Potyvirus TEV, ZYMV, PVY, | Hc-Pro Seob ds- ja siRNA, blokeerib primaarsete
TuMV, SCMV, siRNA biogeneesi ldbi RAV?2 interaktsioo-
SMV, TVY, PVA, ni, seob ja blokeerib HEN1 metiiiiltransfe-
PRSV raasi, AGOI allareguleerimine miR168
iilesreguleerimise kaudu, RDR6 allaregu-
leerimine, mGjutab sekundaarsete siRNA
tekkimist, mojutab miRNA radasid
PPV P1-HcPro Pole teada
PVA VPg Interakteerub SGS3-ga
Rymovirus AgMV, HoMV Hc-Pro Pole teada
Sobemovirus CfMV, RYMV Pl DCL4-st s6ltuva 21 nt siRNA delokalisee-
rimine, 24 nt siRNA vihenemine, Zn-sor-
me-sarnane
CftMV Cp Pole teada, lokaliseerub tuumas
Tenuivirus RHBYV, RSV NS3 Seob dsRNA ja RNA/DNA duplekseid,
seob ssRNA
RSV P2 Interakteerub SGS3-ga
Tobamovirus TMYV, YoMV(OR- | P126 Mgjutab HEN1 vahendatud metiileerimist,
MV) akumuleeruvad uued miRNA-sarnased
sRNA-d
ToMV P130 Seob siRNA
™V P122 Seob siRNA ja miRNA, AGOI allaregu-
leerimine miR168 {ilesreguleerimise kaudu
Tobravirus TRV P16 Pole teada (parast dsRNA tekkimist)
TRV P29 Pole teada
PepRSV P12 Pole teada
Tombusvirus CymRSV, CIRV, P19 Seob ds-sRNA, m&jutab sSRNA 3’ metiilee-
TBSV rimist, AGOI1 allareguleerimine miR168
iilesreguleerimise kaudu
CNV P20 Pole teada
Tospovirus TSWYV, GBNV NSs Seob siRNA, miRNA ja dsSRNA
Trichovirus ACLSV P50 MP Pole teada (ei mojuta lokaalset supressioo-
ni)
Tritimovirus WSMV, ONMV Pl Pole teada
Tymovirus TYMV P69 Reguleerib iiles DCL1 ja miRNA, inhibee-
rib DNA metiilatsiooni
CVB P12 Pole teada (Zn-s6rme doméinist sGltuv)
Vitivirus GVA P10 Seob siRNA

" Tabelis toodud viiruste perekondade ja liikide nimekiri ei piirdu &piku tildosas kirjeldatud viirustega.
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