Korabbi kisérleteink soran a szilva himl6 virus (PPV) kopenyfehérje (CP) génjével és 3° nem
koédold régioval sikeresen transzformdltunk novényeket, melyek rezisztensek voltak a
feliilfert6zo virussal szemben. Az irodalmi adatok alapjan a géncsendesités alapu rezisztencia
akkor volt a leghatékonyabb, ha a konstrukcidban a gén Un. inverted repeat formaban, vagyis
egymast kovetden szenz és antiszenz formaban is jelen volt, koztik pedig egy kitdltd, un.
spacer szekvencia helyezkedett el, amely egy rovid intron szekvencia. Elkészitettilk a
konstrukciot (1. abra).
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1.4bra Az intront tartalmazé génkonstrukcié felépitése.

A konstrukci6 tartalmazza a karfiol mozaik virus 35S prométerét, a NOS terminacids szignalt,
¢és e két szabalyoz6 régio kozott a hasznos gént, vagyis a szilva himld virus kdpenyfehérje
Solanum tuberosum IV/ST-LS1 189 bazispar (bp) hosszu intronjat. A tarnszgén és
feliilfert6zo virus kozti esetleges rekombinaciot elkeriilendd a konstrukcié nem tartalmazta a
3’ nem kodolo régiod legvégét, amit a virus polimeraza felismer a replikdcido soran. A
kopenyfehérje gén szekvenciajat ugy illesztettik a konstrukcioba, hogy fehérjetermék ne
keletkezzen rdla, valamint nem tartalmazta a gén 5° végét, ami a levéltetiivel valo atvitelért
felelés. A kész konstrukciot bejuttattuk Agrobacterium tumefaciens-be, majd ennek
segitségével transzformaltunk kisérleti dohanynovényeket. A transzformdcido soran 14
ndvényi vonalat neveltiink fel, mely a hasznos génen kiviil tartalmazta a kanamicin
markergént. A 14 vonalbdl csak 3 vonalat talaltunk transzgénikusnak a PCR tesztelés soran. A
harom vonal utédnemzedékébdl 6tot vizsgaltunk a szilva himld virus elleni rezisztencidra
valamint a transzgén hasadasara. Osszesen 1 vonalrol sikeriilt bizonyitani, hogy nem hasado
¢s egyben rezisztens a feliilfert6z6 virusra. A hasadasi teszteknél az utodnemzedék magjaibol
otvenet helyeztiink kanamicint tartalmazo taptalajra, €s csak azzal dolgoztunk tovabb melybdl
100%-o0s aranyban tudtunk névényeket felnevelni. Célkitlizés volt, hogy az EU elvarasoknak
megfelelden markermentes, tehat antibiotikum rezisztencia gént nem tartalmazo
konstrukcioval is hozzunk létre transzgénikus dohanyokat. Ebben az esetben a transzformacié
utan nincs lehetdség szelekcidra, a novények transzgénikus voltat csak PCR teszt segitségével
lehet megallapitani. Ez azt jelenti, hogy sokkal nagyobb vonalszdmot kell eldallitani, hiszen a
regeneracid soran a nem transzgénikus regeneransak is megjelennek, s6t nagysagrendekkel
nagyobb gyakorisdggal, mint a transzgénikus novények, mert a transzformacié hatékonysaga
lényegesen alacsonyabb, mint a regeneracioé.

A kanamicin mentes konstrukcioval vald transzformalas utdn el@szor 27 vonalat neveltiink
fel, késébb kiilonb6zo transzformaciokbol Osszesen 450 vonalat neveltiink fel. Ezeket a
vonalakat 5-6s poolokban teszteltiik PCR segitségével. Azokbdl az 6tds csoportokbol, melyek
pozitiv eredményt adtak, elvégeztik az egyedi teszteket. Az Osszesen 477 vonalbol 15
mutatott pozitiv eredményt PCR-rel, vagyis ezek voltak transzgénikusak a szilva himl6 virus
kopenyfehérje génjére. Ezen vonalak utédnemzedéknek eldallitdisdhoz, a hasadas
megallapitdsdhoz a magot fogtunk. Tovabbi vizsgélatok azt mutattdk, hogy a 15 egyedbdl
csupan egy tartotta meg transzgénikus tulajdonsagat a fenntartdsok soran. Ennek az egy
vonalnak a felszaporitdsat, utodnemzedékének hasadési tulajdonsagait, €s rezisztencidjat



teszteltiik. A magfogasbol 29 novényt neveltiink fel ebbdl 20 ndvény rezisztens lett 9 pedig
fogékony (2. dbra)

2. é&bra Transzgénikus fogékony (bal oldal) és a transzgénikus rezisztens (jobb oldal)
Nicotiana benthamiana névények harom héttel a virusinokulacio utan.

Az eredmények alapjan jol megfigyelhetd, hogy egy viszonylag konnyen transzformalhatd
ndvényfaj transzformacion atesett és szelekcid nélkiil felnevelt kozel 6tszaz egyedébdl, csak
egy mutatott sikeres transzformaciot, a transzgén stabil beépiilését. Ez eldre vetiti, hogy egy
nehezen transzformalhato fas, csonthéjas novény transzformdacios kisérletei sordn milyen
hatékonysaggal van esély transzgénikus egyedek eldallitasara, ahol a transzformacid utan
nincs lehetdség eldszelekciora.

Azokbol a novényekbdl melyek transzgénikusak voltak és tartalmaztdk a kanamicin gént az
oltasi kisérleteket végeztiink annak megallapitasara, hogy a transzgénikus €s virusrezisztens
novények alanyként haszndlva indukalnak-e rezisztenciat a transzgénikus, de nem rezisztens
nemesben, illetve a nem transzgénikus nemesben.

Az elso oltasi kisérletben felhasznalt novények a kovetkezok voltak:

Oltasi alanyok: 23/3 vonal transzgénikus, rezisztens 12/14 vonal transzgénikus, fert6zhetd
nem transzgénikus Nicotiana benthamiana.

Oltas tipusok: 13/3 és 12/14 egymassal, felvaltva alanyként és oltottként (két varians) 13/3 és
nem transzgénikus, felvaltva alanyként és oltottként (két varians) 12/14 és nem transzgénikus,
felvaltva alanyként és oltottként (két varians).

Fert6z¢és: Minden varianst még két csoportra bontottunk, és fertdztiik PPV-vel az oltas alatt
¢s felett, igy 12 novény tipust vizsgaltunk.

A PPV-vel val6 inokuldlds utdn két héttél kezdddden hetente, hat héten at vizsgaltuk a
novényeket 6-7 ismétlésben, kivéve a fogékony alany és nemes kombindciokat, ahol 4
ismétlésben végeztiikk a kisérleteket. Igy Osszesen hetven oltott novényegyedet teszteliink.

A kisérleti eredmények azt mutatjdk, hogy minden olyan kombinacioban, ahol a nem
transzgénikus részt, vagy a nem rezisztens transzgénikus részt inokulaltuk ezek a novényi
részek fert6zodtek és a transzgénikus rezisztens rész sem alanyként, sem nemesként nem tudta



biztositani a rezisztenciat a nem rezisztens részeknek. Amennyiben a rezisztens részt mind
alanyként mind nemesként inokulaltuk, ahogy elvarhat6 volt a novények ezen részei sem, €s
az oltvany nem rezisztens részei sem fertézodtek 22 vizsgalt esetben. Ez aldl csak 5 esetben
talaltunk kivételt, amikor a rezisztens részt inokuldlva a nem rezisztens részeken, megjelentek
a virus tipikus tiinetei. Ez a vizsgélt rezisztens, nem rezisztens kombindcidkra lebontva
tipusonként egy-egy eléfordulast jelentett.

Két kombinacional, ahol az alany a rezisztens transzgénikus rész volt a nemes pedig nem
transzgénikus ¢és transzgénikus fogékony részek voltak, és az elsd transzgénikus rezisztens
részen torténd inokulalds utdn a nemes részen nem jelentkeztek tiinetek az elvartaknak
megfelelden a novényeket az elsd inokulalast kovetden 1 honappal ujra inokulaltuk. Az
inokuldlast azonban most nem a rezisztens részen, hanem a fogékony részen végeztiik el,
annak tesztelésére, hogy az elsd inokulalas a rezisztens részen indukalt-e rezisztenciat a
fogékony részeken. Azt talaltuk, hogy a fogékony részek minden esetben fertdz3dtek. igy a
dohanykisérletek alapjan az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy az oltvanyoknal a transzgénikus
rezisztens rész nem képes a teljes novény védelmét biztositani a virus ellen.

A Kkisérleteket olyan iranyban folytattuk tovabb, hogy vajon a szilva himl6 virusra rezisztens
ndvényt fertdzve mas virusokkal a ndvény tovabbra is megtartja a rezisztencia tulajdonsagat a
PPV-re vagy sem. Az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a transzgénikus novényekben a
rezisztenciat biztosité gene silencing mechanizmus, mas virus fertézése altal kikapcsolhato,
szupresszalhato, igy a korabban egy adott virusra rezisztens novény fogékonnya valik. Ez
azzal magyarazhat6, hogy ebben az esetben a feliilfert6z6 virusok fehérjéi, melyek gén
csendesités szupresszalo aktivitassal rendelkeznek, blokkoljak a novény természetes védekezo
mechanizmusat, amely eddig miikdott az ellen a virus ellen, amelyre transzgénikus volt a
novény. Ez a termesztés szempontjabol fontos kérdés, mert ha egy rezisztens ndovényt mas
virus feliilfertdz, és igy a névény elvesztheti rezisztencidjat, akkor mit sem ér a transzgénikus
uton kialakitott rezisztencia. A kisérleteket megkezdtiik, a rezisztens novényeket a PPV-n
kiviil a burgonya Y virussal (Potato virus Y, PVY), a paprika érfoltossag virussal (Pepper
veinal mottle virus, PVMV), az uborka mozaik virussal (Cucumber mosaic virus, CMV) és a
burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) fertéztiik feliil. A PVY a PVMV a PPV-vel egyiitt
a potyvirusokhoz tartozik, melyek gén csendesités szupresszora a helper komponens
virusfehérje, a CMV a cucumovirusokhoz tartozik, szupresszoruk pedig a 2b fehérje.

Az oltasi kisérletekben 4 féle novényt hasznéltunk:

1. Transzgénikus PPV fogékony alany és transzgénikus PPV rezisztens nemes

2. Transzgénikus PPV rezisztens alany és transzgénikus PPV fogékony nemes (az el6z6
forditottja)

3. Nem transzgénikus (fogékony) alany és transzgénikus PPV rezisztens nemes

4. Transzgénimus PPV rezisztens alany és nem transzgénikus (fogékony) nemes (az

a4

el6zo forditottja)

Mind a négy tipusnal a fertdzhetd részt PPV-vel inokuldlva, majd késobb a kiilonbozo
virusokkal feliilfertézve a rezisztens részek tovabbra is megdrizték PPV rezisztenciajukat. A
nem rezisztens részt vizsgalva minden esetben ki tudtuk mutatni a PPV mellett a kiilonb6z6
feliilfert6zd virusokat.

A konkluzié az a kisérleti eredmények alapjan, hogy egy rezisztens novény, ha mas virus
feliilfertdz, akkor sem fogja elveszteni az adott virusra a rezisztenciajat. Ez nemesitési és



termesztési szempontbol nagyon fontos kérdés, mert sok esetben a novényeket nem egyféle
virus fertézheti meg a termesztetd berendezésben ill. a szabadfoldon.

A szilva transzformdacios kisérletekben levélnyelet (3. abra) és sziklevelekkel (4. abra)
dolgoztunk. Levélnyél esetén 3 konstrukcidt hasznéltunk:

1. PPV kopenyfehérje (CP) gén + kanamicin rezisztencia gén + GUS gén.
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Ebben az esetben 8 transzformaciobodl 6sszesen 20 fliggetlen transzformanst neveltiink
fel ebbdl a fele az elsé vizsgalatuk alapjan transzgénikusnak bizonyult a PPV CP
génre, ugyanakkor negativak voltak GUS festésre. A mdasodik vizsgalatban, ezen
ndvények vegetativ tovabbszaporitdsa utan mar negativak voltak a CP génre.

2. PPV kopenyfehérje (CP) gén kétféle orientacidoban (inverted repeat + intron)
markermentes.

. PPV CP Add dD I

Ebben az esetben 2 transzformaciobol 2 vonalat tudtunk felnevelni melyek a
transzgénre PCR vizsgalattal negativak voltak.

3. PPV kopenyfehérje (CP) gén kétféle orientdcioban (inverted repeat + intron) +
kanamicin markergén.

A 9 transzformaciobol szdrmazd 42 fiiggetlen transzformansbol PCR-rel 39 negativ
volt ill. 3 pozitiv, az elsd vizsgalatkor. A masodik vizsgalatnal a korabban 3 pozitiv
vonal negativ eredményt mutatott.

3. ébra A levélny¢l transzformacio és regeneracio 1épései



Sziklevél transzformacio esetén két konstrukcidt hasznaltunk:

1. PPV kopenyfehérje (CP) gén kétféle orientdcidban (inverted repeat) + GUS gén +
kanamicin rezisztencia gén. Egy transzformaciobol 16 sziklevélen 81 fliggetlen
transzforméaciobol sziiletett hajtast neveltiink fel, ebbdl PCR-rel 70 negativ és 11
pozitiv volt illeteve GUS festéssel mind a 81 negativ volt az elsd vizsgalatkor. A
masodik analizis soran a 11 PCR pozitiv negativ eredményt adott.

2. PPV kopenyfehérje (CP) gén kétféle orientacidban (inverted repeat) + kanamicin
markergén. Kilenc transzformaciobol 288 hajtast neveltiink fel 70 sziklevélbdl,
ezekbdl az els6 PCR-es vizsgélat sordn 57 bizonyult pozitivnak.

4. 4dbra A sziklevél transzformacio €s regeneracio 1épései

A rutintesztelések soran, amikor kiilonb6zo helyekrdl szarmazo fertdzott szilvakat vizsgaltunk
PCR technikaval, felfigyeltiink egy olyan izolatumra (B1298), mely rovidebb PCR teméket
adott a vartnal. Lagyszaru tesztnovényekbdl dssznukleinsav kivondst végeztiink, amit reverz
transzkripcid, majd PCR kovetett. A PCR terméket klonoztuk és nukleinsav sorrendjét
meghataroztuk.

A kopenyfehérje gén vizsgélatakor 135 nukleotid hossziusdga (45 aminosav) deléciot
mutattunk ki a gén 5’ végén. A PPV kdpenyfehérjében 1évo deléciora ez idaig csak harom
masik példa (PPV-NAT, PPV-SH, PPV-KAZ) ismert, de nem ilyen nagymértékii, csak 15, 14
ill. 2 aminosavas deléciok (5. abra).

NAT ADEREDEEEVDA---=--=-—=-—-—-—- LQPPPVIQPAPRTTAPMLNP IFTPATTQPATKPVSQVSGPQLQTFGTYSHEDASPSNSNALVNTNR
SH ADEREDEEEVDA---=-==—=————-— 1LQPPPVIQPAPRTTAPMFNP IFTPATTQPATKPVSQVSGPQLQTFGTYGNEDASPSNSNALVNTNR
KAZ ADEREDEEEVDAGKP IVVTAPAATSP ILQ--PVIQPAPRTTAPMFNP IFTPATTQPATKPVSQVSGPQLQTFGTHGNEDASPSNSNALVNTNR
B1298 ADEKEDDEEVDAGKPPVVTAPAATVATTQPAPVIQPAIQTTT LVNTGR

BT-H  ADEKEDDEEVDAGKPTVVTAPAATVATTQPAPVIQPAIQTTTPMFENP IFTPATTQPAIRPVSP ISGATPQSFGVYGNEDASPSTSNTLVNTGR

5. abra A delécioval rendelkez6 izolatumok CP amino-terminalis részének dsszehasonlitasa, a
delécioval nem rendelkezé BT-H magyar kokény izolatummal.

Annak tisztazasara, hogy nem PCR mitermékrdl van sz6, ezt a rovidebb kopenyfehérje gént
tartalmazd szakaszt beépitettiik a kordbban elkészitett SK-68 virus izolatum fert6z6képes
klonjaba. A kopenyfehérje csere nem volt hatassal a virus létfontossagu ¢€letfolyamataira.
A B1298 izoldtumban a mutdcié nem érintette a levéltetlivel valo atvihetoségért felelés DAG
aminosav motivumot, a mutacié ez utan helyezkedett el a genomon és levéltetli atviteli
kisérletek is pozitivak voltak. Szdmitdégépes analizis segitségével elkészitettik a B1298
izolatum CP-jének feltételezett harmadlagos szerkezetét. A mutaci6 nem eredményezett
strukturalis valtozast a fehérje szerkezetében.

A B1298 izolatum kimutathatosagat kiillonb6zo kereskedelmi forgalomban talalhatd poli- és
monoklonalis antitestekkel teszteltiik. A felhasznalt antitestektdl fliggden eltérd eredményeket
kaptunk, bizonyos antitestek esetében az izolatum rossz hatékonysaggal, vagy egyaltalan nem
volt kimutathatd western blot segitségével (6. d&bra). Ugyanakkor bizonyitottuk, ezt az



izolatumot is beleértve, hogy Eurdpaban az tigynevezett rekombinans izoldtumok foldrajzi
elhelyezkedéstdl fiiggetleniil széles korben elterjedtek. Ezek az izoldtumok a két {6
szerologiai modszerekkel felallitott M és D tipusok kozotti rekombinansak. A rekombinéacios
pont a kopenyfehérje elétt az NIb génben taldlhatd, de ez a rekombindciés esemény a
kopenyfehérje néhany aminosavanak megvaltozasaval is jart.

A. Real Durviz PPV specifikus antitest
B. DSMZ PPV (AS-0019) antitest

C. Bioreba AP konjugalt antitest

A B C
D. Real Durviz PPV M specifikus (Al) antitest
E. Real Durviz PPV specifikus (5B) antitest
'——'- —— -1 F. Sanofi PPV M+D specifikus AP konjugalt antitest
A-C poliklén antitestek
D E F D-E monoklon antitestek
1 SK68 fert6zéképes klon
2 Pd4 PPV izolatum
3 Fert6zOképes klon, mely tartalmazza a B1298 izolatum CP régiojat
4.  Egészséges novényi kivonat

6. abra Kiilonboz6é klonok ¢és izolatumok kimutathatdosdganak vizsgéalata eltérd antitestek
esetén Western blottal.

Megvizsgaltuk a delécioval rendelkezd izolatumot kompeticids kisérletben, hogy vajon
rendelkezik-e eldnnyel a delécidval nem rendelkezd virussal szemben. Egyiittfert6zés utan 2-3
héttel 1), egészséges novényekre passzaltunk. Az eredmények azt mutattak, hogy a delécioval
nem rendelkezd klonbol szarmazd virus mennyisége a masodik passzalast kovetden a
detektalasi hatar ala esett és mar csak a delécios kopenyfehérjét tartalmazé klon volt nagy
mennyiségben kimutathaté Western blottal (7. abra).
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7. abra Kompeticios kisérlet



Nemzetkozi egyiittmiikodésben vizsgaltunk szamos eurdpai PPV izolatumot, eredményeink
azt mutatjak, hogy az izolatumok ko6zott szdmos rekombinans volt a D és M tipus kozott.
Meghataroztuk a rekombinacids pont helyét az NIb génben, mely minden esetben ugyanazon
helyen tortént. Azonositottunk ugyanakkor egy masik rekombinécios pontot is a P3 génben
(8. abra).
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8. abra Egy rekombinans izolatum filogenetikai 6sszehasonlitasa az 6sszes elérhetd teljes PPV
szekvenciakkal.

Az abra grafikusan mutatja a filogenetikai kapcsolatot a teljes genomra vetitve. Az abra
tetején a genomszervezOdés lathato, az aljan pedig a genom hossza (x tengely), mely mutatja
a filogenetikai inhomogén helyeket (2813, 8450 nt). Az eltérések (y tengely)vizsgalata
filogenetikai tavolsadg szamitas alapjan tortént 40 bazisonként végig a genom teljes hosszan. A
nyil a rekombinécio6 helyeit mutatja.
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egyben a detektaldsi modszerek folyamatos frissitésének sziikségességére. A kopenyfehérje
gén valtozékonysaganak vizsgalata fontos a haté¢kony virusrezisztencia kialakitasdban.



