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Novényvédelem génsebészeti iton létrehozott virus-specifikus
interferdlé molekuldk segitségével
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MTA Novény védelmi Kutaté Kozpont,
Budapest
*Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatékézpont,
Godollg

Az in vitro rekombindns DNS technika al-
kalmazdsdt a novényvirolégiai kutatisokban
jelentGsen megnehezitette, hogy a legtébb no-
vényi virus messenger RNS polaritisi RNS ge-
nommal rendelkezik, és szaporoddsuk sorin
‘nem keletkezik DNS intermedier. A technikai
dttorést néhdny évvel ezeldtt az jelentette,
hogy a virdlis RNS genomrdl késziilt DNS
masolatot (képia DNS = ¢cDNS) egy specifikus
bakteridlis pronidter szekvencia utdn épitették
be, amelynek segitségével a cDNS-dl ismétel-
ten egyszali RNS molekuldt lehetett szinteti-
zaltatni inn vitro (Melton et al. 1984). E modszer
segitségével sikeriilt fertdzdképes novényi virust
is szintetizdlni (Ahlquist et al. 1984). A fenti
technika lchetdvé teszi, hogy rutin génsebészeti
modszerckkel a szilkséges dtalakitdsokat a
cDNS intermedieren elvégezziik, majd azutian
bioldgiailag aktiv  RNS molekuldkat szinteti-
zaltassunk mind az in vive, mind az in vitro
kisérletekhez.

A mdsik jelentds technikai vjitast a ndvényi
molekuldris bioldgidban érték el: kidolgoztdk
a novényi transzformdciés rendszereket (Her-
rera-Estrellz et al. 1983).. Az ,jidegen”, kiva-
lasztott gént az Agrobacterium tumefaciens
dtalakitott Ti plazmidja segitségével bejuttat-
tdk a novényi scjteckbe, amelycket azutin teljes
novényckké regenerdltattak. A transzformadlt
sejtekbdl felnevelt novények minden sejtje
tartalmazta az ,idegen” gént,amely a mendeli
oroklodés szabdlyai szerint az utdédokba ivaros
liton is atjutott.

A fent emlitett két maodszer 4j lehetdsége-
ket tart fel a molekularis névényvirolagia és a
virusok elleni novényvédelem szdmdra. Igéretes-

nek litszik, hogy a virusok replikdcidjival inter-
ferdlé molekuldk névényekbe torténd bejut-
tatdsdval virusrezisztens novényeket dllitsunk
eld ancikiil, hogy ez a koérnyezetre veszélyt
jelenter:. Dolgozatunkban vizolijuk a mar
elért, vagy vdrhatéan a kozeljovdben meg-
valosulé eredményeket, illetve ijabb Iehetd-
ségekrdl adunk rovid dttekintést.
Az interferdlo molekula: a virusok
kdapenyfehérjéje

A novények virusok elleni rezisztencidjinak
egyik régota jol ismert esete az Un. keresztvé-
dettség (cross-protection) — az a mechanizmus,
amelynek segitségével az elséd virusfertSzés
meggitolja az idSben madsodik, rokon virus
fertozésének kialakuldsdt {(Hamilton 1980).
Rendszerint az elsd (védd) torzs enyhe tiinete-
ket okoz, olykor tiinetmentes és a névények-
ben megakaddlyozza egy siilyos tiineteket eld-
idéz6 torzs feliilfertéz8désének kialakuldsdt
(Fulton 1986). Sajnos a keresztvédettség
mechanizmusa pontosan nem ismert. Mivel a
kisérleti adatokbdl szdrmazd feltételezésck
szerint a védettsdeg kialakitdsdban legnagyobb
valosziniiséggel az elsé torzs burokfehérjéjé-
nek vagy nukleinsavinak van szerépe, ezért nem
megleps, hogy szamos laboratériumban kezd-
ték el a kiilonbozs virusok képenyfehérje gén-
jeinek beépitését olyan ndvényekbe, amelyck
az adott virussal szemben fogékonyak. lgy 4l-
litottak mdr el6 transzgenikus dohdnyndvé-
nyeket, amelyek a dohany mozaik virus {tobac-
co mosaic virus = TMV), a lucerna mozaik virus
(alfalfa mosaic virus = AIMV) és a burgonya X
virus (potato X virus = PVX) kdpenyfehérjét
termeltek (Powel-Abel et al. 1986, Tumer
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et al. 1987, Loesch=Fries et al. 1987, Van Dun

et al. 1988, Cuozzo et al. 1988, Hemenway et
al. 1988). Ezt ugy érték el, hogy az adott virus

- kopenyfehérjéjét kédold gént klénoztdk, majd
azt a kelvirdg mozaik virus (CaMV) 358 promo-
teréhez kapcsoltik és a fent emlitett Ti plazmid
vektor segitségével bejuttattdk az adott virus-
sal szemben fogékony dohdny sejtjeibe.

A regenerdlt névények jelentés mennyiségi
kopenyfehérjét termeltek (0,05-0,1%-it a levél
fehérjetartalménak) és rezisztensek voltak az
adott virussal szemben (Beachy et al. 1987).
A rezisztencia csak az adott virus és annak ko-
zeli rokonai ¢llen nyilvanult meg. A TMV ko-
penyfehérje génjével mar paradicsomot is
transzformdltak, sot a transzformalt névénye-
ket szantofdldon is vizsgdltdk (Nelson et al
1988). Az credmény felettébb biztatd volt:
a transzgenikus ndvények rezisztensnek bizo-
nyultak a TMVwvel és kozeli rokon paradicsom
mozaik virussal (tomato mosaiv virus = ToMV),
valamint annak ket olvan térzsével szemben is,
amelyek még a Tm--2-es rezisztenciagént is at-
torik. Mig a kontroll novényeknél 25—35%-0s
termésvesztesézet okozatt a2 ToMV fertozés,
addig a transzgénikus ndévényeknél nem volt
mérhetd a veszteség. A transzgenikus nové-
nyek agrondmiai sajitossigai megegyeztek a
kontroll névenyekével.

Az interferdlo maolekula:
virus specifikus RNS, ,antivirus’ _

- Az eldzd vészhen emlitett keresztvédetiség
kialakuldsdban a ,,véd&” torzs kopenyfehérjéjén
kiviil annak nukleinsava is részt vehet: az ido-
ben masodik virus fertézését azdital gatolja az
elsé virus, hogy az extra mennyiségben jelenle-
voé RNS-¢ hibridizdl a masodik virus RNS-ével,
meggdtolva annak replikdcidjat (Palukaitis—
Zaitlin, 1984). A génsebészet lg)rzibban ismer-
tetett Uj moédszereivel ehhez hasonlo rendszert
lehet felépiteni: a virusgenom kivilasztott ré-
szérdl készitett cDNS-t egy novényi vektor se-
gitségével bejuttatva a novényekbe elérhetd,
hogy azok-(—) szald virdlis RNS-t termeljenek.
A fenti elmélet szerint a transzgenikus nové-
nyekben ‘szintetizdlédott virus-specifikus RNS
interferalni (hibridizdlni) fog a sejtekbe (az ino-
kuldcié sordn) bejutd, szekvencidban azonos,
vagy kozel azonos virus RNS-ekkel.

, A Kkisérleteket mdr elvégezték néhdny virus

esetén (Cuozzo et al. 1988, Hemenway et al.
1988). A rezisztencia azonban csak alacsony
virus koncentricidjd, inokulum esetén nyilvi-
nult meg. Elképzelheté, hogy a termel6dott

virus specifikus RNS mennyisége nem érte el
azt a mennyiséget, amelyct a keresztvédettségi
reakcio sordn az indukdld virus képez.

A fenti stratégia (az Un. antisense RNS-
ekkel indukdlt rezisztencia) gyengesége, hogy
a virusfertGzés hatigdra nem amplifikdlédo
(sokszorozodo) RNS-eket haszndl fel.

Az interferdlo molekula: szatellit RNS

Néhdny novényi RNS virus izolitumban
taldltak kicsi és az adott virus szekvenciajaval

.nem homoldg RNS-eket is, amelyek a replikd-

cidjukhoz igénylik az adott virust (helper
virus); és gyengithetik, illetve akdr teljesen
meg is sziintethetik a helper virus dltal okozott
tiineteket (Francki 1985, Simon 1988). A sza-
tellit RNS-<ek nemcsak a tiinetcket gyengitik,
hanem a segitd virus replikdcigjdt is jelentds
mértékben visszaszoritjdk. Ezen megfligyelések
elérevetitették a szatellit RNS-ekkel térténd
védekezés lehetdségét.. |

A szatellit RNS+dl készitett cDNS-t egy
novényi transzformdcios vektor segitségével
bejuttattdk a ndvényi genomba. A szatellit
¢DNS inaktiv maradt mindaddig, amig egy
segité (helper) virus meg nem fertozte a nd-
vényt. A fertozés létrejdttekor az aktivalo-
dott, és visszaszoritotta a helper virus szaporo-
dasat, illetve gyengitette a tuneteket. Sikeriilt
ily mdédon a transzgenikus ndvényeket védetté
tenni CMV (Harrison et al. 1987), illetve cse-
resznye levélsodrodds virus (cherry leafroll
virus = CLRV) ellen (Rowhani et al 1989).
A fenti kisérletek sordn a természetes szatel-
lit RNS<ekrdl készitett ¢DNS | kiszabadulhat”
a transzgenikus novényekbdl, azaz virusvek-
torok segitségével dtjuthat mds ndvényekbe és
ez hozzdjirulhat az adott szatellit RNS termé-
szetbeni széles kor( elterjedéschez.

A kiszabadult” szatellit RNS mads nové-
nyeken esetleg nem gyengiti, hanem fokozza a
segit$ virus okozta tiineteket (Uj patogén virus-
térzs alakulhat ki). Fz a védekezési rendszer
csak azon kis szdmi virus ellen dolgozhaté ki,
amelynek van szatellit RNS-e. Az els6 két prob-
1éma dthidaldsira mar elkezdddtek a kisérletek:
olyan szatellit cDNS-ek elddllitasa a cél, ame- -
lyek interferdlé képességiik megorzése mellett
elveszitik terjedd képességiiket (Baulcombe et
al. 1989). . ;

Az dllati virus fert6zése sordn gyakran kelet-
keznek in. defektiv interferalé — D1 — moleku-
lik (Huang—Baltimore 1970), amelyek vissza-
szoritjak a ,,sziil6” virvs replikaciojat. Ezek ko-
zott a DI molekuldk kozott taldlhatéak nagy
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kompeticioval és egyben amplifikacids képes-
séggel is rendelkezdok. Az utobbi években a no-
“vényvirusoknal is talaltak hasonlé molekuldkat
(Hillman et al. 1987, Burgydn etal 1989).
Ezen DI molekuldk, illetve mesterségesen eld-
llitott tdrsaik igéretes jeloltek a virusok elleni
rezisztens transzgenikus novények elGallitdsdra.

Az interferdlé molekula: ribozim

Az el6zé alfejezetben emlitett egyes szatel-
lit RNS<¢k molekuldris analizise feltdrta, hogy
azok replikdaciés folyamatdban van egy lépés.
amelyben a szatellit RNS replikdcidja sordn
szintetizdlodott un. konkatamer - fej-farok
irdnyitottsdgna, ismétlédd — RNS szerkezet

Mg'* ionok jelenlétében monomer szatellit-

egységekre hasad (self-cleavage) (Buzayan et al.

1986, Forster—Symons 1987/a). A konkatamer -

RNS hasitdsdért felelds nukleinsav. régios mar
azofositottdk (Forster—Symons 1987[a/b). Fz
két részbol all: a szubsztratbol és az un. ribo-
zimbol. A ribozim egy 38 nukleotidbdl dllé
kalapdcs fejre hasonlitd strukturdji(hammer-
head structure) RNS. Ezt a ,gén ollot™ (gene
shears) mdr sikeresen épitették ki RNS mole-
kuldkban (Haseloff—Gerlach 1988). Mivel a

lépés RNS virusok célzott megsemmisitésére
alkalmas ribozimok létrehozdsa, majd ezen
ribozimokat termelS transzgenikus novények
elddllitdsa.

A bevezetében madr emlitettiik, hogy a
molekuldris névényvirolégia eredményei nem-
csak a virusok elleni novényvédelemben igér-
nek dttorést, hanem a ndvényi molekuldris bio-

" logia robbanasszerli fejlédéséhez is hozzdjarul-

nak. A novényi virusoknak ugyanis olyan gén-
jeik vannak, amelyek a fogékony novényekben
aktivalodnak. Egyrészt hasznos modellek a no-
vényi génmiikédés tanulmanyozdsiban, mds-
részt génszdllité vektorok készithetdk novényi
virusokbol.

A ndvényi biotechnoldgia, s azon beliil a
novényi molekuldris viroldgia Uj tdvlatokat
nyitott a kdrokozo virusok elleni nem hagyo-
manyos novényveédelemben. Naprdl napra jelen-
nek meg 1j eredmények ezen a teriileten.
A kisérleti eredmények ma mdr nemcsak in
vitro adatok, hanem a sziantéfoldon is kipré-
balasra keriiltek. A kezdeti sikeres kisérletek
azzal kecsegtetnek, hogy a kozeljoviben sike-
riil 'a virusok okozta betegségeket visszaszo-

»26n ollé” in vitro mar miikodik, a kdvetkezd ritani.
Osszefoglalas

A génsebészet jelenlegi haladdsa képes 1j technikdt adni a ndvényvédelmi kutatdk szamadra. Ez
a rovid kozlemény osszefoglalja az adarokat a virus kopenyfehérjék dltal kialakitott keresztimmuni-
tisrdl, defcktiv részecskékrdl (DI), tovdbbi adatokat szolgdltat az ,antisense” virdlis szekvencidkat
haszndlo védelemrdl, valamint virdlis RNS enzimeket haszndlo védelemrol is. '
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Summary

Recent advances in the genetic engineering enable the researcher to develop control techniques
for plant protection. This short paper summarizes the data on the coat protein mediated cross protec-
tion, data on the interfering particles (DI), and gives detailes on the protection using antisense viral
sequences, and on the protection using viral RNA as enzyme.



