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Viruseredetii kopenyfehérjegének altal kozvetitett
rezisztencia transzgénikus névényekben. II.

Hatismechanizmusok, lehetséges kockazati tényezok

JOZSA RITA-BALAZS ERVIN
Mezigazdasagi Biotechnologiai Kutatokézpont,
Godolls

Osszefoglalé

A névénytermesztésben jelentds mértéki karokat okozo névényi virusok elleni védekezésben a leghaté-
konyabb megoldas a virusrezisztens transzgénikus novényck clballitasa. Az clmalt masfél évtizedben a
molekularis bioldgiai eszkozok felhasznalasdval a vildg kiillonboz6 laboratériumaiban virusellenallo novénye-
ket hoztak létre. A viruseredetii géneket transzgénként felhasznalo médszerek koziil legelterjedtebben alkal-
mazott a kopenyfchérjegént tartalmazé konstrukcidkkal torténd novényi transzformacioé. Szamos novény—
virus kombindciéban hasznaltak sikerrel ezt az cljarast.

Coat protein gene-mediated cross-protection in transgenic plants. II.

Mechanisms and potential risks

R.JOZSA-E. BALAZS
Agricultural Biotechnology Center,
Godollé

Summary

One of the most effective ways to protect cultivated crops from virus discases is to produce virus-resistant
transgenic plants. During the last fifleen years scveral virus-resistant plants have been produced by genetic
engincering in different laboratorics all over the world. Among the virus-originated transgene technologics
constructs containing coat protein genes have been used for plant transformation on a wide scale. In several
plant-virus combinations this technology has been successfully used. The review summarises the research and
application data rclated to coat protein-mediated cross-protection in transgenic plants.

virus nukleinsavval torténé fertGzés esetén
attorhetd. Az RNS-ek altal kozvetitett ellenal-
16sdg nagy inokulumkoncentracidval szemben
is hatékony, a névény koratol fliggetlen (fiatal
névény esetében is miikddéképes). Az utobbi

A kopenyfehérjegén altal
indukalt rezisztencia lehetséges
hatismechanizmusai

A virusszekvenciakkal transzformalt noveé-
nyek ellenallosagat elidézhetik fehérjék vagy

viruseredetli nukleinsavak. A proteinek altal
kozvetitett rezisztencia altalaban széles spekt-
rumu, azaz tobbféle virussal szemben haté-
kony, azonban gyengébb hatékonysdgi és

nemcsak virionnal, hanem nukleinsavval tor-
ténd fertdzést kovetden is megmarad, és proto-
plaszt-szinten is fennallhat, viszont sokkal
inkabb virusspecifikus.
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A képenyfehérje altal kdzvetitett
rezisziencia hatdsmechanizmusai

A CP dltal kdzvetitett rezisztencia esetében
egyenecs aranyossag all fenn az ellenallosag
mértéke és a proteinakkumulacio szintje
kozott. A védettség intakt virionokkal térténd
fertézest kovetden nyilvanul meg, virus RNS-t
hasznalva mokulumként a rezisztencia attor-
hetd. Miikodeésének magyarazatara szamos
hipotézis sziiletett, mivel a proteinek éltal
kozvetitett rezisztencia valoszintlileg tobbféle
mechanizmus dltal fejti ki hatasat a gazda—
virus-transzgén kombinaciotol fiiggden. El6-
fordulhat, hogy a fertdzg virus RNS-énck egy
Gn. masodik becsomagolodasa, enkapszida-
cidja torténik a transzgénrdl képzoéds CP-be,
igy gatolva annak terjedését. Lehetséges az is,
hogy mar a virus dekapszidacidja gatolt. Fel-
tételezték azt is, hogy a kopenyfehérje a virus
RNS replikaciojat befolyasolhatja (Baulcombe
¢s English 1996), valamint gatolhatja a virus
RNS kotédesét a riboszomakhoz (Clark et al.
1995). A legtobb kopenyfehérje altal indukalt
rezisztencia esetében fertzést kovetben a
szisztemikus tiinetek nem fejlédnek ki, vagy
kialakulnak, de késéssel. Ez a jelenség a virus
sejtrdl sejtre torténd terjedésénck, a szallito-
szdvetrendszerbe ¢s a nem inokulalt levelekbe
valo bejutasanak gatlasabol adodhat, vagy a
fertézés kezdetének megakadélyozisabol
(Beachy 1990, Wisniewski et al. 1990). Egyes
virusoknal, mint pl. a TMV, kimutattak a fehér-
jetermék szerepét a rezisztencia kivaltasdban
(Powell-Abel et al. 1986). Powell-Abel el al.
(1990) AUG transzlacios start kodon nélkiili
TMV CP-t tartalmazo konstrukcioval transz-
formaltak névénycket, melyek fogékonynak
bizonyultak TMV-fertézéssel szemben, bizo-
nyitva, hogy nem a mRNS a rezisztencia ki-
valtdja, hanem a fehérjetermék. Van Dun et al.
(1988) csonkitott AIMV CP-t allitottak eld,
amely nem volt alkalmas a rezisztencia ki-
valtasara. A kopenyfehérjét expresszalo noveé-
nyekbdl nyert protoplasztokkal végzett kisér-
letek alapjan megéllapitottak, hogy a transzgén
altal termelt CP a fertézd virus kicsomagoléda-
saba avatkozik be, igy replikacios ciklusanak
kezdeti Iépését gatolja. Ennek modja lehet a
virus szét- és Gsszeszerelddési egyensulyanak
cltolasa az Gsszecpiilés irdnydba, de eléfordul-

hat, hogy a sejten beliili virus partikulum szét-
szerelddéshez sziikséges specialis helyek vagy
receptorok lekotottségében bekdvetkezett val-
tozasok okozzédk a kicsomagolodasgatlast. A
transzgén eredetli CP alegységek virusszeri
partikulumokat (VLP) képezve elfoglaljdk eze-
ket a helyeket, igy megakadalyozzak a ferté-
zést (Lomonosoff 1995). Eppen ezért a CP 4ltal
indukalt rezisztencia fligg a CP produkciotol az
clsddlegesen fertézott epidermalis sejtekben
(Reimann-Philip és Beachy 1993). Ezt bizonyi-
tottak olyan kisérletekkel, melyek soran a levél
mezofillumsejtekben expresszaltattak a CP-t
specifikus promoéterrel, rezisztencia kialaku-
lasa nélkiil. A CP éltal indukalt rezisztencia ki-
alakitdsahoz altaliban vad tipusa CP-t hasznal-
nak, azonban Bendahmane et al. (1997) olyan
mutans TMV CP konstrukciokkal transzfor-
maltak novényeket, melyek kozotti koleson-
hatasok eltérdek voltak. TMV fertdzés esetén
azok a ndvényi vonalak bizonyultak rezisztens-
nek, melyek transzgénjérél expresszalodod
mutans CP-alegységek kozotti kolcsonhatas
erGs volt, ugyanis képesck voltak virusszer(
partikulumokat létrehozni, ezaltal elfoglalni a
fert6z8 virus szétszerelddéschez sziikséges
receptorhelyeket. Az igy kialakult rezisztencia
nagyobb foku volt, mint a vad tipust CP-k altal
kivaltott. Ezck az eredményck arra utalnak,
hogy a kopenyfehérje altal indukalt reziszten-
cia kialakitasaban fontos szerepet jatszanak az
endogén ¢és a fertézd virus eredetli kopenyfe-
hérje-alegységek kozotti kélesonhatasok.

Az RNS-ek altal kozvetitett rezisztencia
hatasmechanizmusai

A kopenyfehérje altal kozvetitett reziszten-
cia tanulményozasaban szamos olyan példa
talalhato, amelyekben a rezisztencia a transz-
génrél szarmazo fehérjetermék hianyaban is
kialakul. Tlyenkor a transzgénikus novények-
ben a védettséget maga a transzgén vagy az
crrdl atirodott transzkriptum valtja ki. A jelen-
séget megfigyeltek TSWV kdpenyfehérjegén-
nel valo transzformaciokor De Haan et al.
(1992), PVY esetében Van der Viugt et al.
(1992) és TEV-nél Lindbo ¢és Dougherty
(1992b). Az RNS iltal kozvetitett rezisztencia
tobbféleképpen nyilvanulhat meg, de jellem-
z6en kis vagy nem detektalhaté transzgeén-
expresszioval jar egyltt, Mechanizmusanak
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kutatasat eléremozditotta a ,recovery* jelenség
felfedezése és vizsgalata (Lindbo és Dougherty
1992a, Lindbo et al. 1993b). TEV-vel inokulalt
transzgénikus névények kezdetben mutattak a
fert6zés tiineteit, majd 3-5 héttel késébb a
fiatal, fejlédS levelek tiinet- és virusmentesek
voltak. A felépiilt novények a késébbi TEV-fer-
tézéssel szemben is ellendlléak voltak. Az
aktudlis alapéllapotd transzgén RNS szint
5-22-szereste csokkent, annak ellenére, hogy a
transzkripcios aktivitds nem valtozott, tehat
azonos volt a felépiilt és nem inokulalt transz-
génikus névényekben. Az antiszensz konstruk-
ciokkal kivaltott rezisztencia gyakran nagyobb
hatékonysagn, mint ugyanaz a szekvencia
szensz orientdciéban (Smith et al. 1995).
El6fordulhat az RNS replikécié megakadalyo-
zdsa vagy a mar replikalédott RNS-szal transz-
laciojanak gatlasa. Az RNS altal kozvetitett
rezisztenciatipust homologiafiiggé reziszten-
cidnak nevezik, mivel kialakuldsa a transzgén
¢s a target szekvencia (virus RNS) kozotti
homolégiatol figg (Sonoda et al. 1999). A
jelenség miikddésének magyardzatira egy
kvantitativ és egy kvalitativ modellt allitottak
fel. A kvantitativ modell szerint, ha a transzgén
credeti RNS-szint meghalad egy kiiszob-
érteket, aktivalodik egy citoplazmatikus RNS
degradald mechanizmus, mely lebontja az
endogén és az ezzel homoldg exogén virus
RNS-eket. Ezzel a modellel magyaraztik a
felépiilési jelenséget is. A kiiszobérték atlé-
péséhez azonban nagy transzkripcids aktivitds
vagy nagyobb beépiilési kopiaszam sziikséges
(Lindbo et al. 1993a, Smith et al. 1994,
Goodwin et al. 1996). A kvalitativ jellegli mo-
dell alapeleme a normél poliadenilalt traszkrip-
tumoktol eltérd, un. aberrans RNS-ek képzo-
dése, melyek egy szekvenciaspecifikus RNS
degradalo mechanizmus éltal lebontodnak
(Mueller et al. 1995, English et al. 1996), Ezek
az aberrans RNS-ck bizonyos szintii homolé-
giat mutatnak az credeti transzkriptumokkal,
illetve templatként szolgalhatnak az RNS-fiig-
g6 polimerazoknak, igy szamos révid komple-
menter szekvenciat képeznek, melyek a funk-
ciondlis transzkriptumokhoz hibridizalhatnak,
¢s az igy kialakulo kétszali RNS-eket speci-
fikus RNé4zok lebonthatjdk. A legtébb névény-
ben a poszttranszkripcionalis gén csendesitési
reakcié képes szétterjedni transzkripcidsan

aktiv transzgén jelenlétében. Palauqui et al.
(1997) oltasi kisérleteket végeztek koszu-
pressziot mutatd alanyt és koszupresszié nél-
kiili oltvanyt hasznélva, mely homoldg transz-
gént hordozott. A transz- és endogének lecsen-
desitése minden esetben bekdvetkezett. A
jelenséget szisztemikus, szerzett génlecsende-
sitésnek nevezték el, mely szekvenciaspeci-
ficitast igényel. A poszttranszkripcionalis gén
csendesitésnek, (hatastalanitdsnak) harom sza-
kasza killonithet§ el: inicialodas, terjedés és
fenntartas (Voinnet et al. 1998, Palauqui és
Balzergue 1999). A kezdeti Iépés az aberrans
RNS-ek kialakulasa, mely tobbféleképpen
torténhet, pl. metilacidval vagy az ektopikus
parosodds (ectopic pairing) jelensége altal
(Vaucheret et al. 1998). Ekkor a transzgének és
a homolog endogének kozotti bazisparosodas
interferdl a transzkripciéval, igy nyajtva lehe-
téséget  aberrins RNS-ck  Iétrejottére
(Baulcombe és English 1996). Megfigyeltek
azonban génlecsendesitést olyan esetekben is,
amikor promoter nélkiili transzgénkonstruk-
cioval (petunia kalkon szintaz génnel) transz-
forméltak novényeket. Ez arra utal, hogy maga
a szekvenciahomoldgiat mutatd DNS-szakasz
is képes indukalni a folyamatot akér szensz,
akédr antiszensz orientacidban., Az antiszensz
nukleinsavak altali rezisztencia feltételezett
hatdsmechanizmusai lehetnek: a virus protei-
nek transzlacidjanak megzavardsa, a virusere-
detli polimeraz ¢és a felismerdhely interakcidja-
nak gatlasa, duplaszali RNS-ck kialakulésa,
illetve gyors degradacidja. A DNS molekulak
szerepére magyarazatként szolgalhat ismét az
ektopikus parosodas jelensége, ami létrejohet a
repetitiv transzgének vagy a transzgének és a
homolog endogének kozott is, de akar RNS-
DNS interakcié is kivélthatja a poszttransz-
kripcionalis gén csendesitést egykdpids transz-
gén lokusznal. A génlecsendesités hatékonysa-
ga 300 bazisparnyi homologia alatt ergsen le-
csokken. A poszttranszkripciondlis gén csende-
sités terjedése a virusok, viroidok terjedéséhez
hasonlo, melyek szigndlmolekuldja valoszind-
leg egy olyan RNS-molekula, amely a koszu-
pressziot kivaltdé molekula hibridizéciojat
kovetden jon létre. Egyes feltételezések szerint
az aberrans RNS-ek is részt vehetnek a ter-
jedésben. A szignal a tranziensen transzformalt
levelek eltavolitasa utdn is képes terjedni,
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ckkor a koszupresszié lokdlisan inicialodik és
lecsokken a transzkriptumszint, tehat a szignal
képes indukdlni az RNS degradaciés mecha-
nizmust ¢s 1jabb szigndlmolekuldk képzg-
dését. A mechanizmus virus RNS-ek ellen is
iranyulhat, igy a poszttranszkripciondlis gén
csendesités egy természetes névényi antiviralis
reakcio. A tobamo-, potex- és geminivirusok
aktivatoral és targetjei a génlecsendesitésnek
megfeleld nukleinsav-homologia esetén. A
caulimo- ¢s nepovirusok poszttranszkripcio-
ndlis gén csendesitésszerli reakciot indukdlnak
mint rezisztenciamechanizmust, akkor is, ha
nincs szekvenciahomolodgia a virus és a nuk-
learis gének kozott (Ratcliff et al. 1997, Covey
et al. 1997). Ezaltal a szisztemikusan fert6zott
levelek szimptomamentesekké vilnak, lecsék-
ken a virusszam, és kialakul egy RNS szekven-
ciaspecifikus rezisztencia a fertézd virussal
szemben. A virusok is kifejlesztettek valami-
féle védekezd mechanizmust a poszttranszkrip-
cionalis gén csendesitésének elkeriilésére vagy
gyengitésére. Brigneli et al. (1998) GFP-t ex-
presszalo N. benthamiana névényeket infiltral-
tak azonos GFP konstrukciot hordozd
Agrobacterium tumefaciens-szel, majd tiz nap-
pal kés6bb teljes génlecsendesitést tapasztal-
tak. A koszupresszio megjelenését kdvetSen a
névényeket fertfzték PVY-al, CMV-vel és
PVX-el. A PVY és CMV esctében a GFP
poszttranszkripcionalis gén csendesitésének
gatlasat tapasztaltak a virusok okozta tiinetek
mellett, mig a PVX nem hatott a jelenségre. A
mechanizmus vizsgalata érdekében a PVY ésa
CMV egyes fehérjéit expresszaltattak PVX
vektorban, és kimutattak, hogy a PVY HC-Pro
és a CMV 2b proteinek részt vesznek a poszt-
transzkripcionalis gén csendesitésének gatla-
sdban. A PVY és a CMV a novény eltérd
részein szupresszaljak a génlecsendesitést, igy
ezek valosziniileg a folyamat kiilonbozg sza-
kaszait blokkoljak. Feltételezték, hogy a jelen-
séget inkabb a proteinck valtjak ki, mint az
RNS-ek, ugyanis a PVX vektorba épitett
modositott, nem transzlalodé szekvencidk nem
idéztek el szupressziot. Mindez valdszintileg
nem egy specifikus mechanizmus. A HC-Pro
valészintileg a poszttranszkripcionalis gén
csendesités fenntartasat gatolja, mig a 2b pro-
tein a szignal bejutdsat, azaz a jelenség
kialakulasat akadalyozza meg.

Goodwin et al. (1996) TEV CP konstruk-
cidval transzformalt ngvényeken végzett vizs-
galatok alapjan megallapitottak az RNS altal
kivéltott rezisztencia és a transzgén beépiilési
kopiaszama kozotti Osszefliggéseket. Azt
tapasztaltak, hogy egy vagy két kopidban
torténd beépiilés ,recovery” fenotipust ered-
ményez, hairom vagy tébb kopia sziikséges egy
magas szint{i rezisztencia kivaltasahoz, mely-
ben a poszttranszkripcionalis RNS degradald
mechanizmus a viralis target RNS szekvencia
specifikus hasitasdval 1ép miikddésbe, interme-
dier termékeket képezve. Azok a névényi vo-
nalak pedig, melyek nyolcnal tébb transzgén
kopidval rendelkeznek, fogékonyak voltak
TEV-fert6zéssel szemben. Ezekben az esetek-
ben a transzgén transzkripciéjat nem tudtak
kimutatni, ami egy DNS-szintii génlecsen-
desitési mechanizmus jelenlétére és miikodé-
sére utal. :

Kockazati tényezdk a kopenyfehérje altal
medidlt keresztvédettség technologiajanak
felhasznalasa esetén

A legtobb névényi virus RNS a kopenyfe-
hérjébe csomagoladik be, ez azonban nemcsak
védi azt, hanem részt vesz kiilonféle interak-
ciokban a gazdandvény ¢s a virus replikicidja-
nak egyes pontjainal. A CP funkcioi fiiggnek az
adott virustdl, ami lehet pl. replikdcios szerep
(AIMV), novényen belili mozgas (TMV),
felismerési pont a gazdandvény rezisztencia-
mechanizmusaiban (TMV -~ Nicotiana N
genotipuson) és részt vehet a transzmisszioban,
azaz a vektorokkal torténd virusterjedésben
(Tepfer 1993).

A CP altali rezisztencia tobbnyire a
donorvirussal szemben hatékony, olykor a
kozeli rokonvirusok esetében is, de legritkab-
ban a tavolabbi rokon vagy nem rokon viru-
sokkal szemben. Ezért a transzgénikus névényt
legvalosziniibb egy tavoli rokon vagy nem
rokonvirus fertézheti meg, igy szamolnunk
kell a transzgén és a fert6z6 virus kozotti
esetlegesen elgforduld interakciok kialakulasa-
val. A transzgénikus névényekben expressza-
16d6 virusgének harom kiilonbdzé jelenség
kévetkeztében hordoznak kockazati tényez6t:
(i) rekombinécid, (ii) hetero/transzkapszidicio
(1ii) szinergista hatas.
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Homolog és heterolog rekombindcio

Virus kopenyfehérjegént expresszalé no-
vény esetleges feliilfertzédése rokonvirussal
nem kiilénbozik a természetben is meglévd
fogékony novényben eléfordulo két vagy tébb
virussal torténd egylittfertézédéstél. Ezt a
jelenséget minden egyes virus esetében meg-
talaljuk, hiszen a virus quasi fajnak tekinthetd,
¢s szinte kivétel nélkiil tobb virustdrzs van
jelen a fertézott névényben. Irodalmi adatok
szerint egy természetes virusfert6zés esetén a
rekombinacio elérheti a 35%-o0s gyakorisagot.
Azonositasra keriiltek a CP-gént kodolé RNS
3" végeén clhelyezkedd rckombindcios ,,forro
pontok®, melyek eltavolitasa meilett 1s sikerrel
lechet olyan konstrukciokat el@allitani, ame-
lyekkel a keresztvédettség indukalhato. A
rekombindcid a CP-gént expresszdld ndové-
nyekben, ha azok ellenalloak, elvileg virussal
nem fertézhetdk feliil, igy a rekombinécio sem
alakulhat ki ezen fizikai ok miatt. Falk és
Bruening (1994) szerint az \ij viruskirok nem a
transzgénekkel térténd rekombinaciokbol
eredhetnek, hanem a mar meglévd virus-
genomok kozotti varidciokbol. Kicsi az esélye
annak, hogy a rekombindnsok versenyképe-
scbbek vagy stabilabbak a mar meglévdknél. A
virusevolicio szerves részének kell tekinte-
niink a rekombinaciét, melynek gyakorisaga a
természetben igen kis értéket mutat és kisérleti
adatok szerint a transzgénikus novényekben
cléforduld rekombindcio gyakorisaga messze
elmarad a természetben el6forduld virusfertd-
zések esetében (VO. Tepfer és Baldzs 1997).

Hetero- és transzkapszidacio

A kopenyfehérjegént expresszalo nové-
nyekben egy esetleges rokon-virustérzs feliil-
fertdzddése soran hetero- vagy transzkapszida-
ci6 nyilvanulhat meg, ami annyit jelent, hogy a
feltlfert6zd virus RNS-ét a transzgénbdl szar-
mazd CP csomagolja be, kialakitva a viriont.
Ez lehet teljes és részleges is. A hetero- vagy
transzkapszidacié gyakorisaga hasonldéan a
rekombindaciohoz a kevert fert6zések miatt jol
ismert jelenség a névénykortanban. Kockazati
tényezOt az jelenthet, hogyha olyan CP képzo-
dik a névényben, amely a virus vektorokkal
valo terjedését segiti, és igy egy eredetileg vek-
torral nem terjedd virus heteroenkapszidacioja

lehetévé teszi ennek a virusnak mas ndvényre
valo jutasat. A PPV CP-t expresszalo transz-
génikus névényekben ZYMV 'NAT' térzs
levéltetvekkel torténd atvitelét tapasztaltak
Jagquet et al. (1998), holott ez az izolatum a
sajat kopenyfehérjéje altal levéltetvekkel nem
képes terjedni. Mivel a virus genomjaban val-
tozas nem tortént, ezen a ndvényen az eredeti
allapot all helyre, azaz itt mar a transzkap-
szidacio nem alakul ki. Ugyanezt a jelenséget
mar korabban is megfigyelték Atreya et al.
(1991), Bourdin és Lecog (1991), ill. Candelier-
Harvey és Hull (1993). Csonkolt CP-génkonst-
rukciokkal is sikeriilt keresztvédettséget ki-
alakitani, amely konstrukcié terméke nem
képes a virus RNS-t becsomagolni, mik6zben a
keresztvédettség jelensége megfigyelhetd
(Lecog et al. 1993). A kiilonb6z8 konstrukeidk
killénféle kopenyfehérje-modifikiciokat ko-
doltak, mely fehérjék kozil némelyik ugyan
részt vett a heteroenkapszidacioban, a levél-
tetlivel valo terjedést azonban egyik sem tette
lehetGvé. Ezzel a modszerrel ezt az esetleges
rizikotényezot is sikerrel szamoltak fel.

Szinergizmus

A ndvénykoértanban jol ismert az a jelen-
ség, hogy két vagy tébb virus egyiittes fer-
tézése a tiineteket befolyasolja negativ érte-
lemben, azaz a betegségtiinet silyosabb lesz.
Jol példazza ezt a burgonya X virus és Y virus
egylittes fertézése esetén a névény igen sulyos
korképe, amely teljes pusztulashoz is vezet,
megemlitve azt, hogy a burgonya X virus
egyediili fertdzés esetén szinte tiinetmentes a
burgonyanévényen. Nem tudjuk még, hogy
egyes virusgének megnyilvanitasa a kultar-
ndvényekben egy feliilfert6z6 virussal egyiitte-
sen kialakithat-e ilyen szinergista hatast, azaz a
betegség korképének megvaltozasat, a névény
esetleges pusztulasat. Ennek a rizikoténye-
zonek a kisérletes tanulméanyozasa mindenkép-
pen napjaink és a j6vd feladata.
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