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MOLEKULARIS VIROLOGIATOL A GYAKORLATI
NOVENYVEDELEMIG*
Balazs Ervin

Mezogazdasdgi Biotechnoldgiai Kulatokézpont, Godéllo
H-2100 G6d6li6 Pf. 441.

A molekuldris biologia forradalmdnak kdszinhetden a novénykdrokozo virusokrdl alkotott
vildgkép nagymértékben megvdltozott. Fény deriilt arra, hogy a névényi virusok genomja nemcsak
ribonukleinsav lehet, hanem dezoxiribonukleinsay is. Uj kérokozok molekuldris biolgéiai jellemzése
is lehetové valt. Meghatdrozdsra keriilt a viroidok, szatellit RNS-ek, valamint szdmos névényi virus
elsddleges szerkezete. A virusok genomszervezddésének, a gének funkcidinak megismerésével
kirajzolodtak a védekezés kidolgozdsdnak alapjai. Az elsd sikeres novényi géndtiiltetési eredmény
Sfelhaszndldsdval, a transzformdcids rendszerek bevezetésével lehetdvé vilt virusellendllo névény
elédllitdsa. Az elmiilt évtizedben virusgénekkel transzformdlt novényekben virusellendllosdgot
alakitottak ki, amely novények mdr szabadfoldi koriilmények kozott is bizonyitottdk a technika
hasznosithatdsdgdt. Az eléadds a molekuldris virologia eredményeinek dttekintésén keresztiil elemzi
a gyakorlati novényvédelelmig vezetd utat.

Az elmuilt két évtized tudoményos eredmé- 1. tablazat
nyei teljes mértékben megviltoztattik a nové-

nyi virusokrdl alkotott vilagképiinket. Egészen

Uj viruskérokozék azonositasa

a 60-as évek végéig dogmaként hirdették meg, 1968 B“’%‘fgﬁ c;lrps}g;eg;mésodés viroid
hqu a novényi virusok kizdrélagosan ribonuk- Citrus kéregrendellenesség viroid
leinsav (RNS) genommal rendelkeznek, alapve- CEV (Semancik)

t6en kiilonboznek tehdt az dllatokat, illetve az 1968 | Karfiol mozaik virus kettds szaliu DNS

embert fertdz8 virusoktdl. A kettds szdld dezo- genom CaMV (Shepherd)

xiribonukleinsav (DNS) genommal biré karfiol L Szagl:;ﬁrxss-‘e;;tl;ﬁfa&( Aber
mozaik virus (CaMV) azonositdsa, majd az 1977 | Bab aranysarga mozaik virus

egyszdli DNS genomii geminivirusok felfede-

zése 1j korszakot nyitott a novényi virologia
tudomdnyaban. Hasonlé mérf6ldkd volt a kis 1981
cirkularis RNS-korokozdk, a viroidok felfede- 1087
zése, valamint a szatellit RNS-ek betegségtiine-
tet befolyasold szerepének bizonyitasa (1. tdb-
ldzat).

geminivirus egyszali DNS genom
BGMV (Goodman)
Dohany barsonyos tarkulds virusoid
cirkuldris sat RNS (Francki)
Defektiv interferalé részecske
DI particle (Morris)

A molekuldris biolégia forradalma is erre az
idgszakra esett, igy a nvényi virolégia e teriilet
teljes technikai arzendljit hasznosithatta. Az
elsd kérokozé viroid teljes elsGdleges szerkeze-
tének meghatdrozasat kovette a novényi virusok
genomszervezGdésének feltardsa és szerkezetiik

meghatdrozdsa. Ma mdr szinte minden jelentds
novényi virus elsddleges szerkezetét ismerjiik
és azok genomszervezddésének tanulmanyoza-
sdval lehetdvé vdlt a gének azonositdsa, funk-
ci6ik meghatdrozdsa is (2. tdbldzat). A hazai
fl6rabal izolalt virusok tanulmdnyozdsa is meg-

*A 40. Novényvédelmi Tudomdnyos Napokon (1994. februdr 22-23., Budapest) elhangzott plendris eléadds réviditett

anyaga.
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2. tablazat

Kiilonb6z6 tipusG nukleinsav genommal
rendelkezd virusok elsé szerkezet adatai

1978 PSTV viroid

1980 CaMVv ds DNA
1982 ™V ss RNA
1985 BGMV ss DNA

ben a munkdkban, s nemcsak a magyar fl6rabol
izoldlt virustérzseket jellemezték, hanem
egyiittmikddve amerikai, olasz és francia kuta-
tocsoportokkal egy-egy virus elsgdleges szerke-
zetét a vildgon elsoként tdrtdk fel (4. rabldzar).

Andvények egy sejtbol torténd regenerdcio-
ja, a transzformdcios technolégidk kidolgozisa,
a molekuldris technikdval kialakitott vektorok

3. tablazat

Magyarorszagon izolalt virusok elsGdleges szerkezetének meghatarozasa

CaMV D/H Horvath — Balazs és mtsai (1982)
PVY H Beczner — Thole és mtsal (1993)
PPV SK 68 V. Németh — Palkovics és misai (1993)
TMV Ob Csilléry — Padgett és mtsai (1993)
CMV Tkr7 RNA 1,3 Beczner — Salanki és mtsai (1994) &
TAV pepper RNA 3 Salamon — Salanki és mtsai (1994)
TNV DH Burgyan — Molnar és mtsai (1994)
4. tablazat  haszndlata sikeres géndtiiltetéshez vezetett.

Magyar virolégusok részvétele nem
Magyarorszagrél szarmazé virusok
szerkezetmeghatarozdsaban

Balazs Szegfd tarkulas virus CarMoV 1985

Burgyan Cymbidium gydrdsfoltossag virus
CyRSV 1989

Pogany Lébab tarkulas virus BBMV 1993

kezdédott a 80-as évek elején, s az eredmények
nagyban elGsegitették a virusokrol alkotott ké-
piink fejlédését (3. tdbldzat). Kiemelt érdekld-
dést viltott ki a dohdny mozaik virus magyar
izoldtuma, mivel eltérGen a tobbi ismert és jol
jellemzett virustorzstdl ez az izoldtum a dohd-
nyokban ismert N gén rezisztenciaformat letori
és ezekben a névényekben a virus jol szaporo-
dik. Padgett és Beachy (1993) a virus klénozésa
és teljes elsddleges szerkezetének meghataroza-
sakor megdllapitottdk, hogy a virus replikdz
génjében tortént muticiora vezethet§ vissza
ezen \j tulajdonsdg. Ez azért jelentSs megdlla-
pitds, mert mds virusokndl a virusok mozgasa-
ban bekovetkezd valtozasokat, illetve a ndvény
rezisztencidjat attord képességet a kopenyfehér-
je gén, illetve a mozgdsért felelds génben tortént
mutdciokra, illetve elérésekre vezetik vissza
(Santa Cruz és Baulcombe, 1993). A magyar
virol6gusok is aktivan kivették résziiket ezek-

Ezekben a programokban éppen a névénypato-
gén Agrobacterium tumefaciensben lévé mega-
plazmid egyes reguldciés szakaszait hasznadljdk
fel leggyakrabban az idegen gén beépitésere. Bi-
zonyos novények esetében alternativ médokon
juttatjak be az idegen géneket, felhaszndlva a po-
lietilénglikolos protoplaszt fiziét (1. dbra), az
elektropordcidt, majd napjainkban egyre tobben
a génpuska segitségét veszik igénybe (2. dbra).
Ezen technikdkat a nvényviroldgia is alkalmaz-
za virusgének mikodésének tanulmanyozasara,
valamint olyan viruseredetd nukleinsav-szaka-
szok novénybe torténd beépitésére, amivel be-
tegségellenalldsdgot lehet indukdlni.
Molekuldris médszerrel virusellenallésdgot
eldszor a dohdny mozaik virus kipenyfehérje
génjének dohdny és paradicsom névénybe valé
beépitésével értek el (5. tabldzat). Abeépitett ko-
penyfehérje gén megnyilvanuldsdval a virol6gi-
aban j6l ismert keresztvédettséget lehetett kiala-
kitani. Itt azonban a névény ,,immunizaldsat”
nem az attenualt virustorzs indukdlja, hanem a
beépitett kopenyfehérje gén. A technika haté-
konysdga azonos a bioldgiai keresztvédettségéé-
vel, de elénydsebb abban a tekintetben, hogy
nem hasznal fel fert6z§ virusokat. Napjainkban
tobb mint hiisz orszdgban mintegy szdz virus-no-
vény kapcsolatban alakitottak ki ilyen médon vi-
rusellendllosdgot, s ezen ndvények mar szabad-
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5. tablazat

Kopenyfehérje gén magasrend{ ndvénybe val6 beépitése altal indukalt keresztvédettség

AIMV dohany

PVS burgonya
BNYV cukorrépa

CMV dohany

TSV dohany

PVX burgonya

PLRV burgonya
CyMvV N. benthamiana
PVY dohany

TVMV dohany

PRSV dohany

TEV dohany

T™MV paradicsom
TRV dohany

TSWV dohany

PPV N. benthamiana

Tumner és mtsai 1987
Mckenzie és Tremain 1990
Kallerhoff és mtsai 1990
Cuozzo és mtsai 1988
van Dun és mtsai 1988
Fehér és mtsai 1992
Kawchuk és mtsai 1990
Chia és mtsai 1992
Kollar és mtsai 1993
Murphy és mtsai 1990
Ling és mtsai 1991
Lindbo és mtsai 1991
Nelson és mtsai 1987
van Dun és mtsai 1987
Gielen és mtsai 1991
Laimer és mtsai 1990

foldi kisérletekben bizonyitottak hasznalhatGsa-
gukat. Hazdnkban is szabadf6ldre keriiltek mar
azok a novények, amelyekbe a védzolt médon
épitettitk be a virusellendllésdgot. Mindezt az
tette lehet6vé, hogy a hazai flérabdl izoldlt viru-
sok molekuldris bioldgiai jellemzése nagy erdk-
kel folyt és folyik. A szilva himl@ virus, valamint

1. dbra. Polietilénglikol hatdsara egymashoz
tapadé dohany protoplasztok

burgonya Y virus szerkezetének feltdrdsa (3. db-
ra), majd a kdpenyfehérje gének Agrobacteri-
um-vektorba épitésével (4. dbra) kezd6dott meg
a gyakorlati névényvédelembe integrdlandé els6
novények elddllitisa. A burgonya Y virus ko-
penyfehérje génnel transzformdlt dohdny els§
szabadf6ldi kisérletében kivéléan vizsgdzott. A

2. dbra. A Magyarorszagon késziilt génpuska
prototipusa
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glikozilaciés
motivum

szerin-tipusd l
proteaz doménje

cisztein-tipust protedz doménje

szerin-tipusu
protedz doménje

RNS polimeraz motivum

Iomoth nukleotid-kétd
\hely motivum DAG motivum
VPQ{ b e ‘, - poli

— (A)

P1 (Pro) HC-Pro P3 6K Ci(Hel) 6K, NIA Nib (Rep) &
(vpG Pro)
| | | | | |
1 500 1000 1500 2000 2500 3000

3. abra. A burgonya Y virus géntérképe

géntérképezés eredményeként késziilhettek el
olyan érzékeny virusdiagnosztikumok is, ame-
lyek a novényvédelmi gyakorlat szdmara mér el-
érhetSek (Palkovics és mtsai 1993).

Napjaink intenziv kutatémunkdjdnak ered-
ménye tovabba az, hogy alternativ ellendllésdgot
fejlesztettek ki laboratériumi koriilmények ko-
zott szatellit RNS-ek, defektiv interferdlo RNS-
ek, valamint nem strukturdlis gének klonozasa-
val €s magasabbrendii ngvényekbe valo beépité-
sével. A védekezési stratégidk e formdinak kidol-
gozasa még tovabbi alapozd kutatdsokat igényel.

A néhdny névényi virushoz kapcsol6dé kis mo-
lekulatomegi ribonukleinsav, amely szekvenci-
djaban a virussal nem homoldg de szatellitként a
(helper) virus jelenlétét igényli, j6l ismert a be-
tegségtiinet kialakuldsdban jdtszott gyengitd, il-
letve néhdny virus-gazdanévény kapcsolatban
épp ellenkez{ letdlis hatasardl. Szamos esetben a
paradicsom csticsnekrézisaban megnyilvanulé
betegség nagy kiterjedésti jarvanyokat is ered-
ményezett, ami a szatellit ribonukleinsav egyik
véltozatanak felszaporoddsdra volt visszavezet-
hetd (Gallitelli és mtsai 1990).

ndp-90 H-YV9H DUA
:\R I: |
IngX \\\ IsqH
" e
mist 2ol \ moiq 22€
|T{ ol — 4. abra.
NG A burgonya
llp8 los2 | IsdX IlibniH Y virus képenyfe-
‘ hérje génjének
Agrobacterium-
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CONSENSUS
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a viroidokban

A Tombusvirus csalddba tartoz6 virusok
esetében — az dllatokat fert6z& virusokéhoz
hasonléan — defektiv interferdl6 részecskék je-
lenlétét sikeriilt bizonyitani. Ezen defektiv in-
terferald részecskék kis molekulatomegd, szek-
vencidjaban a virussal homolég (a virusribo-
nukleinsav mozaikjaként tekinthetd) ribonukle-
insavak a genomialis virus szaporoddsat gitol-
jak és gy a betegség kialakuldsdban szerepet
jdtszanak. Tovabbi génsebészeti manipulaldsuk-
kal varhatéan felhasznalhat6ak lesznek a viru-
sok elleni védekezésben.

A viroidok és szatellit RNS-ek szaporoda-
sdnak tanulmdnyozasa sordn mutattdk ki a kon-

katamer ,,fej-farok” iranyitottsdgi ismétl6dd

RNS-ek szintetizdldddsit, amely szerkezet
olyan madsodlagos strukturdval rendelkezik,
hogy az enzim jelenléte nélkiil képes hasadni.
Ez a kalapdcsfej struktdra, amely célspecifikus
nukleinsavszakaszhoz kotve, annak 6nallé fel-
daraboldddsat teszi lehet6vé (5. dbra). In vitro
modellkisérletekben a kalapacsfej struktira ki-
alakitdsdval sikerrel hasitottak el dohdany moza-
ik virus ribonukleinsav szakaszokat.

Szellemes megolddsnak tinik az az elkép-
zelés, amely esetben a riboszémak kotési helye-
it rovid virussal homol6g nukleinsav-darabok-
kal kivdnjak kompetitiv médon teliteni, s ezaltal

CU'GNGCU

GUCNCNG~’ACNCGA

5. abra. A kalapacsfej struktira konszenzus szekvenciaja

gatolni a virus replikdcidjat. Ez az vigy-
nevezett ,,sense gatlas”.

A virusok nonstrukturdlis génjei-
nek funkcidit tanulmanyozva Golem-
boski és munkatdrsai (1990) meglepve
tapasztaltdk, hogy a virus replikdz gén-
Jének novényi kromoszémaba épitésé-
vel nagyfoki ellendlloképesség alakult
ki. A felfedezés kiilon érdekessége a
nagyfoki szekvenciaspecifikussag,
ami abban nyilvanul meg, hogy csak a
beépitett nukleinsavsorrenddel azonos
szekvencia szintézésének gatldsa érhe-
t3 el. fgy a védettség csak a beépitett
virustdrzs vagy ahhoz nagyon kozel
allé torzs ellen manifesztalodik. Az el-
s§ virus-gazdakapcsolatban elért sikert
ma mar tobb azonos hatdsi eredmény
kovette (Carr és mtsai 1994), ami bizo-
nyitja a védekezési stratégia hatékony-
sagat.

A novényi gének mikodését, azok
ellentétes irdnyu beépitésével — ,,anti-
sense gatlds” — jelentds mértékben si-
keriilt szabdlyozni. A flavon bioszintézisben
résztveva chalkon szintdz gén ellentétes irdnyd
beépitésével, s a gén mikodésének kiilonbozs
meértékd gatldsaval a fehértdl a sotétlildig teljes
szinskdlaban pompdzd petuniat dllitottak elG. A
szinanyag kialakuldsanak tokéletes gatldsdn ala-
pulé médszert felhasznélva a virusok ellentétes
irdinyd nukleinsav-szakaszainak beépitésével
részleges virusellenallosag kialakitdsa vélt lehe-
t6vé. E technika kimunkdldsa sordn szdmos
olyan biolégiai szabdlyozd mechanizmus meg-
ismerését varjuk, amelynek segitségével tuda-
sunk kiszélesithet§ lesz a virusok replikdcidja
teriiletén.

A legdjabb sikeres védekezési stratégia ki-
dolgozisa eredményeként mesterséges ,,im-
munrendszer” mikodését bizonyitottdk a do-
hany novényben (Tavladoraki és mtsai, 1993).
A Cymbidium mozaik virus antitest képzddését
az immunoglobulin ldncot kédolé gén beépiteé-
sével érték el, s a képzddott ellenanyag biol6-
giailag aktivnak bizonyult, gdtolvdn a virusos
feliilfertdzést.

Napjaink, s elsGsorban a jové kutatdsi cél-
kitiizése a termesztésbe nem vont novényekben
eléforduld természetes ellendlléképességért fe-
lelGs gének azonositdsa, jellemzése s azok po-
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tencidlis felhaszndldsa a kulturndvényeink gén-
allomanydnak kiszélesitésére.

Ezen djabb médszerek gyakorlati alkalmaz-
hatésdgat azonban csak tovabbi kisérletek el-
végzése utdn értékelhetjiik. Az eldzekben is-
mertetett stratégidk, a rekombindns tton el§él-
litott transzgénikus él6lények, azonban a tech-
nikdval kapcsolatosan olyan kérnyezetvédelmi,
okoldgiai kérdések tisztazdsat igénylik, ami je-
len esetben arra a kérdésre keres vdlaszt, vajon
a transzgénikus novényben, amely virélis szek-
vencidkat hordoz, nem képzddik-e rekombindns
virus? Mivel transzgénikus novények szabad-
foldi korilmények kozotti viselkedésérdl meg-
figyeléseink, adatsoraink nincsenek, igy dllandd
megfigyelés alatt kell egyeldre tartanunk eze-
ket. Tapasztalataink és eddigi modellkisérlete-
ink szerint a rekombindns virus kialakuldsanak
nem nagyobb a valdszinlsége, mint a termé-
szetes dllapotok kozotti kialakuldsdnak. Ennek
ellenére hosszii és alapos megfigyelések, kisér-
letek kell megel§zzék azt az idszakot, amig
ezeket a transzgénikus novényeket a mindenna-
pok mezdgazdasdga szdmadra bevezetjiik.
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Recent advances in genetic engineering enable the researcher to develop control techniques
against plant viruses. The presented lecture summarizes the data on different strategies to controll
virus diseases including data on interfering particles, on coat protein mediated cross protection, on
antisense approache, on the use of nonstructural viral genes as well as data on the protection using

viral RNAs as enzimes.
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