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Review

Viruseredetii kopenyfehérjegének altal
kozvetitett rezisztencia transzgénikus novényekben

I. Helyzetkép az ezredfordulon

JOZSA RITA-BALAZS ERVIN
Mezégazdasagi Biotechnolégiai Kutatokozpont,
Godolls

Osszefoglalé

A novénytermesztésben jelentds mértékd karokat okozé ndvényi virusok elleni védekezésben a leg-
hatékonyabb megoldas a virusrezisztens transzgénikus novények elGéllitdsa. Az elmult méasfél évtizedben a
molekularis biologiai eszkozok felhasznalasaval a vilag kiillonboz6 laboratériumaiban virusellenallé novénye-
ket hoztak létre. A viruseredetd géneket transzgénként felhasznalé médszerek koziil legelterjedtebben alkal-
mazott a kopenyfehérjegént tartalmazo konstrukciokkal térténd novényi transzformaci6. Szamos névény-virus
kombinaciéban hasznéltak sikerrel ezt az cljarést.

Coat protein gene-mediated cross protection in transgenic plants

I. State for the art at the Millenium

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

Summary

Onc of the most cffective ways to protect cultivated crops from virus discases is to produce virus-resistant
transgenic plants. During the last fiftcen years several virus-resistant plants have been produced by genetic
engincering in different laboratories all over the world. Among the transgene technologies involving genes of
virus origin constructs containing coat protein genes have been used for plant transformation on a wide scale.
This technology has been successfully used in several plant-virus combinations. The review summarises the
research and application data related to coat protein-mediated cross protection in transgenic plants.

Bevezetés

Termesztett novényeinken szamos esetben
stlyos karokat okoznak a névényi virusok, ezért
az elleniik valé védekezés mindig is fontos
kérdés volt. A virusok altal okozott karok els6-
sorban jarvanyok megjelenésekor jelentenek

szembetlinG gazdasagi veszteséget. A virusok
elleni védekezés foként preventiv jellegi volt,
de intenziv nemesit6 munka folyt és folyik a
novények virusellenallosaganak kialakitasa te-
rén. A vad fajokban meglévd rezisztenciagének
altalaban mas tulajdonsaggal kapcsoltak, igy
azok felhasznaldsa hosszii és munkaigényes
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munka utan valik lehetévé. A molekularis bio-
logia azonban fokozta a virusellenallosag
kialakitasara tett torekvések eredményességét
aziltal, hogy a novényekben a névénykortan-
ban jol ismert keresztvédettségi reakciot
lehetett kialakitani. McKinney (1929) megfi-
gyelte, hogy egy dohdany mozaik virustorzs egy
masik, feliilfertézé dohany mozaik virustorzs-
zsel szemben védettséget alakitott ki a novény-
ben. Ezt kés6bb gyengitett (attenualt) virus-
torzsek felhasznalasaval tiveghazi koriilmé-
nyek kozott sikerrel alkalmaztik. Az emlitett
technologia azonban nem terjedt el, mert ezek
a gyengitett virustdrzsek mas gazdandvénye-
ken sulyos betegséget, esetleg teljes pusztulast
okoztak. Az attenualt torzsek felhasznalasa
magdban hordozza azt a lehetGséget is, hogy
mutécio soran az eredetileg gyengitett virus-
torzs patogenitdsa megvaltozik. Mintegy 15
évvel ezeldtt Powell-Abel et al. (1986) dohany
mozaik virus kopenyfehérjegént épitettek be
dohany- ¢s paradicsomnovényekbe, melyek
igy nagyfoku ellenalloképességet mutattak a
feliilfert6z6 virussal szemben. Ezaltal lehetdvé
valt egy 1j, korszerli génsebészeti eljaras fel-
hasznalasaval a virusellendllésag kialakitasa.
Ma mar tébb mint szaz virus-gazdanovény kap-
csolatban sikeresen alkalmazzak ezt az n.
kopenyfehérjegén altal kdzvetitett ellenallosag
kialakitasat. Az utobbi években az igy elGalli-
tott transzgénikus novények koziil szamos koz-
termesztésbe is kertlt. Ezen Osszefoglaloban
az elmult 15 évnek kizarélag a kopenyfehérje-
gén beépitésén alapuld virusellenallosaggal
kapcsolatos eredményeit ismertetjiik, és nem
tériink ki més viruseredet(i gének felhasznalasa-
val kapott ellenalloképesség kialakitaséra.

Klasszikus keresztvédettség

A klasszikus keresztvédettség jelensége az,
amikor egy gyengitett virustorzzsel torténd
inokuldciot kovetden ellenalloképesség alakul
ki egy felilfertéz6, vad tipusi virustorzzsel
szemben. A fertézés utan a felilfert6z6 virus
csak kis mennyiségben van jelen a névényben,
esetenként ki sem mutathatd. A rezisztencia
nem jelenik meg minden esetben, példaul ,,A*
virus nyujthat védelmet ,,B“-vel szemben, mig
B mar nem ,,A"-val szemben (Palukaitis és
Zaitlin 1984). Alta]énosségban elmondhato,

hogy inkabb rokon térzsek kozott figyelhetd
meg a jelenség kialakulasa, ami szekvenciaho-
mologiara vezethetS vissza. Egyes feltételezé-
sek szerint a keresztvédettség valamely prekur-
zor elhasznalasabol szarmazik, melyre mindkét
virusnak sziiksége van. Nem zartak ki speci-
fikus inhibitorok jelenlétének lehetGségét sem,
melyeket a gyengitett torzs termeltethet, gatol-
va mas — f6képpen rokon — torzsek szaporo-
dasat. Lehetségesnek tartottak, hogy az el6fer-
t6z6 virus oly mértékben valtoztatja meg a gaz-
danovény metabolizmusat, hogy a tovabbiak-
ban érzéketlenné vialik a késdbbi fertézésekkel
szemben. Magyaraztak a védettség jelenlétét a
fert6z6 virus becsomagolodasaval a gyengitett
torzs kopenyfehérjéibe is. E keresztvédettség
gyakorlati felhasznalasa ,,£16 vakcina® veszé-
lyeket is rejthet magaban, igy esetenként mas
novényfajokra terjedve vagy mutacioval a virus
patogénné valva sulyos karokat idézhet elé.
Tovabbi kockazati tényezét jelenthet a sziner-
gisztikus hatas, mely valamely mas virussal
valo egyiittes fert6zésekor 1éphet fel. Ekkor a
két virus egyide;jii jelenléte ugyanazon novény-
ben fokozottabb kértételt eredményez, mint a
kett§ kiilon-kiilon (jo példa erre a dohany
mozaik virus és az uborka mozaik virus.)

Kopenyfehérje altal kozvitett rezisztencia
(coat protein mediated resistance - CPMR)

A masodik virustorzzsel torténé fert6zés-
kor fellép6 rezisztenciat késébb egyértelmtien
anovényi sejtekben méar megtalalhato virusere-
detli kopenyfehérje jelenlétével magyaraztak, a
biotechnolégiai modszerek fejlédésével felis-
merték a lehetGséget, hogy a kopenyfehér-
jegénnel torténd transzformécio segitségével a
keresztvédettséghez hasonl6 eredmények érhe-
ték el. A Patogéntdl Szarmazott Rezisztencia
(PDR) fogalma 1985-bdl Sanfordtol és
Johnsontél ered. E megfogalmazas szerint a
gazdandvényben expresszalodd virus génjé-
nek, génszakaszdnak RNS-transzkriptuma,
illetve génterméke a viruseredeti komponen-
sek természetének egyensilyat megvaltoz-
tathatja, igy a virusreplikacio, valamint a virus
novényen beliili terjedése megakadalyozhato,
illetve megzavarhatd, ami a novény enyhitett
vagy elmarado fert6zését eredményezi. Transz-
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génikus novények eldallitisahoz a kopenyfe-
hérje mellett szamos virusgén felhasznalhato: a
replikazkomplex komponenseinek génjei, sza-
tellit RNS-ek, defektiv interferalé elemek,
ribozimok, antiszensz RNS-ek és mozgasi
fehérjék génjei (Wilson 1993, Lindbo et al.
1993b, Baulcombe 1996, Tacke et al. 1996,
Ares et al. 1998). Széles korben és sikeresen
hasznalt a virus kopenyfehérjegénje, melyet
elséként alkalmaztak transzgénikus névények
eloallitasara a klasszikus keresztvédettség
vizsgalataibdl levont kovetkeztetések alapjan.
A gént megfeleld vektorba helyezve és
novénybe ¢épitve a kopenyfehérje novényen
beliili termel6dését eredményezi. Az igy kival-
tott rezisztenciat nevezziik kopenyfehérje altal
kozvetitett rezisztencianak. A védettség mér-
téke fligg az adott virustol, az inokulum kon-
centraciojatol és a transzformans noévényi
vonaltél. A kopenyfehérje altali védettség
vizualisan is megjelenik. A rezisztencia szintje
azonban viltozd: a szimptomdk kifejlodése
idében késhet, a megjelend tiinetek lehetnek
enyhébbek, eléfordulhat kisebb virusszam,
létrejohet  feléptilési (,recovery™) reakcio
(amikor a novény elsddlegesen fertézodik,
azonban a késobb megjelend fiatal levelek mar
tiinet- és virusmentesek), valamint kialakulhat
immunitas. A védettség esetenként fennallhat
nagyobb inokulum-koncentracioval szemben is.

Az elsé kisérletet kopenyfehérje altali
rezisztencia kialakitasara Bevan et al. (1985)
végezték. Dohany mozaik virus (tobacco mosaic
tobamovirus ~ TMV) kopenyfehérje- (coat
protein -~ CP) gént épitettek be dohanyndvé-
nyekbe Agrobacterium tumefaciens segitségé-
vel. A felnevelt novények leveleibdl 0.001%-
ban mutattak ki a CP-t az dsszes oldhato fehér-
jéhez viszonyitva, azonban TMV-fertézéskor a
transzgénikus novények a kontrollokhoz hason-
l6an fogékonynak bizonyultak. Az elsé sikeres
kisérletet Powel Abel et al. (1986) végezték el.
Reverz transzkripcioval eldallitott, a TMV CP-
génjét tartalmazo konstrukciéval transzformal-
tak dohanyndvényeket, mely konstrukcio 35 S
promotert és poly (A) régiot is tartalmazott. A
transzgénikus novények leveleibdl szarmazo
fehérjekivonatban immunoblot segitségével
0.1%-os aranyban mutattik ki a virus CP-gén-
jét. TMV-vel torténd mesterséges fert6zés soran
a CP-t szintetizal6 novényeken vagy késéssel

jelentkeztek a tiinetek, vagy egy résziik tiinet-
mentes maradt. A transzformansokon megfi-
gyelt rezisztenciat a hasadé utédpopulacidkon
is ki lehetett mutatni. Ez volt az els6 tanul-
many, amely bebizonyitotta, hogy virusrezisz-
tencia kialakitdsanak céljabol a genetikai transz-
forméciot eredményesen lehet alkalmazni.
1986 ota CP altal kivaltott védettséget szamos
esetben hoztak létre a vilag kiilonbozd labora-
toriumaiban mintegy 16 virusnemzetség egyes
tagjaival szemben (/. tablazat).

Az alabbiakban viruscsoportonként foglal-
juk Ossze az elért uj eredményeket.

Alfamovirus csoport

Tumer et al. (1987) a lucerna mozaik virus
(alfalfa mosaic alfamovirus — AIMV) 4-es RNS-
¢t hasznaltak fel transzformacios vektorok els-
allitasdhoz. Dohany- és paradicsomnévényeket
hasznaltak a transzformacidkhoz, melyek leve-
leib6l 0.1-0.8%-ban mutattak ki a CP-t a ki-
vonhat6 6sszfehérjékbdl immunoblot analizis-
sel. A transzgénikus dohanynévényeket inoku-
A CP-t expresszaloé (CP+) novényeken nem
jelentek meg a virustiinetek két héttel a ferto-
zés utan, mig a CP-t nem termeld (CP-) nové-
nyeken léziok és szisztemikus mozaik tiinetek
fejlédtek ki. Ezekben a fogékony novényekben
400-szor nagyobb virusmennyiséget talaltak,
mint a ,,CP+" novényekben.

Loesch-Fries et al. (1987) kétféle génkon-
strukciot allitottak el6 transzformacios céllal.
Az egyik az AIMV 19S prométer €s a karfiol
mozaik virus (cauliflower mosaic caulimovirus
— CaMYV) CP kazettat tartalmazva, mig a masik
az AIMV 35 S prométert és a CP:T-DNS ORF
25 3' végszekvenciakat, melyekkel dohany- és
lucernanovényeket transzformaltak. A P19S:CP
konstrukciot hordozé dohanyndvények (33 vo-
nal) leveleibdl 0.05 %-ban mutattak ki a CP-t, a
P35S:CP konstrukcidjiakbol (34 vonal) pedig
0.13%-ban a levél dsszfehérjéihez viszonyitva.
A P19S:CP transzgénikus utodok, melyek a leg-
magasabb szinten akkumulalték a CP-t, keve-
sebb elsddleges fertézési tiinetet mutattak és
benniik lassabban fejlédtek ki a szisztemikus
tiinetek is a ,,CP“-novényekhez képest. A
0.006%-ban CP-t tartalmazd novények mar
nem voltak rezisztensek. Az ellendlloképesség
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1. tébldzat. Transzformans novényeken CP altal kivaltott védettség 16 virusnemzetség egyes tagjaival szemben

Virus- Beépitett Transzformalt ’ ; |
: - Rezisztencia Referencia
nemzetség CP névény @ ©)
(1) (2) (3)
AIMV Dohany (6), AIMV (+) Tumer et al. 1987, 1991
paradicsom (7)
AIMV-YSMV | Dohany (6) ATMV-YSHIV (1), van Dun et al. 1987
TSV ()
Dohany (6), AIMV-425, 4
AIMV-425 lucera (8) AMV-McKinney (+) Loesch-Fries et al. 1987
AIMV Lucerna (8) AIMV (+) Halk et al. 1989
Alfamovirus
, PVX, CMV (+-),
AIMV Dohany (6) ™V () Anderson et al. 1989
AIMV Bl 150, AIMV (+) Hill et al. 1991
lucerna (8)
Dohény (6) ;
AIMV (Xanthi) AIMV (+) Yushibov et al. 1995
PVS-An N. debneyi PVS-ME (+) MacKenzie és Tremaine 1990
Carlavirus Burgonya (9) PVS-An (+), )
PVS-An (Russet Burbank)| PVM (+-) MacKenzie et al. 1991
CMV-C Dohéany (6) CMV-C (+) Cuozzo et al. 1988
Dohény (6) CMV-C, CMV-Chi(+),
CMV-C (Xanthi) CMV-WL(+-) Quemada et al. 1991
: 2 CMV-WL, CMV-C,
Cucumovirus | CMV-WL Dohény (6) CMV-Chi (+) Namba et al. 1991
CMV Tok (10) CMV (+) Gonsalves et al. 1992
CMV-0 Dohany (6) CMV-0, CMV-Y (+) | Nakajima et al. 1993
CMV-Y Dohény (6) CMV-Y (+) Okuno et al. 1993
Enamovirus | PEMV Borso (11) PEMYV (+) Chowrira et al. 1998
; Cukorrépa (12)
Furovirus BNYVV o BNYVV (+) Kallerhoff et al. 1990
Geminivirus | TYLCV Paradicsom (7) | TYLCV (+) Kunik et al. 1994
P Dohény (6) TSV-WC (4),
Harvirus TSV-WC (Xanthi, Samsun) | AIMV (+) van Dun et al. 1988
Dohany (6),
PLRV burgonya (9) PLRV (+) Kawchuk et al. 1990
(Desiree)
Luteovi PLRV Burgonya (%) | py gy (+) Kawchuk e t al. 1990
HICONITUS, (Russet Burbank) ’
van der Wilk ct al. 1991,
PLRV Burgonya (9) PLRV (+) Barker et al. 1992
ArMV Dohany (6) ArMV (+) Bertioli et al. 1992
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1. tablazat folytatésa. Transzformans novényeken CP altal kivaltott védettség

16 virusnemzetség egyes tagjaival szemben

Virus- Beépitett Transzformalt : ; §
; S Rezisztencia Referencia
nemzetség CP novény @ )
(1) (2) (3)
Nepovirus GCMV Dohény (6) GCMV (+) Brault et al. 1993
van der Wilk et al. 1991,
B Doty (8) il Hemenway et al. 1988
Hoekema et al. 1989,
% Burguays (V) FLET Kaniewski et al. 1990
Burgonya (9) :
PVX (Rt Bl PVX (+), PVY (H) Lawson et al. 1990
Potexvirus Burgonya
PVX+PVY (Risssar Berbenik) PVX+PVY (+) Lawson et al. 1990
Burgonya i
PVX (Bingle, Escort) PVX (+) Jongedijk et al. 1992
PVX-G Burgonya (9) PVX-G (+) Feheér et al. 1992
CyMV Dohény (6) CyMV (+) Chia et al. 1992
PAMV N. benthamiana | PAMV (+) Leclerc és AbouHaidar 1995
PVY, TEV (1),
SMV-N Dohany (6) TMV-UI () Stark ¢s Beachy 1989
+
BYMV N. benthamiana AEMY LR Fapbon, Hammond és Kamo 1995
TuMV (=)
PPV N. clevelandii 2 da Camara Machado et al. 1990
N. clevelandii
PPV N Fanthanians PPV (+) Regner et al. 1992
Dohény (6),
(Xanthi)
i i
PPV N. clevelandii, PPV (+), PVY (+) Ravelonandro et al. 1993
N. benthamiana
Szilva (13),
+
S— PPV Seaibarack (14) PPV (+) Scorza et al. 1994, 1995
PPV N. benthamiana | PPV (+) Palkovics et al. 1995
Dohéany (6) )
LMV (Xanthi) LMV, PVY (+) Dinant et al. 1993
MDMV Kukorica (15) MDMV, MCMV (+) | Murry et al. 1993
WMV II, ’
ZYMV N. benthamiana | WMV II, ZYMV (+) | Namba et al. 1992
ZYMV Sargadinnye (16) [ ZYMV (+) Fang ¢s Grumet 1993
Burgonya (9) s
PVY-O (Riusset Bioheaik) PVY-O (+), PVX (-) | Lawson et al. 1990
PVY-N Burgonya (9) PVY-N (), Farinelli et al. 1992
) (Bintje) PVY-O (-) Farinelli és Malnoe 1993
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1. tablazat folytatasa. Transzformans ndvényeken CP altal kivaltott védettség

16 virusnemzetség egyes tagjaival szemben

Virus- Beépitett Transzformalt Reaitsiehl Refi A
nemzetség CpP névény cz1?:)enc1a E c(r;;ncw
(1) (2) (3)
PVY-N (+) van der Vlugt et al. 1992
di Dohiiny (5 PVY-N, PVY-O (+) | Farinelli és Malnoe 1993
PVY Dohany (6) PVY-NTN (+) Kollar et al. 1993
Smith et al. 1995,
PVY Burgonya (9) PVY (+) Stark és Beachy 1989,
Kaniewski et al. 1990
Porpviris TVMV Dohany TVMV (+), TEV (+) | Murphy et al. 1990
(folytatas) Dohany (6), PVY, PepMoV, .
A% p e A
PRS Besiagis TEV (+), CMV-C () Ling et al. 1991
PRV Papaya PRV (+) Fitch et al. 1992
PStV N. benthamiana | PStV (+), TEV (-) Cassidy ¢s Nelson 1995
TEV Dohany (6) TEV (+-) Lindbo és Dougherty 1992b
Dohany (6)
TEV (Burley 49) TEV (+) Dougherty et al. 1994
Tenuivirus RSV Rizs (17) RSV (+) Hayakawa et al. 1992
TMV-UI Dohény (6) TMV-UI (+) Powell et al. 1986
TMV-UI,
3 TMV-PV230 (+),
TMV-UI Paradicsom (7) ToMV-L, Nelson et al. 1988
ToMV-2 (+-)
TMV, ToMV,
™V Dohany (6) P LS Nejidat és Beachy 1990
Tobamovirus PMMYV (+), RMV,
SHMV (-)
Anderson et al. 1989,
T™V Dohény (6) TMV (+) Clark et al. 1990,
Reimann-Philip ¢s Beachy 1993
mut. TMV (+),
TMV-UI Dohény (6) TMV-UHSHMV CP () Clark et al. 1995
ToMV-C Paradicsom (7) | TMV-Ul, ToMV-C (+)| Sanders et al. 1992
TRV-TCM Dohény (6) TRV-TCM (+) van Dun et al. 1987
Dohany (6) TRV-TCM, PEBV (+), ;
. 5 1
Tobravirus TRVETCM (Samsun) TRV-PLB () van Dun és Bol 1988
TRV-PLB (+),
TRV-PLB Dohiny (6) TRV-TCM (=) Angenent et al. 1990
Tombusvirus | CyRSV Dohény (6) CyRSV Rubino et al. 1993
MacKenzie ¢s Ellis 1992
Tospovirus TSWV Dohany (6) TSWV (+) de Haan et al. 1992

Goldbach és de Haan 1993




NOVENYTERMELES, 2000. Tom. 49. No. 1-2.

171

1. tablazat folytatasa. Transzformans novényeken CP dltal kivaltott védettség

16 virusnemzetség egyes tagjaival szemben

Virus- Beépitett Transzformalt 2 . .
7 o Rezisztencia Referencia
nemzetség CP novény ) ©)
(1) (2) (3)
TSWV-BL Dohény (6) TSWV-BL (+) Pang et al. 1993
TSWV+
TCSV+G Dohany (6) TSWYV, TCSV, Prins et al. 1995
Tospovirus RSV
(folytatds) — TSWV, INSV, Gielen et al. 1991
fogart N. benthamiana | GRSV (+-), Vaira et al. 1995
olasz iz. GBNV ()
TSWV-Hm Dohany (6) TSWV-Hm (+) Burgyan et al. 1998

Table 1. Protection against virus species from 16 genera, induced by CP in transformed plants. (1) Virus genus,
(2) CP incorporated, (3) Transformed plant, (4) Resistance, (5) Reference, (6) Tobacco, (7) Tomato,
(8) Alfalfa, (9) Potato, (10) Marrow, (11) Pea, (12) Sugarbeet (protoplast), (13) Plum, (14) Pcach,

(15) Maize, (16) Musk melon, (17) Rice.

hatasosnak bizonyult két AIMV torzzsel szem-
ben, de AIMV RNS-el és TMV-vel térténd fer-
tozéssel szemben mar nem.

Anderson et al. (1989) megfigyelték, hogy
az AIMV CP-t tartalmazo transzgénikus noveé-
nyek TMV-vel szemben érzékenyek, azonban
0.01-0.5 pg/ml burgonya X virus (potato X
potexvirus — PVX) vagy uborka mozaik virus
(cucumber mosaic cucumovirus — CMV) fer-
t0zés esetén a szimptomak kifejlédése késett.

A P35S:AIMV CP konstrukciét van Dun
et al. (1987) juttattak be lucernaba. A vizsgalt
240 novény 40%-a expresszalta a CP-gént,
mely 0.05%-ban volt jelen a levél Gsszfehérjéi-
ben. A transzgénikus novények ellenalléak vol-
tak AIMV fertézéssel szemben. Ot honappal az
inokulaciot kévetden sem fejlodtek ki a virus-
tunetek, és az ezekbdl elGallitott protoplasztok
is rezisztensnek mutatkoztak. Késobb dohany-
novényeket is transzformaltak P35S:AIMV
CP:NOS 3' konstrukcioval. A 15 regenerdns
vonalbol 11-ben tapasztaltak CP expressziot,
melyek megkdzelitéleg 0.05%-ban tartalmaz-
tak a CP-t a levél kivonhato fehérjéiben. A
novények rezisztensek voltak AIMV 'YSMV'
torzzsel torténd fertzést kovetden, mig fogé-
konynak bizonyultak AIMV RNS és dohany
csikossag virus (tobacco streak ilarvirus -
TSV) fertézés esetében is. Egy , frame-shift”
mutaciot tartalmazo konstrukcioval transzfor-
malt névények, melyek csak a CP mRNS-t

akkumulaltak, magat a CP-t nem, fogékonyak
voltak AIMV fert6zéssel szemben. Ezek az
eredmények a fehérjetermék szerepére utalnak
a rezisztencia kialakitasaban.

Yushibov és Loesch-Fries (1995) szintén
AIMV  CP-vel transzformaltak Nicotiana
tabacum L. cv. Xanthi dohanynovényeket, me-
lyek hatasos védelmet nytjtottak a donorvirus-
sal szemben. Mutans, nem transzlalodo CP-
gént tartalmazo konstrukciok hasznalatat kove-
téen gyenge rezisztenciat tapasztaltak. Ez ra-
mutatott arra, hogy az ellenalloképesség ki-
alakitdsahoz nincs sziikség a CP-k és az AIMV
RNS-ek kozotti interakciora.

Carlavirus csoport

Kopenyfehérje altal kivalasztott reziszten-
ciat kaptak a burgonya M virus (potato M
carlavirus — PVM) és burgonya S virus (potato
S carlavirus — PVS) képenyfehérjegének fel-
hasznalasaval is. McKenzie és Tremaine
(1990), valamint McKenzie et al. (1991)
dohanynovényekbe épitették be a PVS 'An’
izolatum CP-génjét, mely altal sikeriilt rezisz-
tenciat kivéltani a transzgénikus vonalakban.
Transzformaltak a konstrukcioval Russet
Burbank burgonyaniévényeket és azt tapasztal-
tak, hogy a CP-t expresszald vonalak ellen-
alléak voltak PVS 'An'-nel szemben, PVM-mel
szemben viszont kevésbé.
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Cucumovirus csoport

Quemada et al. (1991) CMV 'C' térzsének
CP-jével transzgénikus N. tabacum L. cv.
Xanthi vonalakat allitottak eld. A rezisztencia
mértéke valtozé volt, a majdnem teljes
védettségtdl az ellenallosag hianyaig terjedt, és
fuggott a fert6zéshez hasznalt torzstél (CmV
'C' subgroup 1, 'Chi' sg. 1, 'WL" sg. 2). A fer-
tézéseket mechanikusan és levéltetvek segit-
ségével is elvégezték. Megfigyelték, hogy a
kopenyfehérjét expresszalé vonalak CMV 'C'-
vel szemben majdnem teljesen rezisztensek
voltak, mig CMV 'Chi'-vel szemben megkoze-
litéleg 20 %-uk, illetve CMV "WL'-lel szemben
kb. 50%-uk fert6z6dott meg. A kdpenyfehérjét
nem akkumulalé vonalak CMV 'C' esetén
50%-ban fert6zédtek, mig a CMV 'Chi' és "WL'
torzsek esetén 100%-os volt a fertdzottség.

Okuno et al. (1993) CMV képenyfehér-
jegénre transzgénikus dohanyndvényeket fer-
t6ztek CMV vironnal és RNS-sel. A névények
mindkét esetben ellenalléak voltak, mig proto-
plasztok RNS-el torténd fertézésekor nem
maradt fenn az ellendlloképesség. 34 °C-on
végzett hokezeléses kisérletek soran tapasz-
taltak, hogy a novényekben csokkent a rezisz-
tencia szintje, vagy akar teljesen el is veszitet-
ték azt. Mivel a CP magas hémérsékleten insta-
bil, ez az eredmény a kopenyfehérje szerepére
utal a CMV-vel szembeni rezisztencia kialaku-
lasaban.

CMV 'D', "WL' és 'O izolatumok kdpeny-
fehérjegénjeivel transzformaltak dohanynoévé-
nyeket Cuozzo et al. (1988), Namba et al.
(1991) és Nakajima et al. (1993). CMV 'D'
esetében védettséget tapasztaltak CMV 'C'-vel
szemben, CMV '"WL' eredetii transzgént hor-
dozéknal CMV 'C', 'Chi' és "WL'-lel szemben,
valamint CMV 'O' CP hasznalatakor CMV 'O’
fertézést kovetden.

Enamovirus csoport

Kopenyfehérje éltal kialakitott védettséget
indukaltak borsé enaciés mozaik virus (pea
enation mosaic enamovirus — PEMV) CP-gént
tartalmazo konstrukeié felhasznalasaval borso-
ban Chowrira et al. (1998). Axillaris meriszté-
masejteket transzformaltak injektalassal és
elektroporalassal. A transzgénikus novények-

ben késéi és alacsonyabb szintli PEMV rep-
likaciot, illetve gyengiilt tiinetek kifejlodését
tapasztaltdk a kontroll ndvényekhez képest.

Furovirus csoport

Kallerhoff et al. (1990) felhasznaltak a
répa nekrotikus sargaertiség virus (beet necrotic
yellow vein furovirus (jabban benyvirus) —
BNYVV) CP-génjét cukorrépa protoplaszt-
transzformaciora Agrobacterium kokultivacio-
val, és ezen az uton reisztens névényi vona-
lakhoz jutottak. A sejtszuszpencziobdl izolal-
tak CP-t expresszalé transzformalt protoplasz-
tokat, melyekbdl fert6zés utan kimutattdk,
hogy a CP expresszié hatékony rezisztenciat
eredményezett. MegkozelitSleg a sejtek 2%-a
volt transzformans, melyek 200 mg/l kanami-
cint tartalmazé szelektiv taptalajon is képesek
voltak ndni. A rezisztencia nagy inokulum-
koncentracié mellett is érvényesiilt, és RNS-sel
torténd fertézés esetében sem tapasztaltak
virusreplikdaciot, szemben a nem transzformalt
protoplasztokban tapasztaltakkal.

Geminivirus csoport

Kunik et al. (1994) transzgénikus paradi-
csomnovényeket allitottak elé a paradicsom
sarga levélgondorodés virus (tomato yellow
leaf curl geminivirus - TYLCV) — ez egyszalu
DNS-t tartalmazo virus — kopenyfehérjegén-
jének felhasznalasaval. A novények ellenalloak
voltak a késébbi virustimadassal szemben. A
kisérlethez a Lycopersicon esculentum x L.
pennellii hibrid F, nemzedékét hasznaltak,
mivel ez a természetes paradicsommal azonos
fogékonysagu, viszont a regeneracioés kapaci-
tasa annal nagyobb. A CP-génnel (V1) transz-
formélt noévényeket fehérlegyek segitségével
fert6zték meg. Szimptoémakésést és recovery
jelenséget tapasztaltak. Ismételt fertSzések
esetében sem mutattdk ki a rezisztencia
csokkenését, inkabb annak erGsodését
figyelték meg. Kilenc transzgénikus vonalbol
hatban fordult el6 fehérjeakkumuldcié. A kont-
rollokhoz hasonléan érzékeny transzformalt
novények csak a VI RNS-t expresszaltak, mig
azok, melyek magat a CP-t is termelték, képe-
sek voltak felépiilni, vagy ellenallésagot
kialakitani.
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Ilarvirus csoport

Van Dun et al. (1988) TSV "WC' térzsének
CP-génjével transzformaltak N. tabacum
Samsun és Xanthi dohanynovényt. A transz-
génikus vonalak mindegyikében megtaldlhatd
volt a CP mRNS, a CP szintet azonban nem
vizsgaltak. A novények fertdzését 10 pg/ml
,CP+* vonalakban nem fejlédtek ki virus-
tiinetek, mig a kontrollokon 1éziok kialakulasat
lehetett megfigyelni. A szisztemikus szimpto-
mék a ,CP— novényeken harom héten beliil
fejlodtek ki, mig a “,CP+* vonalakban harom
hét utan sem alakultak ki.

Luteovirus csoport

Kawchuk et al. (1990) burgonya levélsod-
rodas virus (potato leafroll luteovirus — PLRV)
kopenyfehérjegént hasznaltak Desiree, majd
késébb Russet Burbank burgonyafajta transz-
tensnek bizonyultak PLRV fertdzéssel szem-
ben, bar a magas transzkriptumszint ellenére
kis kopenyfehérje-mennyiséget mutattak ki:
0.01%-ot az Gsszes levélproteinhez viszonyitva.
Ennek magyarazata a CP mRNS kis transzla-
cios hatékonysdga vagy a proteinalegység insta-
bilitasa, de el6fordulhat, hogy a kopenyfehérje
csak egy bizonyos szovettipuson beliil stabil,
pl. a floem sejtekben. A transzgénikus vonalak
ellenalloképességét sem a levéltetiivel torténd
fertézés, sem a nagy inokulumkoncentracio
nem torte at.

Nepovirus csoport

Az arabis mozaik virus (arabis mosaic
nepovirus — ArMV) és a sz6l6 krom mozaik
virus (grapevine chrome mosaic nepovirus —
GCMV) kopenyfehérjegénjeit hasznaltak fel
sikeres, kopenyfehérje altal indukalt kereszt-
védettséghez dohanyndvényekben (Brault et al.
1993). A GCMV CP-t hordozd novények
magas szinten expresszaltak a kopenyfehérje-
gént, ami rezisztenciat is eredményezett. Né-
hany novény megfert6z6dott ugyan, de a kont-
rollokhoz képest alacsony szinten akkumu-
laltak a virus RNS-t. Az ellenallosag tisztitott

virus RNS-sel torténd fertdzés esetében is
megmaradt. Azt tapasztaltik, hogy csak a
magas szinti CP expresszid eredményez csak
rezisztenciat. A Nicotiana tabacum ugyan nem
szisztemikus gazdaja a virusnak, az mégis
képes benne replikal6dni szisztemikus tiinetek
kialakitasa nélkiil. Néhany novény | pg/ml
inokulumkoncentraciéonal is megfert6z6dott,
mig nagy koncentracional (10 pg/ml) mar a
nagy részilk. Ezek azonban joval kevesebb
RNS-t akkumulaltak, mint a szintén megfertd-
z6dott kontrollndvények. RNS-sel torténd fer-
t6zésnél is hasonlé eredményeket kaptak.

Potexvirus csoport

Lexlerc és AbouHaidar (1995) burgonya
aucuba mozaik virus (potato aucuba mosaic
potexvirus — PAMV) kopenyfehérjegénnel
transzformaltak Nicotiana benthamiana nové-
nyeket. Négyféle génkonstrukciot allitottak
eld: teljes hosszasagu (full length) CP-gén, két
csonkitott CP-gén (az egyikben az N-terminalis
régiobol 46 aminosavat toroltek ,,NT 138, mig
a masikban a konzervativ ,,core” régiobol 86
aminosavat toroltek ,,CT 258%) és egy anti-
szensz CP-génkonstrukciot. A teljes hosszi-
sagu és az NT 138 transzgéneket hordozo
novényekbdl kimutattdk a mRNS-t és a fehérje-
terméket, mig a CT 258 és az antiszensz konst-
rukciokkal transzformalt vonalakbdl csak a
mRNS-t tudtdk kimutatni, a fehérjét nem.
PAMV-vel torténd fertézést kdvetben rezisz-
tencia alakult ki a teljes hosszusagl, a CT 258
és az antiszensz géneket hordozd vonalakban,
ez a szimptomak kialakulasanak késésében nyil-
vanult meg. Az NT 138 konstrukciot hordozd
novényekben azonban nem alakult ki ellenallo-
sag. A leghatékonyabbnak az antiszensz vona-
lak bizonyultak. A csonkitott ,,core régio fel-
hasznélasaval kimutattdk, hogy CP altali re-
zisztencia kivéltdsahoz nemcsak a teljes hosz-
szusagu géneket hordozd konstrukcidkat lehet
felhasznalni.

Hoekema et al. (1989) PVX CP-génnel
transzformaltak burgonyandvényeket, ¢és
1 pg/ml inokulumkoncentracioval torténd fer-
t6zés esetén a szimptomakifejlodés késését és
virusakkumulacio-csokkenést tapasztaltak a
transzgénikus vonalakban.
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Jongedijk et al. (1992) Bintje és Escort
burgonyafajtat transzformaltak szintén PVX
kopenyfehérjegénnel. A szant6foldi vizsgala-
tok soran pozitiv korrelaciot tapasztaltak az
akkumulalt CP-szint és a rezisztencia szintje
kozott, azonban ez a korrelacio a kdzepes szin-
ten expresszaloknal nem volt egyértelmd.

PVX-szel szembeni ellenallésagot valtot-
tak ki van der Wilk et al. (1991) dohanynové-
nyekben, mig Lawson et al. (1990) Russet
Burbank burgonyaban. Ebben az esetben a
transzgénikus novény fogékony volt PVY-nal
szemben, azonban egy olyan konstrukcid
haszndlata altal, mely nemcsak a PVX, hanem
a PVY kopenyfehérje génjét is tartalmazta, a
novények ellenallova véltak. Fehér et al. (1992)
a PVX 'G' izolatumat hasznaltak fel burgonya-
transzformaciokhoz. Desirée és Gracia gumo-
korongokat transzformaltak Agrobacterium
segitségével. A CP-expresszio szintje alacsony,
de kimutathaté volt (Northern-, Western-anali-
zissel). Az inokulalt levelekben a virus RNS
formansok nagy részében a kontrollokhoz
képest, sot 18 nappal a fertézés utan az egyik
vonalban 4-10-szeres csokkenést észleltek.

Chia et al. (1992) cymbidium mozaik virus
(cymbidium mosaic virus — CyMV) CP-gén-
jével transzformaltak dohanynovényeket, me-
lyek rezisztensek lettek a késébbi CyMV fer-
tézésekkel szemben.

Potyvirus csoport

Murry et al. (1993) kukorica torpe vagy
csikos mozaik virus (maise dwarf mosaic
potyvirus — MDMV) 'B' térzsének CP-génjét
felhasznalva allitottak el§ transzgénikus kuko-
ricandvényeket. A vonalak mindegyike ex-
presszalta a CP-gént, s6t az egyik vonalban
100-200 pg CP-t mutattak ki frisstémeg-gram-
monként. A novényeket MDMV 'A' és 'B'
torzsekkel fert6zték, valamint kukorica kloro-
tikus foltossag virus (maize chlorotic mottle
carmo- vagy machlomovirus — MCMV)-vel
egyltt, keverten. A hatodik napot kovetd vizs-
galatokban a transzgénikus névények rezisz-
tensnek bizonyultak. A replikaci6 gatlasa és a
virusterjedés a heterolog fertézésnél azonban
nem volt teljes, a transzgén jelenléte mégis

eldsegitette a novények tulélését és a mag-
hozatalt.

Cassidy és Nelson (1995) foldimogyord
csikossag virus (peanut stripe potyvirus —
PStV) CP-gén felhasznalasaval elGallitott konst-
rukciokkal transzformaltak N. benthamiana
novényeket. Létrehoztak ATG transzlacios
start koddal rendelkezé és e nélkili, teljes
hosszusagu konstrukcidkat, valamint ATG-vel
rendelkezd, de csonkitott CP-t tartalmazo vek-
deletaltak 16, illetve 106 aminosavat. A két —
teljes gént tartalmazo — ,, ATG+* vonalnal nem
figyeltek meg szimptomakifejlodést vagy virus-
akkumulaciot mechanikai fert6zés esetén, a
tobbi vonalnal viszont csupan a szimptomak
kifejlédésének késését tapasztaltak. Ezen
novények szisztemikus, fiatal levelei attorték a
fert6zést, és bel6litk a CP kimutatasa is sikerte-
lenné valt. Tovabbi vizsgalatokkal kimutattik,
hogy a felépiilési ,,recovery* jelenséget mutatd
novények szimptoma nélkiili levelei rezisz-
tensek az Ujabb PStV fertézésekkel szemben,
azonban dohéany karcolatos virus (tobacco etch
potyvirus — TEV) fert6zéssel szemben nem. A
PStV-re immunis transzgénikus névények
ellenalloképessége hatastalan maradt mas
poty- vagy tobamovirusokkal torténd fert6zés
esetén. Az ,,ATG-“ vonalak késve kifejl5ds,
illetve enyhébb tiineteket mutattak az ,, ATG+*
vonalakhoz és a nem transzgénikusokhoz
képest, st eldfordultak szimptomamentes
egyedeik is. A fert6zddott novények kozott
nem fordultak el6 felépiilési képességgel ren-
delkezé egyedek, azonban az ATG sziiksé-
gessége nem tisztazott a jelenség létrejottében.
A vizsgalatok nem mutattak ki korrelaciot a CP
akkumulacios szint és a rezisztencia mértéke
kozott.

Da Camara Machado et al. (1992) Prunus
armeniaca sejtkulturat transzformaltak 24 6ras
Agrobacteriumos egyiitt tenyésztéssel, mely a
szilva himl6 virus (plum pox potyvirus — PPV)
CP-génjét hordozta, majd 48 6ran 4t renegera-
cios taptalajon inkubaltak. Az Gszibarack-rege-
neraci6 fejletlen embriokbol tortént. Ez volt az
elsé tanulmany, mely sikeres gytimdlesfa-
transzformaciot irt le.

Ravelonandro et al. (1993) PPV CP-génnel
transzformaltak N. tabacum Xanthi, N. bentha-
miana és N. clevelandii névényeket. A bentha-
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miana vonalakban ellenalloképesség kialaku-
lasat tapasztaltak PPV fert6zés esetén, mig a
Xanthi és a clevelandii vonalakban csupan
részleges védettséget figyeltek meg PPV és
burgonya Y virus (potato Y potyvirus — PVY)
inokuldciokat kovetéen. 20 pg/ml PVY-nal
torténd fertdzés esetében a vonalak 90-100%-a
megfert6z6dott, ami a rezisztencia inokulum-
koncentraciotol valo fliiggdségét jelzi. Egyes
benthamiana ndvényeknél a hosszu tavi virus-
mozgas blokkolasat és a felépiilési jelenséget
figyelték meg, ez azonban szintén fuggott a
viruskoncentraciotol.

Palkovics et al. (1995) az SK-68 jeli PPV
torzs kopenyfehérjegénjét épitették be Nicotiana
benthamiana novényekbe, melyek koziil tobb
nagyfoku rezisztenciat adott a feliilfert6z6 virus-
sal szemben. Két vonal esetében a ,recovery*
jelenségét is megfigyelték.

Regner et al. (1992) is hasonlé eredmeé-
nyekrdl szamoltak be, azonban N. clevelandii
novények esetében 1s megfigyelték a fertézést
attord, 0j, szimptomamentes levelek kialakula-
sat. A rezisztencia szintje és a CP-expresszio
kozott ugyanakkor negativ korrelaciot figyel-
tek meg.

Scorza et al. (1994) szilva hipokotil szele-
teket transzformaltak PPV CP-génnel. 1800 sze-
letbdl 22 transzforméns klont kaptak, melyek
kozil ot termelte a CP-t. A mRNS-szint a
kimutathatatlantol a nagy mennyiségig terjedt,
¢s a CP-mennyiség korrelalt a mRNS-szinttel.
A termelddott kopenyfehérje-mennyiséget
osszefliggésbe hoztak a beépiilési kopiaszam-
mal ¢s az integracio helyével.

Scorza et al (1991) papaya gyftirisfoltossag
virus (papaya ringspot potyvirus — PRV) CP-
génnel transzgénikus szilvakat fertéztek atol-
tassal PPV-vel, és két éven keresztiil vizsgaltak
a reakciokat. A legtobb transzgénikus novény
megfert6zodott, viszont a szimptomak a kont-
rollokhoz képest enyhébbek voltak. Csupéan
egy novényben tapasztaltak a védettség megje-
lenését.

Ling et al. (1991) PRV CP-gént expresszal-
tattak dohanynovényekben. TEV, PVY és
foldimogyoré mozaik virus (peanut mosaic
potyvirus — PeMV) fertdzést kovetéen szimp-
tomakeésést ¢s a tiinetek gyengiilt kifejlédését
tapasztaltak. Az ellenalloképesség TEV és
PeMV eset¢ben hatékonyabbnak bizonyult,

mint PVY-nal szemben, holott a PeMV ¢és a
PVY kopenyfehérjéi kozotti aminosavszekven-
cia-homologia jelentds.

Gonsalves ¢és Slightom (1993) S55-1 transz-
génikus papayavonallal végeztek szantofoldi
vizsgalatokat. A novények felét mechanikailag,
masik felét levéltetvek segitségével fertdzték
mind a transzgénikusok, mind a kontrollok ese-
tében. A transzgénikusok koziil egy sem ferto-
z6dott meg, mig a kontrollokbol egy kivétele-
vel az Osszes. Ezt a vizsgalatot két-harom éves
periddusra tervezték, mivel valaszt varnak arra
a kérdésre, hogy a rezisztencia valtozik-e a
gyiimdlcshozatallal, illetve az Sregedéssel.

Lindbo és Dougherty (1992) nem transz-
lalodo, szensz és antiszensz TEV CP-génnel
transzformaltak dohanyndvényeket. A hét vizs-
galt antiszensz vonalbol egy esetben tapasztal-
tak szimptomagyengiilést, mig a tiz szensz
vonal mindegyike tiinetmentes volt. Mecha-
nikai és levéltetvek éltali inokulaciot is alkal-
maztak. A rezisztencia jellemzéi eltértek a CP
altal kivaltott ellenallosagtol, mivel az ebben
az esetben RNS-fiiggének bizonyult. A védett-
ség fiiggetlen volt az inokulumkoncentraciotol
¢és a novény méretétdl, azonban TEV specifi-
kus volt, mely elsésorban a virusreplikdcio
csokkentésében nyilvanult meg.

Hammond és Kamo (1995) N. benthami-
ana novényeket transzformaltak antiszensz
bab sarga mozaik virus (bean yellow mosaic
potyvirus — BYMV) kopenyfehérjegénnel. A
konstrukcio a 3' nem kodolo régiot €s a poly
(A) véget is tartalmazta. A tiz vizsgdlt transz-
ben talaltak nagyfoku rezisztenciat 100 pg/ml
BYMV és 50 pg/ml BYMV RNS mechanikai
inokulaciojat kovetoen. Egyik esetben sem volt
detektalhato a virus a novényben. A tobbi
kilenc vonal szisztemikusan fert6z6dott és a
kezdeti tiinetek a nem transzgénikus novények
reakcioihoz hasonloéak voltak. Egy esetben
tapasztaltak ,,recovery* jelenséget, mig a tébbi
részleges felépiilést mutatott, mivel a virus-
szam ¢és a tiinetek eréssége csokkent ugyan, de
nem tiint el teljesen. Ezek a transzgénikus nové-
nyek paprika foltossag virus (pepper mottle
potyvirus — PepMoV) és tarlorépa mozaik
virus (turnip mosaic potyvirus — TuMV) fert6-
zésekkel szemben fogékonyak voltak. A megfi-
gyelhetd aktualis alapallapota (steady-state)
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transzkriptumszint az erésebben rezisztens
vonalaknal alacsonyabb volt, aminek kivaltdja
lehet egy szekvenciaspecifikus gazdangvény
eredetii nukleaz miikddése, amely a transzgén
RNS és a virus RNS additiv hatasara lép
miikodésbe (el6zetes szisztemikus fert6zést
igényelve). Nem zarhaté ki, hogy a magas
transzkriptumszint onmagéaban is képes akti-
valni a mechanizmust.

Dinant et al. (1993) salata mozaik virus
(lettuce mosaic potyvirus — LMV) kdpenyfe-
hérjegénnel transzformalt Xanthi dohany-
novényeket, majd ezeket PVY-nal fert6zték. A
34 vizsgalt novényi vonalbol 17 esetben mutat-
tak ki CP-akkumulaciét. Ezek a vonalak
rezisztensek voltak PVY 'NV' (necrotic strain)
fert6zéssel szemben, holott a PVY és az LMV
CP-k kozotti aminosav-homoldgia csupan
66%. A masodik generaciobol 6t vonalat vizs-
galva azt tapasztaltak, hogy a névények ellen-
alloak voltak a PVY 'NV' és még négy masik
PVY torzzsel szemben is, ez a rezisztencia
azonban fenotipusosan eltérden jelentkezett.
Két vonalban teljes rezisztenciat tapasztaltak,
két masik vonalban csupan szimptomakifej-
16dés-késést és -csokkenést, egy vonalban
pedig a kontrollokhoz hasonlé ersségii tiine-
teket figyeltek meg, melyek késve ugyan, de
megjelentek.

Smith et al. (1995) PVY CP-vel transzfor-
maltak burgonyandvényeket, melyek vizsgala-
ta soran forditott korrelaciot figyeltek meg a
kopenyfehérje-akkumulacié és a rezisztencia
foka kozott. A nagyfoku ellendlléképességet
kifejez6 vonalak tobb transzgén kopiat tartal-
maztak és alacsony alapéllapoti RNS-szinttel
rendelkeztek, azonban feltételezték, hogy a
rezisztencia fliggott a gazdasejt reakci6itdl is.

Kollar et al. (1993) szintén PVY kopenyfe-
hérjegénnel transzformaltak N. tabacum nové-
nyeket. A CP-t expresszalo vonalak reziszten-
sek voltak PVY fert6zéssel szemben, és a vizs-
galatok soran kimutattak, hogy forditott kor-
relacio talalhaté a rezisztencia hatékonysaga és
a CP expresszios szintje kozott. Hasonlo ered-
meényeket kaptak van der Viugt et al. (1992)
dohanyndvények és PVY 'N' izolatum esetén.

PVY 'O' toérzsének CP-génjével végeztek
transzformaciot Lawson et al. (1990), és azt
tapasztaltak, hogy a transzgénikus Russet
Burbank burgonyandvények rezisztensek vol-

tak a PVY 'O’ fert6zéssel szemben, mig a PVX-
szel-szel szemben fogékonynak mutatkoztak.

Stark és Beachy (1989) szdja mozaik virus
(soybean mosaic potyvirus — SMV) 'N' torzs
CP-gént hasznaltak fel dohanytranszformaé-
ciokhoz. A transzgénikus névények ellenalldak
voltak PVY-nal és TEV-vel szemben, mig
TMV 'Ul' fert6zés esetén fogékonynak mutat-
koztak.

Fang és Grumet (1993) cukkini sarga
mozaik virus (zucchini yellow mosaic poty-
virus — ZYMV) CP-t tartalmaz6 konstrukci6é
felhasznalasaval hoztak létre ZYMV fert6zés-
sel szemben ellenallésagot sargadinnyében.

Dohany érfoltossag virus (tobacco vein
mottling potyvirus — TVMV) CPMR-t véltot-
tak ki Murphy et al.(1990) transzgénikus
dohanyvonalakban, melyekben nemcsak
TVMV-vel szembeni ellenallosagot tapasztal-
tak, hanem TEV fert6zéssel szemben is bizo-
nyos foku rezisztenciat észleltek.

Teniuvirus csoport

Riszprotoplasztok elektroporacids transz-
formacidjahoz Hayakawa et al. (1992) fel-
hasznalték a rizs csikossag virus (rice stripe
tenuivirus — RSV) kopenyfehérjegénjét, ezaltal
RSV fert6zéssel szemben ellendll6 névényeket
kaptak. Minden egyes kalluszvonalbél szamos
novényt regeneraltak. A transzgénikus nové-
nyek magas szinten (0.5%-ban) expresszaltak
a CP-t az oOsszes oldhat fehérjéhez viszo-
nyitva. A rezisztenciavizsgalatokat az utdd-
nemzedékeken végezték. Az els6dlegesen
transzformaltak Ontermékenyitésébdl szar-
maz6 utbdnemzedék is expresszalta a kopeny-
fehérjét, és rezisztenciat is mutatott, jelezve,
hogy a CP-gén és az ellendllosag atvihetd az
utdédnemzedékekbe. A fert6zést kis barna levél-
bolhakkal végezték. Nyolc héttel a fertdzést
kdvetden a transzgénikus novényekbdl nem
volt kimutathaté a virus altal kodolt protein,
ami arra utal, hogy a védekez6mechanizmus a
virusszaporodas el6tt 1ép fel. A nem transz-
génikusok 80%-a, valamint a CP-t nem ter-
mel6 transzgénikusok azonban 15 nappal a fer-
t6zés utan megfertzdtek.

Ez a tanulmany mutatott ra, hogy a
kopenyfehérje altal indukalt rezisztencia jelen-
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sége kiterjeszthet6 a gabonafélékre is, és olyan
virusok esetében is Iétrejohet, amelyek csak
rovarvektorokkal terjednek.

Tobamovirus csoport

Paradicsomtranszformaciéhoz hasznéltak
fel Sanders et al. (1992), valamint Nelson et al.
(1988) a TMV '"Ul" torzs, illetve a paradicsom
mozaik virus (tomato mosaic tobamovirus —
ToMV) CP-génjét. A TMV CP-vel transzgéni-
kus novények rezisztensek voltak az "Ul' és egy
sulyosabb karokat okozo, un. 'PV 230'-as torzs-
zsel szemben, viszont ToMV fert6zés esetén
fogékonynak mutatkoztak. A ToMV kopenyfe-
hérjét hordozé vonalak védettek voltak ToMV
fert6zéssel szemben. A CP-t alacsonyabb szin-
ten expresszalo vonalak ersebb rezisztencia-
val rendelkeztek, mint a magasabb szinten ex-
presszalok. A TMV CP és a ToMV CP-k kozotti
homologia eléri a 88 %-ot, ez azonban a korab-
ban tapasztaltaktol fiiggetleniil mégsem ered-
ményezett ellenallosagot a TMV CP-ToMV
fertzéssel szemben.

Clark et al. (1990) dohanynovényeket
transzformaltak TMV CP-t tartalmazé konst-
rukciokkal. Egyik esetben prométerként a
35 S-t promotert hasznaltak, mas konstrukciok-
nal pedig az rbeS prométert, mely elsédlegesen
a mezofillumsejtekben mikodik. A vizsgalt
transzgénikus novényvonalak eltéré reziszten-
ciaval rendelkeztek, melyet a felhasznalt pro-
moter kimutathatéan befolyasolt. A 35S ese-
tében az ellenalloképesség a novény egészében
erdsebb volt, viszont a mezofillumsejtekben és
a protoplasztkisérletekben nem talaltak kii-
lonbséget a rezisztencia szintje kozott.

Reimann-Philip és Beachy (1993) kimutat-
tak, hogy a TMV kopenyfehérjegénnel transz-
formalt dohdnyndvényekben a rezisztencia
kialakitasahoz sziikséges a CP. Tiszitott virus
RNS-sel tortént fert6zésnél az ellenalloképes-
ség erdteljesen csokkent, de nem tiint el telje-
sen. A kopenyfehérjét akkumulalé vonalak
nem fert6zddtek meg, mig a nem akkumulalok
kisebb viruskoncentracional is megfertézéd-
tek. A kopenyfehérje termelGdése nemcsak
TMV-vel szemben eredményezett reziszten-
ciat, hanem mas, a tobamovirus csoportba tar-
tozo rokon torzsekkel szemben is, ez viszont

fiiggott a CP-k aminosav-homoldgiajatol. A
kopenyfehérje valoszintileg az RNS 5' végére
kotddve gatolja a riboszomakhoz kotodését. A
CP altal kivaltott rezisztencia TMV esetében
eltér a klasszikus keresztvédettség jellemzGi-
t6l, mivel abban az esetben kozvetlen kapcso-
lata van a fert6z6 virusnak a gyengitett virus
kopenyfehérjéjével, illetve RNS-ével vagy
valamely novényi védekezési reakcioval, mig
CPMR esetében a dohany és a TMV kapcsolat-
ban nem taldltak specialis vagy altalanos
noveényi valaszreakciot.

Clark et al. (1995) is azt tapasztaltak, hogy
azok a transzgénikus dohanynovények, melyek
a TMV 'Ul' torzsének kopenyfehérjegénjét
expresszaltak, rezisztensek voltak tébb toba-
movirussal szemben is. A fert6z6 virus feliileti
fehérjéi szerepének vizsgalatira mutans TMV
'Ul' konstrukciot hoztak létre, mely a kender
mozaik virus (sunn hemp mosaic tobamovirus
— SHMV) amino- vagy karboxiterminalis
régiojat tartalmazta. A mutans virus nem torte
at a TMV altal el6idézett rezisztenciat, viszont
az a kimérakonstrukcié, melynek képenyfehér-
jegénje teljes mértékben az SHMV-t6l eredt, az
SHMV-hez hasonl6 tiineteket idézett el8. Ez az
eredmény az ellenallésag kialakitasanak szem-
pontjabdl a transzgéntermék és a fertdz6 virus
aminosavszekvenciai kozotti interakciora utal,
melyben valészintileg nem a kopenyfehérje
feliiletén taldlhaté aminosavak jatszanak fo
szerepet,

Tobravirus csoport

Van Dun et al. (1987), van Dun és Bol
(1988) dohany rattle virus (tobacco rattle virus
- TRV) 'TCM™'t6rzsének képenyfehérjegénjét
hasznalték fel Samsun dohanynovények transz-
forméci6jdhoz. A cDNS a CP-n kiviil tartalma-
zott szekvencidkat az 5' nem koédolo és a 3' nem
kodolo régiokbol is, tébb mint 400 nukleotidot.
Ezt a 35 S promoter és a NOS terminator kozé
épitették be. A ,,CP+* vonalakban 0.05%-ban
mutattak ki a kdpenyfehérjét az 6sszfehérjéhez
viszonyitva. Ezekben a vonalakban enyhe
nekrozist figyeltek meg 1 pg/ml TRV 'TCM'
fertézést kovetden, viszont nem tudtdk kimu-
tatni a TRV RNS-t. ezzel szemben a ,,CP-*
ndvényekben nekrotikus foltok jelentek meg az
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inokulalt leveleken és sulyos nekrozis a
szisztemikusan fert6z6dott szaron és levele-
ken. A ,CP+" vonalakat tovabbi vizsgalatokba
bevonva fert6zték TRV 'PLB' torzzsel, valamint
borsé korai barnulas virus (pea early browning
tobravirus) - PEBV-vel. A TRV 'TCM' és 'PLB'
torzseinek kopenyfehérjéi kozotti aminosav-
szekvencia-homologia megkézelitéleg 39 %,
¢és mindkét CP képes a masik torzs RNS-ének
becsomagolasara. A PEBV izolatum és a
'TCM' térzs kozott ennél nagyobb homolégia
nem talalhato, ezért nem meglepd, hogy mig a
,CP+* novények TRV 'PLB' fertzéssel szem-
ben érzékenyek voltak, addig PEBV-vel szem-
ben rezisztensnek bizonyultak. Mindebbél arra
kovetkeztettek, hogy valodszinlileg nem az
RNS:CP interakcio a kopenyfehérje altal kival-
tott rezisztencia f6 hatasmechanizmusa, hiszen
a két TRV képes a masik RNS-t becsomagolni,
viszont védelmet nem nyujtottak egymassal
szemben.

Angenent et al. (1990) TRV 'PLB' izolatum
CP-génjével transzformaltak dohanyndvénye-
ket, melyek TRV 'PLB' fert6zéssel szemben
rezisztensek voltak, TRV 'TCM' fertézés esetén
azonban fogékonyak.

Tombusvirus csoport

naltak fel a cymbidium gytirtsfoltossag virus
(cymbidium ringspot tombusvirus — CymRSV)
CP-génjét Rubino et al. (1993), melyek ezaltal
védetté valtak CymRSV fertdzéssel szemben.
A N. benthamiana novények csupan 0.05 pg/ml
inokulumkoncentracié esetén voltak védettek,
mig 0.5 vagy 5 pg/ml-nél mar nem (csupan
né¢hany napos szimptomakifejlédés-késést
tapasztaltak), és in vitro szintetizalt genomikus
RNS-el torténé fertGzés esetében sem. A
rezisztencia szintje az alacsonytol a kozepesig
terjedt.

Tospovirus csoport

De Haan et al. (1992), valamint MacKenzie
és Ellis (1992) a paradicsom foltoshervadas
vagy bronzfoltossag virus (tomato spotted wilt
tospovirus — TSWN) N génjét hasznaltak fel

negativ szali RNS-t tartalmaz, melynek N
génje képezi a nukleokapszidot. TSWV-vel
torténd fertézést kovetGen magas szintii rezisz-
tenciat figyeltek meg thripsz étvitele esetén is,
amely azonban mas tospovirusokkal szemben
nem mifkddott, holott akar 80%-os homologia
is eléfordul az egyes virusok kozott. 23 vonal-
bol négyben transzlaciodefektiv transzgén volt,
melyekben szintén nagyfoku rezisztenciét
tapasztaltak. Megfigyelték, hogy a rezisztencia
a nem transzlalodott N gén RNS-akkumula-
cidjanak fliggvényében viltozott, illetve flug-
gott a transzgén ¢és a fert§z6 virusgén kozotti
homolégia mértékétal.

Goldbach és Haan (1993) szintén TSWV
N génnel transzformaltak novényeket, melyek
thripsz altali fert6zéssel szemben is reziszten-
sek voltak. A transzlaciodefektiv transzgéneket
hordoz6 vonalak is ellenallonak bizonyultak,
mely eredmények az el6z6ekkel egybevagoan
a rezisztencia RNS-fiiggdségét bizonyitjak.

Pang et al. (1993) TSWV 'BL' szensz és
antiszensz nem transzlalodo N génekkel transz-
forméltak dohanynévényeket, melyek rezisz-
tensek voltak homolog és kozeli rokon izola-
tumokkal szemben, azonban tavolabbi rokon
tospovirusok esetében nem. Az igy létrejovo
RNS-fiiggd rezisztencia azoknal a vonalaknal
volt a leghatékonyabb, melyek alacsony szin-
ten expresszaltak az RNS-t. Protoplasztkisérle-
tekbdl levont kovetkeztetések alapjan feltéte-
lezték, hogy az ellenallosag a replikacio gatla-
sdbol ered. Ellentétben a szensz RNS dltali
rezisztenciaval, az antiszensz RNS-ek esetében
a védelmi reakcio fliggott az inokulumkoncent-
raciotol és a novény koratol. A korabbi tapasz-
talatokhoz hasonl6éan a homolég és a kozeli
rokon virusokkal szembeni rezisztencia eseté-
ben alacsony szintli volt a transzlalhaté N gén
expresszidja, valamint nem volt kimutathat6 a
fehérjetermék. Tavolabbi rokon tospovirusok
esetében a nagyobb N gén transzkriptumszint-
tel rendelkez6k és az N proteint magas szinten
expresszalok bizonyultak rezisztensnek.

Vaira et al. (1995) TSWV egyik olasz
izolitumanak N génjével transzformaltak
N. benthamiana novényeket. A transzgénikus
vonalakat tesztelttk TSWV izolatumokkal és
harom masik tospovirussal szemben: féldimo-
gyoré riigynekrozis virus (groundnut bud
necrosis tospovirus — GBNV), foldimogyord
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gytriisfoltossag virus (groundnut ringspot
tospovirus — GRSV), nebantsvirdg nekrotikus-
foltossag virus (impatiens necrotic spot
tospovirus — INSV). Tizenharom vizsgalt vo-
nalbol kettd bizonyult a tébbi TSWV izolatum-
mal szemben rezisztensnek, azonban ezekben a
novényekben a transzgén expresszio kisebb
volt, mint barmelyik fogékony vonalban, és az
N protein hianyzott, vagy nem volt detektal-
hatd. Mas tospovirusokkal torténd fert6zé-
sekkel szemben viszont fogékonyak voltak,
egyedil GRSV esetében tapasztaltak enyhébb
szimptomakat. Azokban a vonalakban, melyek
nagyobb mennyiségii proteint termeltek,
két-harom hetes késéssel fejlddtek ki a fertd-
zésre utalo tinetek legalabb egy TSWV izola-
tummal szemben. Szintén késést vagy gyen-
giilést észleltek INSV és/vagy GRSV altal oko-
zott tinetekben. Megfigyelték tehat, hogy a
nagy N gén expresszio esetenként vissza-
tarthatja a szimptomak kifejlédését TSWV és
INSV-vel torténd fertézésnél, azonban a detek-
tilhaté expresszio hianya TSWV-specifikus
rezisztenciat eredményez. Pang et al. (1993)
kimutattak, hogy a TSWV rezisztencia az ala-
csony szinten expresszaloknal RNS-fiiggo,
mig a magas szinten expresszaloknal TSWV-
vel és INSV-vel szemben proteinfliggd. Gielen
et al. (1991) azonban nem talaltak Osszefiig-
gést a rezisztencia szintje és a fehérjetermék
mennyisége kozott, Feltételezték, hogy a
védettség RNS-fliggd. GRSV esetében a
magas szinten expresszaloknal szimptoma-
kifejlodés-késést tapasztaltak, mig a korabbi
kutatasi eredmények nem talaltak osszefliggést
az expresszios szint és a rezisztencia kozott
ennél a virusnal. GBNV-vel szemben minden
vonal fogékonynak bizonyult, ami valdjaban
nem meglepd, mivel genetikailag tavolabb
helyezkedik el a TSWV-tdl.

Prins et al. (1995) transzgénikus dohéany-
ndvényeket allitottdk el olyan génkonstruk-
ciéval, mely harom tospovirus kopenyfehérje-
génjeit tartalmazta 35 S promoter és NOS ter-
minécios foltossag virus (tomato chlorotic spot
tospovirus — TCSV) kopenyfehérjéket hordozo
transzgénikus vonalak nagyfoku rezisztencia-
val rendelkeztek mindharom virussal szemben,
ezaltal lehetGséget adva széles spektrumu
rezisztencia kialakitasara.

Burgyan et al. (1998) TSWV 'Hm' izola-
tumanak nukleoprotein/N génjét épitették be
Agrobacterium segitségével dohanynové-
nyekbe. Nyolcvankét fiiggetlen transzformans
vonalat kaptak, melyek koziil nyolc bizonyult
virusellenallonak. Ezek a vonalak ismételt
feliilfert6zéssel szemben is immunisak voltak.
A tesztelés TSWV 'Hm' izolatummal fert6zott
dohanynovények szovetnedvével, mechanikai
uton tortént. 14 nappal ezt kovetGen a nové-
nyek fele a transzgénmentes kontrollokhoz
hasonl¢ tiineteket mutatott (erés szisztemikus
mozaik, levéldeformdcio, nekrotikus lokalis
léziok). Majd ezek a ndvények lassi litemben
el is pusztultak. 13 tiinetmentes ndvényt Gjra
inokulaltak, amelyekb6] 6t vonal esetében két
héttel késébb még nem, de egy honap elteltével
mar lokalis léziokat figyeltek meg, majd ezek
egyre silyosabb tiinetekké fejlédtek. {gy ezek
virusellenallosaga részleges volt, mig a tiinet-
mentes nyolc novényen két honap elteltével
sem alakultak ki a tiinetek. A virust is csupan a
tiinetes ndvényekbdl tudték kimutatni.
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