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A noveényi virusok és a terjedo, veszélyes novényvkorokozok
(emerqging infectious diseases)

A ndvenyi virusok obligat parazitak, amelyek a gazda génexpresszios
rendszerét hasznaljak a replikaciojukhoz

A haszonnovények esetén az ,,Emerging infectious diseases”
46%ovirus, 30%gomba, 16% baktéerium

Konkldzid: a haszonnévényeket védeni kell a virusoktol
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Hogvan védhetjuk meq a
haszonnovénveket a virusoktol?

= Virus vektorok kiirtasa (inszekticidek stb.)

=Virusellenall6 nbvények termesztése. Olcso, kbrnyezetbarat alternativa.

A virusellenallo novény legalabb egy 1épését gatolja a virus fertozési ciklusnak,
-virus vektor fertozést

-replikacio a ,,primary infected” sejtekben

-sejtrol-sejtre mozgast

-szisztemikus mozgast

Virolégusok: Virusrezisztens a névény,
-ha a virus nem képes replikalodni az elsodleges fertozott sejtekben,
-vagy ha nem tud sejtrol-sejtre, illetve szisztemikusan mozogni.



Virusrezisztencia tipusok

Természetes rezisztentia/ Genetikai modositason

A rezisztencia gének hagyomanyos alapulé rezisztencia
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A PDR koncepci6

Cél: Idegen gen beépitesevel virusellenallova tenni a névenyt.
Pathogen derived resistance (PDR)

Sanford es Johnston 1985- : PDR altalanos mesterseges védekezés lehet
barmely patogén ellen (virus, gomba, baktérium). Elv: fert6zéshez patogén
fehérjek (és RNS-ek) megfelel6 mennyisége és mindosége kell. Minden patogén
termel olyan fehérjeket, amelyek a patogennek kellenek, a gazdanak nem. Ha
ezeket vad vagy inkabb mutans formaban a gazdaban tultermeltetjtk, felborul
a patogenezishez sziikséges fehérje egyensuly, a gazda vedett lesz.

Teszt: E. coli-ban a Qp fagbol szarmazo eltéré fehérjéket termeltettek.
A transzgenikus E. coli-k védettek lettek Qp-ra!!!



A feherje-alapu PDR, mint mesterséeges
noveényi virusrezisztencia rendszer
A PDR elso novényi tesztje- 1986. Powell ...Beachy

Transzgénikus dohany , ami a TMV kopenyfeherje (CP) génjét expresszalja
Tobacco mosaic virus (TMV, + sSRNS virus)

o- 130K/180K M_
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Transzgénikus vonalak fertézése TMV-vel, illetve kontroll virussal
Eredmény:
-TMV CP expresszald vonalak védettek a TMV-vel szemben,

de fogekonyak a kontroll virusokkal szemben (kivéve ha azok a TMV kdzeli
rokonai)

-Minél magasabb a CP transzgén eredeti fehérje szint, annal erosebb védettség
Feherje-alapu PDR (Protein-based PDR vagy CP-mediated resistance)

A PDR koncepcio névenyekben virusok ellen hatékony,
igéretes, mert elvben barmely virus ellen védettség érheto el !!!!



Az RNS-alapu PDR, mint mesterséges
novenyi virusrezisztencia rendszer

1992. Lindbo, Dougherty
Cél: TEV (Tobacco etch virus, potyvirus) rezisztens dohany novények eloallitasa
Beépiteni CP, CPmut.(mutans) és kontrollként nem-transzlalhaté coRNS

Sok szaz vonal, kivalasztva magas, kdzepes, alacsony CP, CPmut.
expresszalo egyed és egy darab cpRNS expresszalo negativ kontroll.

Eredmény: TEV fertozés

A TEV CP termelok mind fert6zédnek, némelyik idével kigyogyult,
Masok teljesen fogékonyak. Hasonlo eredmény CPmut.-okkal is.

A novényekben PDR-alapu transzgénikus virusrezisztencia kétféle modon is elérheto,
viralis fehérje, illetve RNS termeltetésével 1! Az RNS-alapu hatékonyabb!!!!

-A cpRNS expresszalo vonal rezisztenciaja specifikus, csak TEV ellen hat.
-1tt fehérje nincs, PDR megis van: RNS-alapu PDR (RNA-based PDR,

ma mar tudjuk RNS si Iencing alapu rezisztencia)



A novényi virus és aberrans RNS
Indukalta sejt-szintii RNS silencing uitvonalak
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A novenyi RARP aberrans mRNS-ként ismeri fel azokat a transzkripteket,
amelyeknek nincs cap-je vagy polyA farka, ilyenek az sRNS vagastermékek.
RARP ampl. regulalt, kilénben 1 hibas mRNS minden hasonlé mRNS-t eltlintetne.



A szisztemikus novényi RNS silencing
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A virusok a névenyi RNS silencing idealis célpontjai
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Az RNS silencing valéban antiviralis rendszer névényekben?
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A ndvenyi RNS silencing egy hatekony antiviralis rendszer!
Vaucheret et. al., Cell 2000



Mennyire hatékony antiviralis rendszer az RNS silencing?

A legtobb virus egyaltalan nem fertdzi a legtobb névényt - non-host
Szerepet jatszhat-e ebben az RNS silencing?

PV X-Arabidopsis non-host kapcsolat

Teszt: PV X képes-e fertozni a silencing (DICER) mutans Arabidopsist?
A PVX UK3

Jaubert M
et al. Plant Physiol. 2011;

B PVX UK3

Col WT dcl2 dcl3 dcl4
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Az RNS silencing egy rendkivil hatékony antiviralis
rendszer, amely (teljes) non-host vedettseget biztosithat!



Miért gyozhetik le a virusok az RNS silencing rendszert?
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-A virus elonyben, mert a silencing akkor aktivalodik, amikor a virus mar fertoz!!!
-A virusok aktivan is harcolnak, silencing szupresszor fehérjéket termelnek!



Hogyan gyOzhetik le a virusok az RNS silencing-et?
N. benthamiana- Cymbidium ringspot virus (Cym) model rendszer
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a szisztem. Levélben

a szisztem. Levelben
A p19 silencing szupresszor kell a hatékony szisztemikus fertozéshez!



A legtdbb névenyi virus expresszal RNS silencing szupresszort!

Evolucios fegyverkezési
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A kiilonbozo RNS silencing szupresszorok eltéeroen hatnak!



Az RNS silencing hiaba a névéenyek talan leghatékonyabb
antiviralis rendszere, nemesitésre nem jo, nincs fajon beltl variacio.

De a silencing rendszer megértese hozzasegithet, hogy hatekonyabb
virusellenallo ndvenyeket hozzunk létre!!!!



Miert eredmeényezett védettséget a TEV

nem-transzlalhatd cpRNS-ének
transzgénikus dohany névenyekbe valo termeltetese????

A TEV cpRNS hibas mRNS lehetett, az RARP dsRNS-t irt rola.



Transzgenikus virus rezisztens novények 1.
Viralis RNS transzgénrol expresszaltatva-védettseg (TEV)

Transzgén, cpRNS TEV, aberrans RNS irodott réla-szerencsere
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Viralis SRNS-sel aktivalt RISC folyamatosan jelen van,
ha a virus belép, azonnal elvagja.



Transzgénikus virus rezisztens novények 2

Viralis szekvenciak forditott ismétlodeskeént transzgenrdl expresszaltatva
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Joval hatekonyabb, dsRNS képzeshez nem kell RARP!!IT Tébb sRNS,
Tobb viralis SRNS-RISC, hatékonyabb vedettség!!!




Miért vezet egy DNS-darab forditott ismétlodésként (inverted repeat-ként) torténd
beépitése kvazi kétszalu, a DICER dltal hasithato hairpin mRNS képzodéshez?

Direction of transcription
forditott ismeétlodés

— ! A — (inverted repeat)

ATTAAAGGCTCCTTTTIGGAGCCTTT.TTTTT ) R
TAATTTCCGAGGAAAACCTCGGAAAAAAAA Kodolo szal

Inverted repetitions

5
DNA

3

transzkripcio

hairpin mRNS

A hairpin mRNS-eket a DICER dsRNS-keént ismeri fel, és darabolja



PR B Transzgén, virusdarab

4 forditott ismétlodésben
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A viralis szekvenciat forditott ismétlodésként épitjiik be,
kdzé pedig egy intron szekvenciat tesztink (ez utdbbi csak ajanlott, nem sziikseges).
Az intron segiti a hairpin mRNS sejtmagbdol citoplazmdaba torténd exportjat .

Az inverted repeatrol hairpin mRNS képzodik, ezt a DICER
nagyon hatekonyan hasitja SRNS-ekre.



Transzgéenikus multivirus rezisztencia

Tospoviruses gazdasagilag fontos negativ szalu virusok.

GRSV TCSV WSMoV

TSWV

A transzgen egy-egy darabot ford. ismétlodésként hordoz 4 eltéré Tospovirusbél.
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[R-OUT5 0 20 11 10
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Szamos virus ellen egyidejii
védettség érheto el 1)

Bucher et. al., J. Gen Virol 2006



A silencing rendszer megeértese hozzasegit, hogy hatéekonyabb
virusellenalld6 noévéenyeket hozzunk letre!!!!



Virusellenalld transzgénikus vonalak

Elonyok.
-transzgénikus Uton, gyorsan, akar tobb virus ellen is stabil s
hatékony rezisztencia alakithat6 ki, minden transzformalhaté novenyben!!!!

-A védettseg mechanizmusa jol értett, konnyen fejleszthetoé (hairpin ),
ujratervezheto,ha uj igények vannak , pl. multirezisztencia, uj virus felbukkanasa

-egy transzgénikus konstrukcio akar tobb fajba is beviheto, ha azonosak a
virusaik (tokfélék)

-szamos esetben nincs sem védekezési mod, sem hagyomanyos nemesitesi
alternativa (pl. papaya)

Mégis, nagyon keveés virusellenallé néveny a piacon! Miert?



Virusellenalld transzgénikus novények 1,

Gyorsan, szamos gazdanovéenybe beépitették egy, illetve tébb virus CP-jet vagy
cpRNS-ét. Sok valtozatos virusellenallo vonal, mindenféle ndvenyi virus ellen
(+sSRNS, -ssSRNS dsRNS, ssDNS, dsDNS).

Nagyon sikeres programok, szinte mindenhol hatekony rezisztencia.

Piacra jutas nagyon nehéz, kevés virusellenallé fajta, mert
- a transzgénikus vonal hozama, mindsége nem romolhat
- versenykepes fajtakba kell bevinni
- a viruskartételnek komolynak kell lenni
- a transzgenikus novény bevezeteséhez a sziikséges tesztek rettenetesen dragak
- vasarlok elfogadjak

-Ma alig néhany virusellenallo fajta a piacon
-USA: virusellenallo papaya, illetve tokfelek, tok, (zucchini, sargadinnye),
-Kina: virusellenallé paradicsom, paprika, illetve papaya



Virusellenallé Papaya 1, T4ajékoztato dia, nem kell tudni,
Val. nem lesz réla sz6

Virusellenallo Papaya-USA
USA- Fo papaya termelo vidék Hawaii.
PRSV- Papaya ringspot virus (potyvirus). Ugy tiint teljesen elpusztitja a papaya
termesztést. CP-transzgenikus novéenyek 1998.
Elfogadottsag:2000 42% transzgénikus, 2006 90%




Virusellenalld transzgénikus vonalak veszélyei

1, Avonal rossz, nem véedi a névenyt.
Ezek nagyon megbizhato vonalak, a rezisztencia erds!!!

2, A rezisztencia nem tartos.
Rezisztencia torest eddig csak Giveghazban tapasztaltak!!!

3, A transzgenikus CP rekombinalédhat mas virussal.
E7z elvben igaz, eddig ilyet nem lattak. De természetben az egyiittfertozés gyakori,
ott sokszor valosziniibb a rekombindacio!!!

4, A transzg. CP mas virus RNS-eit is becsomagolhatja, veszélyes 0j virus johet.
Elvben ez is lehet, de lasd 3. pontot. Az RNS-alapu PDR-nél elvben sem lehet!!!

5, A transzgen pollennel kijut, virusellenalléva teszi a vad rokon ndvenyt.
lgaz, ha van rokon ,amelynek a féken tartasaban a virus komoly szerepet jatszik,
nem hasznalni!!!

6, Kimeritheti a gazda védelmi rendszerét, mas patogénekkel szemben
fogekonyabb lesz..
Ezt sem tapasztaltak eddig.!!!



Az RNAI (RNS silencing) rendszer
A silencing rendszer egy 0si eukariota génszabalyozasi mechanizmus,
amely kétszalu (double-stranded, ds)RNS-ek hatasara indukalodik
es a dsSRNS-sel homolog nukleinsavak inaktivildsa, elsésorban a
homolog mMRNS-ek specifikus lebontasa révén a hasonlo gének
specifikus és nagyon hatékony inaktivaciojat, silencing-jét eredményezi.
A rendszer specifitasat rovid 21-26 nt RNS-ek adjak!!!!

Az RNAI (silencing) rendszer jelentdésége

Az RNAI rendszer felismerése alapvetben valtoztatta meg az
eukariota génszabalyozasrol, az RNS-ek szerepérdl alkotott képet

Paratlanul hatekony eszk6z a gen-funkcio
kapcsolat megallapitasara

Oriasi gyakorlati jelentéség

Az RNS-alapu transzgénikus virusrezisztencia
(RNS-alapu PDR) ezen alapszik.



A recessziv rezisztencia gének és a
CRISPR-alapu transzgenikus virusellenallosag



Recessziv monogénes virus rezisztencia 1,

R-gén alapu rezisztencia gyakori mindenféle patogénnel szemben

Recessziv monogénes foleg csak viralis patogének ellen hasznosak.

A virusok a gazda genexpr. rendszeret hasznaljak.

Model: rec. rezisztencia passziv, a gazda egyik olyan faktora hianyzik,
ami a virusnak kell

Rec. Monogeénes rezisztencia ritka (~20%o) kivéve a Potyviruses ellen(>50%b)!

Polyprotein
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Monopartite, linear, sSSRNA(+) genome of 10 kb in size.
3’ terminus has a poly (A) tract. 5’ terminus has a genome-linked protein (VPQ).

7 Cleavage by Nla-pro

Az egyik legnagyobb és gazdasagilag legfontosabb névenyi virus csalad



A MRNS stabilitasat biztositdé Cap-PABP
ribonukleoprotein (RNP) komplex felépitése

cap

] \pFE( 0
o BT
e T )

 PABP

Fig. 6. elF4E and the elF4F complex. elF4E together with
elF4G and elF4A are part of the complex, elF4F. PABP =

poly(A)-binding protein. mRMNA is shown 'circularized' with its
cap and poly(A) ends identified.

A cirkularis struktura
-transzlacio iniciaciojat segqiti,
-védi a mRNS-eket az exonukleazoktol!



Recessziv. monogénes virus rezisztencia 2,
Miért a Potyvirusok ellen hatéekonyak a Rec. rezisztenciagenek?
BK1 6K2

®—| P1 |HcPro P3|l Cl ||VPgPrc| Pol |CP Hn

Azonositani potyvirus fehérjékkel interaktalo nov. fehérjéket

Az 5’ véget koto Vpg interaktal az elF4E vagy az elF(iso)4E proteinekkel!!!

RMNA+
0 @ POLYVIrUs Poly(A) 3

Witmann et. al., Virology 1997

Eukaridtakban az elF4F-PABP (closed-loop) kapcsolat kell a
MRNS stabilitasahoz és a transzlaciohoz

NOv. mMRNS cap Model
-e|F \|:e||=qu. ode
elF4F n \J

complex

1
=

AVpg talan ahhoz kell, hogy a Potyvirus
MRNS-en a closed-loop struktura létrejojjon.

A rez. mutans novény talan egy Vpg-vel
nem kapcsolodo el FAE valtozatot termel.




Recessziv monogénes virus rezisztencia 3,
Novényekben tobbféle elFAE és elF4G van.

Melyik kell a kiilonb6zo potyvirus fert('izésekhez" TuMYV és CLYVVpotyvirusok
elF4Emut elF(iso)4E-1 mut.

€ — 0D —
elF4F

. /
eIF(lso)4F

TuMV moculatlon

elF(iso)4e kell TuMYV fetozéshez

Incculated leaf

5

CIYVV (clover yellow vein) potyvirus
beépitve GFP

Vad  elFAEmut elF(iSO)4E-

A kiilonbozo potyvirusok eltéro

elF4E faktort igényelnek a replikaciohoz.
Sato et. al., FEBS Lett. 2005




-elF4E vagy elF(iso)4E fehérjék kellenek az egyes
virusok replikaciojahoz

-elF4E vagy elF(iso)4E hiany nem okoz komoly gondot

Azaz ha tudunk csinalni elF4E vagy elF(iso)4E hianyos
novenyeket, ezek minden az adott faktort igénylo virus
ellen ellenalléak lesznek

CRISPR/Cas9 rendszer-eredetileg baktériumok DNS virusok
vedekezési rendszere, de eukariotakban hatékony, specifikus
mutacios rendszerkéent hasznalhato!!!



Guide RNA

Target specific
crRNA sequence

)

Target DNA
o Bl SEQUENCE LTE-TFo

e |,

Cas9 a guide RNS-sel komplementer régioban vagja a DNS-t,

a reparacio soran hibak, mutacio.

Ha egy ndvenybe bejuttatunk Cas9-et és egy guide RNS-t, a guide-
dal komplementer DNS-t mutaltathatjuk



Génbeeépités nelkili CRISPR/Cas9 maniupulacido novenyekben
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MOLECULAR PLANT PATHOLOGY (2016) 17(8), 1276-1288 DOI: 10.111 1/ mpp.12417

Engineering of CRISPR/Cas9-mediated potyvirus resistance in
transgene-free Arabidopsis plants
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Kisérlet:
CRISPR/Cas9 segitségével elrontani elF(iso)4E-t Arabidopsisban



elF(iso)4E locus (AT5G35620)

-200 -100 +1 +100 +200 +300 +400

Fig. 1 Schematic diagram of the elF(iso)4E locus targeted for editing by
CRISPR/Cas9. Primers flanking the target site are shown by half arrows over

Pyott ...Molnar



GFP termel6 Turnip mosaic virus TuMV-potyvirus fertozés

WT(#105) 465
LiISISIS ISISIS ISISIS Amplicon

_______ _TuMV (537bp)
P  SERRSES. s e ~ EF1a (418bp)

Homozigota el F(iso)4E mutansok rezisztensek a TuMV ellen



Kiserlet:
CRISPR/Cas9 rendszer segitsegevel elrontani elF4E-t uborkaban

—» Exon —»

S'UIR | Intron UIR 3’
— < — <=
4! target site 4\'3&2 tarh
CAARACCCTAGAGGACGTCROGG CCAGTICTTAATCTIAGATCT

Cas9 + ket az elF4E-t célzo guide RNS:
heterozigota és homozigota mutansok is

Chandrasekaran ...Gal-on



Cucumber vein yellowing virus CVY V-ipomovirus fertozés
A

Het-mut Hom-mut Control Het-mut Hom-mut

Homozygous eIF4E mutants
Control Het. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

M
=
= —_ «—CVYV

A homozigota elF4e mutansok teljesen rezisztensek az CVYV-vel
szemben



RNS silencing alapu transzgénikus rezisztencia:
Minden virus ellen alkalmazhato

Tobb, teljesen eltéro virus ellen hatékony
Dominans jelleg

Transzgénnek a novényben folyamatosan miikodnie kell:
regulacio szempontjabol mindenkeppen transzgénikus

CRISPR/Cas9 alapu transzgénikus rezisztencia:

A genetikai modositas utana transzgénnek nem kell jelen lenni:

regulacio szempontjabol nem feltéetlen transzgénikus

Csak ott alkalmazhato, ahol ismert a gazdafaktor ami kell a virusnak (keves ilyen)

Minden az adott faktort igénylo virus ellen jo

Recessziv, csak homozigotaként mitkodik



Rezisztencia-ellenallosag

RNS silencing- RNS interferencia- RNAIi- Géncsendesités

dsRNS- double-stranded RNS- kétszali RNS, a silencing kivalté molekula
SRNS- 21-25 nt small RNA, a silencing specifitas meghatarozo eleme
RISC- RNA-Induced Silencing Complex, a silencing végrehajté komplexe

RdARP (RDR) -RNA-dependent RNA Polymerase(RNS-fiiggo
RNS polimeraz), a silencing amplifikalasaban jatszik fontos szerepet

Aberrans transzkript- hibas atirasi termék

Silencing szupresszor- A silencing rendszert gatlo fehérje

Cap, polyA- a mRNS 5’ és 3’ végét védo strukturak

Hairpin RNS- 6nmagaval part képzo, dsRNS format felvevé mRNS

CRISPR/Cas9 rendszer-révid guide RNS iranyitotta dsDNS vagoé rendszer: iranyitott
mutaciora jo, de felhasznalhato célzott beepitésre is



