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KIVONAT

Egyes novényi rezisztenciaformdk biokémiai €s molekuldris bioldgiai

mechanizmusanak feltarasa

Szerzd disszerticijdban a novény nem specifikus és specifikus
rezisztencidjanak biokémiai €s molekularis hatterét vizsgélta. Az altalanos
(nem specifikus) rezisztenciaformdk koziill a nemgazda-rezisztencia és a
nekrotikus betegségtiinetekkel szemben hatdsos ellendllo képesség egyik
tipusdnak mechanizmusat vizsgédlta. Ezenkiviil a specifikus rezisztencia
egyik formdjat elemezte, mégpedig azt, hogy az N-rezisztenciagén
csendesitése milyen hatdssal van két, egymadssal nem rokon virus
fertdzésére.

A nem specifikus rezisztenciaformdk koziil szerzd a tlinetmentes
nemgazda-rezisztencidt hasonlitotta Ossze a specifikus, hiperszenzitiv
reakciéval pdrosulé gazda-rezisztencidaval, ill. a fogékonysdggal. Ezen
vizsgalatok homlokterében a rezisztencia jelenségekkel Osszefiiggd reaktiv
oxigén fajtdk (ROS) szerepének vizsgdlata allt. A kisérletek szerint olyan
inkompatibilis gazda/patogén kombinécidkban, ahol az ellenallé képesség a
hiperszenzitiv  reakci6 (HR) kialakuldsdval pdrosul, a reaktiv
oxigénfajtadknak (ROS) kozponti szerepe van, mert 48 6rdval a fertézések
utdn a szuperoxid-anion (O,) felhalmozédik. A tiinetmentes nemgazda-
rezisztens kombindcidkban, ahol a novény egydltalin nem alkalmas a
betegség kialakuldsara, a szuperoxid joval kordbban, a fertézések utan kb.
24 6ra mulva halmozddik fel. Ez utébbi esetben a szuperoxid patogéneket
016 hatdsa kordn érvényesiil, és a novény tiinetmentes marad. A fert6zott

nemgazda-rezisztens novényekben a NADPH-oxidaz is koran aktivalédik.
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Ez az enzim a szuperoxid-képzésben kozponti szerepet tolt be. A fogékony
gazda/patogén kombindcidkban a szuperoxid egyaltalin nem akkumuldlédik
a fertézés sordn. E vizsgédlatok homlokterében a nemgazda-rezisztencia
jelenségével osszefiiggd ROS szerepének a tisztdzédsa 4llt.

A nekrotikus tiinetekkel szembeni szintén nem specifikus ellendll6
képesség viszont a novény fokozott antioxididns kapacitdsdval illetve
jelentds szalicilsav ~ felhalmozddasdval jellemezhetd. A Nicotiana
edwardsonii dohanynovény egyik véltozata, a var. Columbia rezisztencidja
azonban a dohany nekrézis virus (TNV) és a dohdany mozaik virus (TMV)
lokalis nekrotikus tiineteivel (HR) szemben azért (is) lehet hatasos, mert a
var. Columbia dohdnyndvények mar egészségesen is, de a virusfertdzés utan
még kifejezettebben, nagymértékii szalicilsav-felhalmozdodast mutatnak. A
szalicilsav mesterséges csokkentése a rezisztencia megsziinésével vagy
jelentds csokkenésével jar egyiitt. A 'Columbia' novényekben a TNV
replikacidja is jelentOsen gatlddik, nem csak a tiinetek szorulnak vissza. Ez a
szalicilsavval Osszefiiggd rezisztencia, amely a var. Columbia novényeket
jellemzi, olyan nekrotikus tiinetekkel szemben is érvényesiil, amelyeket két
baktériumfaj, ill. egy abiotikus stressz (paraquat-stressz) idéz eld. A
baktériumos fertdzéseknél a 'Columbia' ndvények fokozott rezisztencidja a
koérokozé szaporodasgatldsaban is megnyilvanult.

A specifikus rezisztencia egyik formdja a géncsendesitéssel
kapcsolatos jelenség. A TMV-vel szemben hatdsos N-rezisztenciagén
csendesitése  (gene silencing”) a Nicotiana edwardsonii-ban a
varakozdsnak megfelelden fokozza a TMV terjedését, azaz csokkenti a
rezisztenciat. Ezzel szemben a nem rokon TNV fertdzésekor éppen
ellenkezd hatas jelentkezik: az N-gén csendesitése ebben az esetben fokozza

a rezisztenciat, azaz csokkenti a tiineteket és a virus mennyiségét. Ezek
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szerint egy adott virus ellen hat6 rezisztenciagén - vagy egy ahhoz
nagymértékben hasonlé nukleotid szekvencidju gén - terméke egy madsik

virus fertdzésekor fogékonysdgi faktorként hathat.
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ABSTRACT

Biochemical and molecular mechanisms of different forms of plant disease

resistance

This dissertation is dealing with the mechanism of two types of non-
specific disease resistance: non-host plant resistance and a special type of
symptom’s resistance effective to tissue necrotization. In addition, the
author investigated a form of specific resistance, namely the effect of gene
silencing of a virus resistance gene (N gene) on the replication and
movement of a host virus and a non-related virus.

According to the results obtained from several host/pathogen
combinations, one can summarize the possible role of reactive oxygen
species (ROS) in two types of plant resistance and plant susceptibility as
follows: in the case of the common plant host resistance associated with the
hypersensitive response (HR), accumulation of a reactive oxygen species,
the superoxide anion (O,"), occurs 48 hours after inoculation. If the plant is
a non-host for the infecting pathogen, the mechanism of disease resistance is
associated with an early accumulation of O,  after infection (’non-host
resistance”). In this case the pathogen is arrested or killed very early (24
hours after infection), and this seems to be the cause of the lack of necrotic
symptoms. In the infected non-host resistant symptomless plants the early
activation of an enzyme, NADPH-oxidase, occurs, which has a pivotal role
in the production of O,". In compatible host/pathogen combinations where
the plant exhibits susceptibility, there is no accumulation of superoxide.
Thus, superoxide seems to have a central biochemical role in the direct

inhibition or killing of pathogens in resistant plants.

4
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Generally speaking, resistance of plants to necrotic symptoms is
associated with the activation of plant antioxidant capacity and high levels
of salicylic acid. However, a relatively new variety of Nicotiana
edwardsonii var. Columbia exhibits resistance to both virus replication and
symptom production caused by Tobacco necrosis virus (TNV) and Tobacco
mosaic virus (TMV) because Columbia plants exert a high salicylic acid
activity. These plants have high salicylic acid contents both in healthy or
infected states. Artificial decrease in salicylic acid contents results in lack of
resistance or substantial reduction of virus resistance. The Columbia plants
exhibit resistance also to necrotic symptoms caused by two pathogenic
bacterial species and to paraquat induced abiotic stress.

Gene silencing of the resistance gene N in Nicotiana edwardsonii is
specifically effective against TMV and produces an unexpected action on a
non-related virus, TNV. Gene silencing of the N gene results in reduction of
resistance to TMV infection because it stimulates systemic movement of the
virus within the plant. On the contrary, in case of TNV-infection, gene
silencing of the NV gene reduces replication of the virus, stimulating thereby

virus resistance.
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A novényekben az evolicié sordn sokféle rezisztenciaforma alakult

szembeni rezisztencia kiilonb6z6 formadit az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tablazat

A novényi rezisztencia formai (cf. Kiraly et al., 2007)

ki az oket tdmadé koérokozokkal szemben. A novényi betegségekkel

A rezisztencia formai

Mechanizmus

VELESZULETETT (innate) REZISZTENCIA

Nem specifikus (altalanos) rezisztencia

- Nemgazdandvény-rezisztencia

HR, ROS, BAX-inhibitor, PEN

gének

- Alap (bazalis) rezisztencia baktériumok ellen

Flagellin/FLS2 interakcio,

ROS, antimikrobialis
vegyiiletek

- Nem rasszspecifikus mlo rezisztencia és
kvantitativ rezisztencia (lasst sporuldlas)
gombapatogének ellen

Sejtfalvastagodas,

antimikrobidlis vegyiiletek,

ROS

- Nekrozisos tiineteket okozo stresszek elleni
rezisztencia

Nagy antioxidans kapacitds

Specifikus rezisztencia
(fajta / patogén rassz specificitas)

- Extrém rezisztencia (tlinetmentes
gén-génnel szembeni rezisztencia)

*Rx virusrezisztencia HR nélkiil

*Tiinetmentes rozsdarezisztencia HR nélkiil

Ismeretlen

- Gén-génnel szembeni rezisztencia
( R-gén/Avr-gén kolcsonhatds) HR-rel

ROS, fitoalexinek,

fenoloxidécid, stresszproteinek

- Rezisztencia a patogének toxinjai ellen

Enzimes detoxifikalas,
toxinreceptorok hidnya

- Géncsendesités

Idegen RNS felismerése és
lebontésa ribonukledzokkal

SZERZETT (acquired) REZISZTENCIA

Egy primér fertdzés utan szerzett rezisztencia egy

masodik fert6zés ellen
,.Stressz-memoria”

Szalicilsav, antioxidansok,

géncsendesités,
rizobaktériumok
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Kiilonbséget kell tenniink velesziiletett (innate) rezisztencia, ill. immunités
€s szerzett (acquired) rezisztencia kozott. A velesziiletett rezisztencia lehet
(1) szdmos korokozdval szemben haté 4dltaldnos, azaz nem specifikus
ellendllésag, €s lehet (2) specifikus ellendllosdg, amely annyit jelent, hogy
egy adott novényfajta rezisztens a patogén egy vagy néhany adott torzsével
(patogén rasszaval) szemben.

A novényvilagban a legaltaldnosabb, nem specifikus ellenélldsagi
forma az un. nemgazdanovény-rezisztencia (Heath, 2000; Kamoun, 2001;
Niirnberger és Lipka, 2005), amikor egy adott novényfaj minden egyede
ellendll a legtobb korokozé faj valamennyi torzsével szemben. Ez az
altaldban tiinetmentes rezisztencia igen tartds és gyakori, hiszen a legtobb
novény ellendllé a legtobb kérokozdval szemben.

Egy maésik nem specifikus (dltaldnos) rezisztenciaforma az un.
nekrotikus tiinetekkel szembeni ellendllosdg, melyben éltaldban csak tiineti
szinten mutatnak rezisztencidt a novények (Baldzs et al., 1977; Doss és
Hevesi, 1981; Barna et al., 1993, 2008; Naylor et al., 1998; Devadas és
Raina, 2002). A rezisztencia kialakulasdban elsOsorban a szalicilsavnak €és
egyes antioxiddnsoknak van meghataroz6 szerepe (Malamy et al., 1990;
Meétraux et al., 1990; Barna et al., 1993; Gaffney et al., 1993; Delaney et al.,
1994; Fodor et al., 1997; Kirdly et al., 2002).

A specifikus rezisztencia egyik forméja az un.
poszttranszkripciondlis géncsendesités (PTGS) mechanizmusédn alapul (cf.
Barna és Kirdly 2004; Ding et al., 2004). Ez a folyamat egyardnt miitkodik
novényekben és dllatokban, és az evolucid sordn a ,,parazita” nukleinsavak,
igy a viroidok, virusok és a transzpozonok ellen alakult ki. A PTGS

val§jaban egy nukleinsavszinten miikodd immunitasnak tekinthetd.
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Disszertaciomban az altalanos (nem specifikus) ellendllésagi formak
koziil a nemgazda-rezisztencia és a nekrotikus betegségtiinetek ellen hatdsos
rezisztencia  egyik  tipusdnak  biokémiai, molekuldris  bioldgiai
mechanizmusat kivdntam feltarni.

A specifikus rezisztencia egyik tipusat vizsgédlva tisztazni kivantam
azt is, hogy egy adott virus ellen hatdsos rezisztencia gén csendesitése

milyen hatéssal lehet egy mdsik, nem rokon virus 4ltal el6idézett fert6zésre?

Disszertaciom 6 célkitlizései a kovetkezdk voltak:

1. Egyes prooxidansok (reaktiv oxigénfajtdk, ROS), els6sorban a
szuperoxid €s antioxidansok szerepének tisztdzdsa tlinetmentes
nemgazda-rezisztencia sordn. Prooxiddnsokat, antioxiddnsokat, ill.
egy programozott  sejthaldlgatldé  fehérjét  kdédolé  gének
expresszidjdnak vizsgdlata rezisztens arpa drpalisztharmatos, ill.
buzalisztharmatos fertézése soran.

2. A Nicotiana edwardsonii var. Columbia fajhibrid A4ltal
virusfertdzéseknél mutatott tiineti (nekrézis) rezisztencia egyiitt jar-e
a virusfelhalmozddas gatlasaval? A N. edwardsonii var. Columbia
tiineti rezisztencidja hatdsos-e mdas kérokozok és abiotikus stressz
altal el6idézett nekrézisokkal szemben is? A nekrotikus tiinetekkel
szembeni rezisztencia kialakuldsidban szerepet jatszanak-e az
antioxidansok, illetve a szalicilsav?

3. Egy adott virussal (dohdny mozaik virus, TMV) szemben hatésos
rezisztenciagén (N) csendesitése hatdssal lehet-e egy masik, nem

rokon virus (dohany nekrozis virus, TNV) fert6zésére?
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SZAKIRODALMI OSSZEFOGLALO

A novényi ellenallé képességgel kapcsolatban az elsd beszamol6 110 évvel
ezelott jelent meg (Ward, 1902). Itt egy olyan ,,immunreakciérél” van szo,
amely a rozsnok barnarozsddval szembeni rezisztencia tényét ismerteti. Ezt
a reakciot késébb Stakman (1915), aki a buiza szarrozsdéjaval foglalkozott,
hiperszenzitiv reakcionak (HR) nevezte el, mert az ellendllé képesség
kapcsoldodott egy  szimptomdaval, amely szovetnekrozisok — gyors
kialakuldsdban nyilvanult meg. Késobb a HR-t virusos fertézések (Holmes,
1929) valamint baktériumos fert6zések (Klement et al., 1964) esetében is
bizonyitottdk.

A legismertebb és leginkdbb kutatott novényi rezisztenciaforma a
gén-génnel szembeni specifikus rezisztencia. E rezisztenciaforma
felhaszndldsédval a kutatdk tobb rezisztens novényfajtat tudtak elddllitani, 4m
hamar kideriilt, hogy az ilyen tipusu ellendll6 képesség egy adott kérokozo
csak egyetlen vagy néhdny rasszdval szemben biztosit rezisztencidt, és a
koérokozé uj torzsek kialakitdsdnak segitségével hamar le tudja torni a
novény ezen tipusui védekezését (Flor, 1971; Martin et al., 2003; Mudgett,
2005; Ellis et al., 2006; Bent és Mackey, 2007). A kutatok ekkor kezdtek el
érdeklddni mads rezisztenciaformdk irdnydban, melyek 4ltaldnos (nem
specifikus) rezisztencidt biztositanak tobb koérokozéval szemben, és a
specifikus rezisztencidndl tartosabbak.

A novények dltalanos, azaz nem specifikus rezisztencidja
(Abramovich et al., 2006) az allatok velesziiletett (,,innate”)
immunrendszeréhez hasonlé feladatot 1at el. Bar a human immunol6gidban
csak joval az adaptiv immunrendszer (Morel et al., 1991) felfedezése utian

jottek rd a velesziiletett immunrendszer 1ényeges szerepére. Az emberi és

10
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allati immunrendszeren beliill tehat két immunitdsi tipust lehet
megkiilonboztetni: a velesziiletett (,,innate”) immunitdst és az adaptiv
immunitist: az elobbi esetében az dllati szervezet korokozoét érzékeld
szenzorok, az un. mintafelismerd receptorok (,,pattern recognition
receptors”’, PRR), amelyek a mikroorganizmusokban taldlhat6 stabilis
molekuldris mintdkat detektaljadk. Ezeket a molekuldris mintdkat az orvosi
immunolégidban  patogénekkel kapcsolatos mintdknak (,,pathogen-
associatted molecular patterns”, PAMP) nevezik. A velesziiletett felismerd
immunrendszer nem specifikus, és genetikailag programozott. Ezzel
szemben az adaptiv immunrendszer, amely szomatikus rekombindcién
alapul, olyan antigén receptorokkal (T és B limfocitak) miikodik, amelyeket
az allat de novo generdl a fert6zés utin. Ezek nincsenek genetikailag
kédolva, hanem adaptiv médon alakulnak ki. Az adaptiv immunvalasz tehat
nagymértékben specifikus. A velesziiletett immunrendszer a tamado
koérokozdk nagy részét gitolja vagy elpusztitja. Abban az esetben, ha ez nem
sikeriil, akkor a specifikus adaptiv immunvélasz beinditdsat és a két
rendszer Osszehangoldsat végzi el (Iwasaki és Medzhitov, 2010; Vivier et
al., 2011). Egyre tobb adat utal arra, hogy a novények esetében is egymdsra
épiilnek az 4ltalanos és specifikus rezisztencia folyamatai (Ausubel, 2005;
Abramovich et al., 2006; Tsuda és Katagiri, 2010; Deller et al., 2011;
Maekawa et al., 2011; Spoel és Dong, 2012), bar az adaptiv immunitési

mechanizmus a ndvényekben nem ismert.

11
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A nemgazdanovény-rezisztencia jelentésége — a reaktiv oxigénfajtak és

antioxidansok lehetséges szerepe

A nemgazdanovény-rezisztencia a legéltalanosabb ellendllésagi
forma a novényvildgban a kérokozok tdmadédsaval szemben (Heath, 2000;
Kamoun, 2001; Niirnberger és Lipka, 2005). Ez azt jelenti, hogy egy
korokozd Osszes patogén rasszaval szemben rezisztencidt mutat egy adott
novényfaj minden egyede, vagyis a novény nem alkalmas arra, hogy a
patogén gazdanovénye legyen. Ez valgjdban egy igen tartés
ellendlloképesség, és ez a forma a leggyakoribb a természetben, hiszen a
legtobb novény ellenalld a legtobb kérokozdval szemben. A sikeres fertdzés
€s a novényi betegség kialakuldsa tulajdonképpen ritka eset, gyakorlati
szempontbdl azért mégis fontos jelenség.

A nemgazda-rezisztencia jelensége ugyan régéta ismert, de a
mechanizmussal kapcsolatban eddig hidnyoznak a meggy0z0 érvek
(Chisholm et al., 2006; Jones és Dangl, 2006; Schulze-Lefert és Panstruga,
2011). Az ellendlloképesség olykor pdrosul a hiperszenzitiv reakcidval
(lokalis sejt-, ill. szoveti nekrotizdcid, HR), de éltaldban nincs l4thaté tiinet
(lasd pl. Mysore és Ryu, 2004). Smedegaard-Petersen és Stglen (1981)
elsoként mutatta ki, hogy az arpalevél feliiletén €l6 kiilonbozo
mikroorganizmusok ugyan igyekeznek behatolni a nemgazdanovény
szovetei kozé, de nem tudnak eldidézni semmilyen tiinetet, vagyis nem
betegitik meg a nemgazdanovényt. Legaldbbis a behatolasi kisérletnek nincs
lathaté kovetkezménye a novényben. Kisérleteik azonban kimutattdk, hogy
az ilyen nemgazdanovények sejtlégzése fokozddik, de ennek jelentdségét
eddig nem sikeriilt tisztazni. Feltételezhetd, hogy ebben az esetben a HR-

nek olyan esetével allunk szemben, amelynek nincs lathatd tiinete, de
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kapcsolatban lehet a nemgazda-rezisztencidval. Egy masik kozlemény azt is
felveti, hogy a nemgazda-rezisztencia a szalicilsav lebontdsétdl fiigg (van
Wees és Glazebrook, 2003). Leguijabb kutatdsi eredmények szerint a
glukozinoldtok is szerepet jatszhatnak a nemgazda-rezisztencidban
(Bednarek et al., 2009; Schulze-Lefert és Panstruga, 2011). Hangsulyozand6
viszont, hogy a nemgazda-rezisztencia mechanizmusédnak lényege, vagyis az
a kérdés, hogy mi gétolja vagy 6li meg a kérokozo6t, ezekbdl a kisérletekbdl
nem dertilt ki.

Az MTA Novényvédelmi Kutatéintézetében, a Korélettani és a
Biotechnolégiai Osztalyok kdzos projektje sordn azt a célt tliztiik ki, hogy a
reaktiv oxigénfajtak (ROS) illetve az antioxiddnsok szerepét igyekezziink
tisztazni a tiinetmentes nemgazda-rezisztencia esetében, 0sszehasonlitva ezt
az ellendllésagi esetet az dltalanosan ismert (HR-tiineteket mutatd) gazda-
rezisztencidval, illetve a fogékonysdg esetével. Azért vizsgaltuk a reaktiv
oxigénfajtak (ROS) nemgazda-rezisztencidban jatszott lehetséges funkcidjat,
mert Ujabban szdmos kutatds bizonyitotta, hogy a ROS (esetleg az
antioxiddnsok moddositd hatdsaval kombindlva) 1ényeges szerepet kaphat a
ndvényi rezisztencidban, azaz a kérokozok gitlasdban, de olykor a tiinetek
visszaszoritasaban is (Doke, 1983; Doke és Ohashi, 1988; Adam et al.,
1989; Levine et al., 1994; Wu et al., 1995; Chamnongpol et al., 1998; Hafez
és Kirdly, 2003; Apel és Hirt, 2004).

A novények elébb vagy utébb reagilnak arra a szdmos kornyezeti
hatdsra (szdarazsiag, hOmérsékletviltozds, koérokozo fertdzés) melyekkel
életiik sordn taldlkoznak. A kiillonb6zd hatdsokra vélaszul tobbek kozott a
novény anyagcsere folyamatai is moddosulnak, stressz- anyagcsere
folyamatok indulnak be, melyekben legtobbszor megfigyelhetd a reaktiv

oxigénfajtak (ROS) felhalmozdéddsa, amely oxidativ stresszhez vezet.
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Oxidativ stressz sordn a novényben felborul a ROS (prooxiddnsok) és az

antioxiddnsok kozotti egyensuly a ROS javdra. A reaktiv oxigénfajtak kozé

tartoznak a parositatlan elektronnal rendelkezd oxigén szabadgyokok (pl.

0O,”, OH) valamint olyan molekuldk, mint a H,O, és a szingulett oxigén

('0,), melyekbél reakcidik sordn szabad gyokok képzédnek.

Reaktiv oxigén fajtdk keletkezésének forrasai novényekben:

Fotoszintézis PSI és PSII fotokémiai rendszere (Asada és Takashi,
1987).

Légzési elektron transzport lanc (Dat et al., 2000, Maxwell et al.,
1999).

Glikolat oxidaz (Corpas et al., 2001).

NADPH-oxidaz (Hammond-Kosack és Jones, 1996, Grant és Loake
2000).

Oxalat oxidaz (Dat et al., 2000).

Xanthine oxiddz (Corpas et al., 2001).

Amin oxidadz (Allan és Fluhr, 1997).

Zsirsavak B-oxidacidja (Corpas et al., 2001)

Reaktiv oxigénfajtdk folyamatosan képzOddnek az egészséges

novényekben is anyagcseréjiik melléktermékeként, de a novények aktivan is

képesek reaktiv oxigénfajtak eldallitdsara korokozok tdmadasa esetén. Doke

volt az elsd, aki felhivta a figyelmet a reaktiv oxigénfajtdk koziil a

szuperoxid (0,”) ndvény-kérokozé kapcsolatokban jdtszott szerepére.

Kisérleteiben megfigyelte, hogy inkompatibilis Phytophthora infestans-bol

szarmaz6 hifa sejtfal komponensek (hyphal wall components, HWC)

szuperoxid termelddést véltanak ki burgonya protoplaszt tenyészetben, tehét
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rezisztencia esetén szuperoxid felhalmozdédast detektdlt. Azonban, ha
kompatibilis  Phytophthora infestans-b6l szarmazé vizben old6dé
gliikdnokat (water soluble glucans, WSG) adott a protoplaszt tenyészethez,
nem tapasztalt szuperoxid felhalmozodast, tehat a fogékonysagot a
szuperoxid hidnya jellemezte (Doke, 1983). Doke volt az elsd, aki felhivta a
figyelmet a NADPH-oxiddzokra is, mint a betegségellendllé novény
szuperoxid termelddésében szerepet jatsz6 f6 komponensekre (Doke, 1982).
Ugy vélte, hogy inkompatibilis virusfertézés soran szintén NADPH-oxid4z
fliggd szuperoxid felhalmozddas tapasztalhatd. A kompatibilis novény-virus
kapcsolatban viszont nem volt szuperoxid akkumulacié. Ebben a kisérletben
(Doke és Ohashi, 1988) N rezisztencia gént tartalmazé dohdnyokat fertdztek
dohany mozaik virussal (TMV). A fertézést kovetden a novényeket 30 °C-ra
helyezték, ez a hdmérséklet megakadalyozta a szuperoxid felhalmozd6dast és
a lokdlis nekrotikus tiinetek (HR) kialakuldsat, mikdzben a virus terjedni
tudott a novényben. Harminchat oOrdval késébb a nodvényeket
visszahelyezték 20 °C-ra és azonnali szuperoxid felhalmozddast
tapasztaltak, majd 6-7 6raval késébb gytirti alaki nekrotikus foltok jelentek
meg a leveleken, a novények tehat visszanyerték virusrezisztencidjukat.
Ezek a korai kisérletek mar az 1980-as évek végén ramutattak a reaktiv
oxigénfajtak (elsésorban a szuperoxid) novényi rezisztencia folyamatokban
betoltott jelentOs szerepére.

Az egyik leginkabb ismert ROS, a szuperoxid termelodéséért felelos
novényi enzimek a NADPH-oxiddzok (Marino et al., 2012). A NADPH-
oxiddzok a sejtmembranban taldlhaté hat alegységbdl 4ll6 enzim
komplexek, melyek a szuperoxid termelddést a kovetkezd reakcié sordn
katalizdljdk (Sagi és Fluhr, 2006): NADPH + 20, <> NADP" + 2 O," + H".

A koérokozok a fertdzés sordn kiilonbozo jeldtviteli utakon Kkeresztiil
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indithatjdk be a NADPH-oxiddzok aktivalédasat. Az egyik ilyen ismert
jeléatviteli ut a kalcium-fiiggé protein kindzokon (CDPK) keresztiil torténd
NADPH-oxidaz aktivacié (Yoshioka et al., 2011). A NADPH-oxidazok
hatdsa a betegségellendllosagra eltérd lehet biotréf és nekrotréf kérokozok
fertozése soran (Marino et al., 2012). Biotrof kérokozok fertézése esetén a
NADPH-oxidaz gének kifejez0désének hidnya csokkent reziztencidval jar
egylitt pl: Arabidopsis thalianal/Golovinomyces cichoracearum (Berrocal-
Lobo et al., 2010) vagy Hordeum vulgare/Blumeria graminis f. sp. hordei
(Proels et al., 2010). Nekrotrof korokozokkal fertozott NADPH-oxidaz
hidnymutins novényekben a rezisztencia nem valtozik vagy fokozddik pl:
Arabidopsis thalianalAlternaria brassicicola (Pogéany et al., 2009), illetve
Nicotiana benthamianalBotrytis cinerea (Asai €s Yoshioka 2009).

A nemgazda-rezisztencidval kapcsolatban csak az utébbi években
jelentek meg szakirodalmi eredmények a ROS szerepérdl. Az elsd
kozlemény ezzel kapcsolatban 1998-bdl szdrmazik: H,O, felhalmozddést
figyeltek meg Il-es tipusd (lokdlis nekrotikus tiinetekkel, azaz HR-rel
egylittjar6) nemgazda-rezisztencia esetén Lactuca sativa [Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola kapcsolatban (Bestwick et al., 1998). Yoda és
munkatérsai (2009) bizonyitottdk a poliaminok és a H,O, szerepét a HR-t
eredményezd nemgazda-rezisztencidban:  baktériumfert6zés hatdsara
(Nicotiana tabacum/Pseudomonas cichorii) poliaminok halmozdédtak fel a
novény apoplasztjdban, €s megndtt a poliamin oxiddz aktivitds is. A
poliaminok oxidacidja H,O, képzddéshez vezetett az apoplasztban a HR-t
eredményezd nemgazda-rezisztencia sordn. Ha a poliamin oxiddz gént a
novényben csendesitették, a HR tiinetek eltintek, a H,O, mennyisége
csokkent, mig a baktériumszdm emelkedett. Ezek szerint tehdt a H,O,

valéban jelentds szerepet jitszik a HR tiinetekkel jar6 nemgazda-
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rezisztencidban (Yoda et al., 2009). Szintén 2009-ben jelent meg egy cikk a
kloroplasztiszban termel6dé ROS szerepérdl a HR-t eredményezd
nemgazda-rezisztencidban (Zurbriggen et al., 2009). A kisérletek szerint
Nicotiana tabacum/Xanthomonas campestris pv. vesicatoria nemgazda-
koérokozé kapcsolatban a kloroplasztiszbdl szarmazé ROS sziikséges a
lokalis sejthaldl kialakuldséhoz. Egy késdbbi cikkiikben (Zurbriggen et al.,
2010) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a HR tiinetekkel jar6 nemgazda-
rezisztencidndl a kloroplasztiszbdl szarmazé ROS szigndl aktivdlja a
sejtmembranban taldlhat6 NADPH-oxidazt, és ez a rekacidsor vezet a
lokélis sejthalalhoz. Kwak és munkatarsai (2009) szerint HR-t eredményezd
nemgazda-rezisztencidban (Capsicum annuum/Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria nemgazda-korokozé kapcsolatban) mind a szuperoxid, mind a
H,0; kordbban halmozddik fel, mint gazda-rezisztencia esetén.

A tiinetmentes (I-es tipusi) nemgazda-rezisztencia esetében, ahol
nem tapasztalunk szabad szemmel lathaté lokalis nekrotizdlédast, még
kevesebb irodalmat taldlunk a reaktiv oxigénfajtdk  szerepérol.
Lisztharmatfert6zés 4ltal kivaltott nemgazda-rezisztenciandl (Hordeum
vulgare/Blumeria graminis f.sp. tritici nemgazda-kérokozd kapcsolatban)
H,0, felhalmoz6dds volt megfigyelhetd a gomba behatoldsanak helyén
(Hiickelhoven et al.,, 2001a). Hasonld, lokalis H,O, felhalmozddast
tapasztaltak nemgazda-rezisztenciat kivaltdé Vigna unguiculatal/Erysiphe
cichoracearum nemgazda-korokoz6 kapcsolatban is (Mellersh et al., 2002).
Ebben a kisérletben egy antioxiddns enzim (kataldz) novényekbe
juttatdsaval részlegesen sikeriilt letorni a behatoldsi rezisztenciat. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a HO, a behatoldsi (penetracios)

rezisztencia egyik fontos tényezdje lehet.
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Kérdés, hogy a H,O, milyen tovabbi funkcidt tolt be a tiinetmentes
(HR nélkiili) nemgazda-rezisztencidban a korokozoé behatolds kozvetlen
gitldsan kivil? Tisztdzandé az is, hogy a fertdzések utdn az egyik
legkordbban keletkez6 ROS, a szuperoxid, hogyan befolydsolja a
tiinetmentes nemgazda-rezisztenciat? Disszerticiom sordn ezért az egyik fo
célkitlizésiink volt, hogy a szuperoxid tiinetmentes nemgazda-

rezisztencidban jatszott szerepét tisztdzzuk.

Enyhe stressz esetén az egészséges novényben a képzddd reaktiv
oxigénfajtakat kiilonbozd nem-enzimatikus és enzimatikus antioxiddnsok

semlegesitik.

Nem-enzimatikus antioxiddnsok:
e aszkorbinsav (Asada 1989, Noctor és Foyer 1998).
e glutation (Asada 1989, Noctor és Foyer 1998).
e E-vitamin (Asada és Takashi, 1987).
e karotinoidok (Asada és Takashi, 1987).
Tipikus enzimatikus antioxidansok:
e szuperoxid-dizmutdz (Bowler et al., 1992).
e aszkorbat-peroxiddz (Asada és Takashi, 1987, Asada 1989).
e katalaz (Willekens et al., 1999)

A prooxidansokkal (reaktiv oxigénfajtadkkal) szemben a védelem elsd
vonaldt a szuperoxid-dizmutdzok (SOD) jelentik az enzimatikus
antioxidansok koziil. Az éaltaluk katalizalt reakcié sordn szuperoxibol
hidrogén peroxid képzdédik: 2 O, + 2 H* — H,0, + O, . A szuperoxid

szdmdra atjarhatatlan a foszfolipid sejtmembran (Takashi és Asada, 1983),
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ezért lebontdsukra ott keriill sor, ahol képzddnek. A szuperoxid-
dizmutdzokat a benniik taldlhaté fémek alapjan harom csoportba soroljak:
vas szuperoxid-dizmutdzok (FeSOD), mangan szuperoxid-dizmutdzok
(MnSOD) és réz-cink szuperoxid-dizmutdzok (Cu-ZnSOD). A kiilonb6z6
szuperoxid-dizmutdzok koziil mindhdrom tipus megtaldlhaté a magasabb
rendli novényekben. Az egyes enzimtipusok eltérd novényi sejtalkotékban
fordulnak eld (Alscher et al., 2002). A vastartalmui szuperoxid-dizmutdzokat
(FeSOD) tobb magasabb rendii névénybdl is kimutattdk, pl: Arabidopsis
thaliana, Nicotiana plumbaginifolia (Van Camp et al., 1990). A vas
szuperoxid-dizmutdzokra jellemzd, hogy a ndvényi sejt kloroplasztiszdban
fejtik ki hatdsukat. A masik nagy csoport a mangén szuperoxid-dizmutdzok
(MnSOD) csoportja. Az ebbe a csoportba tartozé enzimek eukaridta sejtek
mitokondriumaiban és peroxiszomaiban taldlhatok (del Rio et al., 1983; Zhu
€s Scandalios 1993). A harmadik csoportba tartoznak a réz-cink szuperoxid-
dizmutdzok (Cu-Zn SOD), melyek a citoplazmdban a periplazmatikus
térben, illetve a kloroplasztiszokban és az extracelluldris térben taldlhaték
(Ogawa et al., 1996). Az antioxiddnsok novényekben épp olyan fontos
hatassal lehetnek a novény rezisztencidjara vagy fogékonysagéara, mint a
reaktiv oxigénfajtdk. Fogékony ndvényekben magas antioxiddns (SOD,
aszkorbat-peroxiddz) kapacitds tapasztalhaté biotr6f koérokozd fertdzés
hatdsara (El-Zahaby et al., 1995; Vanacker et al., 1998; Mittler et al., 1998;
Harrach et al., 2008). Ezekben a novényekben jelentdsen csokken a reaktiv
oxigén fajtdk felhalmozddédsa, hiszen a nagy tomegben keletkezd
antioxiddnsok semlegesitik Oket, és a reaktiv oxigén fajtdk nem tudjak
kifejteni gatlé hatasukat a kérokozokkal szemben, lehetévé téve a fert6zés
kialakitdsat a novényen. Ezért tehdt a fogékony novények nagymértékii

antioxidédns kapacitdsa részlegesen szerepet jatszhat a biotr6f kérokozokkal
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szembeni fogékonysdgban (Pogany et al., 2006). Hemibiotr6f és nekrotrof
korokozdk fertdzésénél forditott a helyzet: a novény magas antioxiddns
kapacitdsa meggatolja a nekrotikus tiinetek kialakuldsat, ezdltal a nekrotréf
kérokozéknak nem biztosit megfeleld koriilményeket a fertdzéshez (cf.
Kirdly, 2000). Ezt a jelenséget bizonyitja egy érdekes kisérlet, ahol a
hemibiotréf Phytophthora nicotianae-val fertdztek dohdny ndvényeket. A
hemibiotréf kérokozokra jellemzd, hogy a fert6zés kezdetén biotréfként
viselkednek, nem nekrotizdljdk a novényt, azonban az id6é elérehaladtaval
nekrotikus tiinetek alakulnak ki a novényen, a kérokozé nekrotréffa valik.
Dohédny novényeket fertdzve Phytophthora nicotianae-vel (Blackman és
Hardham, 2008) azt tapasztaltdk, hogy a kérokozé meggitolja a novény
katalaz termelését, ezzel fogékonnya téve a novényt a fertézésre. A gomba
altal termelt kataldz aktivitisa azonban fokozddik, igy védve magait a
novény 4ltal termelt reaktiv oxigénfajtaktol.

A fent emlitett példdkbol is lathatd, hogy milyen Osszetett szerepiik
van a reaktiv oxigénfajtdk és az antioxiddnsok kozotti egyensuly
felboruldsdnak a novényi rezisztencia — tobbek kozott a nemgazda-

rezisztencia — vagy fogékonysag kialakuldsiban.

A nekrotikus tiinetekkel szembeni ellenidllésag novényekben - a

szalicilsav és az antioxidansok szerepe

A nemgazda-rezisztencia mellett egy mdasik nemspecifikus
(altalanos) rezisztenciaforma a nekrotikus tiinetekkel szembeni ellenallosag,
melyben altaldban csak tiineti szinten mutatnak rezisztencidt a novények
(Balézs et al., 1977; Doss és Hevesi, 1981; Barna et al., 1993, 2008; Naylor
et al., 1998; Devadas és Raina, 2002). Olykor azonban el6fordulhat valédi
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kérokozé gatlas is, tehdt a koérokozd felhalmozdddsanak csokkenése is
(Chivasa et al., 1997; Naylor et al., 1998; Devadas és Raina, 2002; Wong et
al., 2002; Barna et al., 2008). Ezen rezisztenciaforma kialakuldsiaban
elsésorban a szalicilsavnak és egyes antioxiddansoknak van meghatarozo
szerepe (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990; Barna et al., 1993;
Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994; Fodor et al., 1997; Kirdly et al.,
2002; Vlot et al., 2009). A szalicilsav korélettani szerepére novényekben
eldszor White (1979) hivta fel a figyelmet, aki kisérleteiben aszpirint és
szalicilsavat injektdlt dohdnylevelekbe, és azt tapasztalta, hogy a novények
rezisztensebbé valnak dohdny mozaik virus (TMV) fertézésével szemben, és
un. patogenezissel kapcsolatos (PR) fehérjék halmozddnak fel a szalicilsav-
injektalds hatdsara.

A PR (’pathogenesis-related’) gének, ill. fehérjék vizsgélatat azért
tartjdk a kutatok fontosnak, mert ezek jelenléte, ill. aktivitdsa jelzi a
rezisztencia eloforduldsat. Fontos azonban megjegyezni, hogy a PR gének
és termékeik, mint stressz markerek megjelenése elsOsorban a szoveti
nekroézissal kapcsolatos. Tekintve, hogy a rezisztencia igen gyakran, de nem
mindig, hiperszenzitiv szovetelhaldsokkal pérosul, a PR gének
kifejez0désének monitorozdsa gyakorlati szempontbdl fontos lehet. Azt
azonban hangstlyozni kell, hogy a PR gének, ill. termékeik ezek szerint
val6jdban nem a novény ellendllé képességét jelzik, hanem olyan stresszek
hatdsit, amelyek szovetelhaldssal kapcsolatosak. A PR fehérjéket tizenhét
csaladba soroltdk be (Van Loon., 2006). Ezek a fehérjék nagyon sok
funkciét toltenek be a novényben, azonban az irodalmi adatokbdl lathatd,
hogy a PR fehérjék éppugy Osszefiigghetnek a rezisztencidval, mint a

fogékonysédggal.
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A PR fehérjék indukcidjat elsoként dohdny mozaik virussal (TMV)
fertdzott dohdny novényen mutattdk ki (Van Loon és Van Kammen, 1970,
Gianinazzi et al., 1970). Virusfertozések esetén csak egy ismert irodalmi
adat van arra, hogy egy PR gén kozvetleniil kapcsolatba hozhaté a
rezisztenciaval (Park et al.,, 2004). Ebben a cikkben a szerzok arrol
szamolnak be, hogy a kérdéses PR-10 gén egy ribonukledzt kddol,
amelynek kozvetlen szerepe van a virusrezisztencidban, a virus genomi RNS
lebontésa révén. Egy masik PR fehérje, a PR-2 viszont fogékonyabba teszi a
novényt virusfertdzésekkel szemben (Bucher et al., 2001). A PR-2 fehérje, a
B3-1,3-glilkandz, a novényi sejtfalak enzimatikus fellazitdsaval ugyanis a
koérokozé virus sejtrél-sejtre terjedését segiti eld. Bakteridlis fertdzéseknél
sem egyértelmii a PR fehérjék szerepe a rezisztencia folyamatokban.
Rayapuram et al., (2008) ugyan bizonyitotta azt, hogy a PR-13 fehérje
antimikrobialis vegyiiletként viselkedik a Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000-el fert6zott Nicotiana attenuata-ban, azonban ugyanebben a
cikkben leirjdk, hogy a PR-1 nem fejt ki antimikrobidlis hatést, csak
markere a rezisztencidnak. NoOvénykorokozé gombdkkal kapcsolatban
el0szor a 90-es évek elején mutattak rd egyértelmiien a PR fehérjék
funkcigjara (Brogue et al., 1991). Ebben a kisérletben olyan transzgenikus
dohanynovényeket hoztak létre, amelyek egy babbdl szarmazo kitindz gént
fejeztek ki. A transzgenikus dohdny Rhizoctonia solani-val szemben
fokozott rezisztencidt mutatott, feltehetden azért, mert a nagy mennyiségben
termelt kitindz hatékonyan bontotta a kérokozé gomba sejtfaldban taldlhat6
kitint. A késObbiekben tovabbi fontos eredmények bizonyitottdk, hogy a
gombds fertézésekkel szembeni rezisztencidban kozvetlen szerepe lehet
egyes PR géneknek, ill. fehérjéknek, tobb koérokozé esetében is:
Phytophthora infestans, PR-5 (Vigers et al., 1992), Uromyces fabae, PR-1
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(Rauscher et al., 1999), Rhizoctonia solani, PR-5 (Liu et al., 2011). Az
eredmények szerint a PR-1 és PR-5 fehérje kozvetleniil gétolja a
gombakodrokozok hifdinak novekedését és differencidlédasat. Ugyanakkor
Yeom et al., (2011) felhivja arra a figyelmet, hogy egy masik patogenezissel
kapcsolt fehérje, a PR-4 éppen a fogékonysagért lehet felelés a Capsicum
annuum és Phytophthora capsici kapcsolatidban. A fert6zott novényekben a
PR-4 tiltermelése novelte, gatldsa pedig csokkentette a P. capsici
felhalmozddasat és az ezzel egyiitt jaré szoveti nekrézist. A PR fehérjék
tehat egyes gazda-kérokozé kapcsolatokban kozvetleniil feleldsek lehetnek
a rezisztenciaért, mig bizonyos esetekben fogékonysdgi faktorok. A legtobb
gazda-korokoz6é kapcsolatban viszont elsdsorban a szoveti nekrdzissal
egylitt jard stressz markerei.

A szalicilsavnak a nekrotikus tiinetekkel szembeni rezisztencidban
jatszott kozponti szerepére mutattak rd azok a kisérletek is, ahol olyan
transzgenikus dohdny (Nicotiana tabacum) és 1adfti (Arabidopsis thaliana)
novényeket vizsgaltak, melyek a nahG transzgént tartalmaztidk. A nahG
novények egy bakteridlis eredetli szalicilat-hidroxilaz gént fejeznek ki. A
nahG fehérje a szalicilsavat katekolld bontja le, igy ezek a ndvények
képtelenek  szalicilsavat felhalmozni, szalicilsav hidnydban nem
aktivdlédnak a PR-gének, és a transzgenikus novények fokozottan
fogékonyak a sejt és szoveti nekrdzisra a vadtipusi novényhez képest
(Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994). Az in vivo szintetizdlédott
szalicilsav ~ 4ltaldban valamilyen raktarozott formavd alakul 4t a
novényekben. A leggyakrabban képz6dd forma a szalicilsav O-f-gliikozid
(SAG) melynek  képzddéséért a  patogén-indukdlt  szalicilsav
gliikoziltranszferaz (SGT) felelos (Lee és Raskin, 1999; Song, 2006).

Arabidopsis thaliana-ban két patogén-indukalt szalicilsav
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gliikoziltranszferazt sikeriilt kimutatni. Az egyik enzim a mar eldbb leirt
folyamatot katalizdlja, ennek a folyamatnak a végterméke a SAG, a mdsik
enzim azonban a szaliciloil gliikoz észter (SGE) kialakitdsdban vesz részt
(Dean és Delaney, 2008), amely egy masik raktarozott szalicilsav forma. A
szalicilsav novényekben tovdbbalakulhat metilszalicilsavvda (MeSA),
melynek szintén létezik gliikkozildlt formdja (MeSAG) (Seskar et al., 1998;
Dean et al. 2003). A szalicilsav gliikozidok bioldgiai funkcidja nem ismert
(Hennig et al., 1993; Seskar et al., 1998), bar egy djabb koézlemény szerint
baktériumos fertdzés elleni rezisztencidban az SAG-nak kozvetlen szerepe
lehet (Pastor et al., 2011). Egy 2007-es kozlemény szerint viszont a MeSA a
novényi un. szisztemikus szerzett rezisztencia egyik kozponti szigndl
molekuldja (Park et al., 2007).

Disszertdciom témavdlasztdsakor a nekrotikus tiinetekkel szembeni
rezisztencia mechanizmusdnak kérdése a kovetkezd megfigyelés kapcsdn
vetddott fel. Cole et al. (2004) azt tapasztalta, hogy a tiineti (nekrdzis)
rezisztencia tekintetében kiilonbség van a két — azonos sziiloktdl (Nicotiana
glutinosa x Nicotiana clevelandii) szarmaz6 — dohédnyfajhibrid, a Nicotiana
edwardsonii és a Nicotiana edwardsonii var. Columbia kozott. A N.
edwardsonii var. Columbia dohdny mozaik virusos (TMV) és dohéany
nekrézis virusos (TNV) fert6zéssel szemben tiinetileg ellenallobb volt, mint
a N. edwardsonii. A var. Columbia-ban ugyanis a lokdlis nekrotikus tiinetek
jelentdsen enyhébbek voltak, mindemellett ezek a novények egészségesen is
joval tobb szalicilsavat tartalmaztak €s nagy mennyiségben termeltek egy
patogenezissel kapcsolatos fehérjét (PR-1). A N. edwardsonii fajhibrid
haploid szinten két kromoszomaval kevesebbet tartalmaz, mint a N.
edwardsonii var. Columbia (Cole et al., 2001). Ez a genetikai kiilonbség

nyilvdnvaléan hozzdjarul a Columbia novények tiineti rezisztencidjdhoz.
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Erdekes, hogy ez a rezisztencia és a velejaré biokémiai véltozdsok a var.
Columbia-ban csak 50 naposndl idésebb korban jelentkeztek, és nem jartak
egyiitt a szalicilsav-tdltermeld novényekre éltaldban jellemzd spontdn
nekrézisok kialakuldasaval (Cole et al., 2004). Célkitiizésem tehat az volt,
hogy tisztdzzam, a tiineti rezisztencia ezen esete egyiitt jar-e a virus (TMV
és TNV) felhalmozdédasdnak gétlasaval is, illetve ez a rezisztencia hatdsos-e
mas korokozokkal, illetve abiotikus stresszekkel szemben is? Tovabba
tisztazni kivantam a szalicilsav, illetve az antioxiddnsok szerepét ebben a

rezisztenciatipusban.

A poszttranszkripcionalis géncsendesités kapcsolata a novényi

betegségrezisztenciaval

A specifikus rezisztencia egyik nemrég felfedezett formdjdnak
mechanizmusa a géncsendesités poszttranszkripciondlis tipusa (PTGS) (cf.
Barna és Kirdly 2004). A PTGS egy 6si eukariota mechanizmus, amely az
evolicié sordn a ,,parazita” nukleinsavak, igy a viroidok, virusok és a
transzpozonok ellen alakult ki. Ez a folyamat egyardnt miikodik
novényekben, dllatokban és gombdkban, feltehetden mar a kozos egysejtil
Os is rendelkezett ezzel a védelmi eszkozzel (Pickford et al., 2002; cf. Ding
et al., 2004; Wang et al., 2006). A PTGS miikodésének alapja, az, hogy ha a
novényi sejtek idegen RNS-t (altaldban kettdsszdlu RNS-t) észlelnek, akkor
ezeket az RNS-eket lebontjdk azokkal a sajat mRNS molekuldkkal egyiitt,
amelyek homoldgiat mutatnak az idegen RNS-el. A folyamat sordn a kettds
szald RNS-ek kisebb (20-25 nukleotid) nagysigu szakaszokra darabol6édnak
fel, ezeket a rovid RNS szakaszokat nevezziik kis interferdld6 RNS-eknek
(small interfering RNA, siRNS). Az siRNS-ek beépiilnek egy fehérje
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komplexbe, €s igy egy RNS indukalta RNS hasité komplex jon 1étre (RNA-
induced silencing complex, RISC). A PTGS folyamata sordn a RISC
felismer és hasit minden egyes RNS-t, amely komplementer a RISC
komplexbe beépiilt siRNS szdlaival (Hutvagner és Zamore, 2002).

A PTGS tehat egy specifikus rezisztenciaforma amely tobbek kozott
novényi virusos fertdzésekkel szemben is hatdsos. A fertdzések sordn
ugyanis a nodvénybe jutott virus nukleinsav, mint idegen RNS (a
virusreplikdci6 sordn kettdsszdli RNS) sajit maga ellen hato
géncsendesitést indukdl, vagyis virus nukleinsav-lebontast okoz (,,RNA-
mediated virus resistance”) (lasd pl. Lindbo és Dougherty, 2005; Voinnet,
2005; Burgyan, 2007). A PTGS-t azonban eredetileg transzgenikus
novényekben fedezték fel, ahol egyes vonalakban a transzgének meglepden
gyengén expresszalodtak (Napoli et al., 1990; van der Krol et al., 1990). A
csendesiilt gén ugyan atirédott a transzgenikus ndovényben, de a messenger
RNS degradalddott. Ez a mechanizmus a ndvénynemesitésben nem
kivanatos jelenségnek szdmit, amennyiben a cél egyes gének
talkifejeztetése, viszont hasznos lehet, ha egy novényi gén funkcidjanak
tisztdzasdhoz az adott gént csendesiteni szeretnénk. A PTGS jelensége tehat
lehetdséget biztosit a genetikusok szdmdra egyes gének funkcidjdnak
megértéséhez oly moédon, hogy egy adott gén PTGS-t indukalé (,,idegen”)
valtozatat is kifejeztetik a novényi szervezetben. A folyamat végeredménye
az adott gén lecsendesitése, miikodésének inaktivalasa.

Az MTA Novényvédelmi Kutatdintézet Biotechnoldgia Osztilya és
az amerikai University of Missouri, Department of Plant Pathology,
Columbia MO, USA kozétti egyiittmiikodés keretében olyan transzgenikus
Nicotiana edwardsonii dohdnyndvényeket dllitottak eld, amelyekben a

TMV-vel szembeni ellendllésdgot kodold rezisztencia gén  (N)
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poszttranszkripciondlisan csendesitett, ennek megfeleléen a novények
TMV-vel szembeni rezisztencidja csokkent mértékii (Balaji et al., 2007).
Kutatdsaim sordn azt a kérdést kivantam megvélaszolni, hogy a TMV ellen
hatdsos N rezisztenciagén ,kikapcsoldsa” (csendesitése) milyen hatdssal
lehet egy masik, nem rokon virus, a TNV dltal eldidézett fertézésre, azaz

egy rezisztencia gén milyen nem vart mellékhatdsokat okozhat?

Osszefoglalva, disszertdiciomban az 4ltaldnos (nem-specifikus)
ellendllésdgi formak koziil a nemgazda-rezisztencia (,,non-host resistance’)
és a nekrotikus betegségtiinetek ellen hatdsos rezisztencia egyik tipusdnak
biokémiai, molekuldris biol6giai mechanizmusat kivantam feltarni. A
novényi immunoldgidnak ezek a teriiletei, az ellendllésdg mechanizmusai
ugyanis jelenleg nincsenek kelld alapossidggal tisztdzva. Ezen kiviil a
specifikus rezisztencia egyik tipusdt vizsgdlva tisztizni kivantam, hogy a
TMYV ellen hatdsos N rezisztencia gén csendesitése milyen hatdssal lehet egy

nem rokon virus, a TNV altal eloidézett fertézésre?
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ANYAG ES MODSZER

A Kisérletekhez felhasznalt novények:

Hordeum vulgare cv. Ingrid Mla, H. vulgare cv. Ingrid Mlo,

H. vulgare cv. Ingrid mlo

H. vulgare cv. Botond

Triticum aestivum cv. MV-Emma, T. aestivum cv. Buzogany
Cucumis sativus cv. Budai csemege, C. sativus cv. Rajnai flirtds
Solanum lycopersicum cv. Kecskeméti 549,

S. lycopersicum cv. Kecskeméti 3F

Nicotiana tabacum cv. Xanthi, N. tabacum cv. Xanthi nahG
Nicotiana benthamiana

Nicotiana edwardsonii, N. edwardsonii var. Columbia

Solanum tuberosum cv. White Lady, S. tuberosum cv. Hépehely
Vitis vinifera cv. Nimrang, V. vinifera cv. Kismish vatkana

V. vinifera cv. Bianca (interspecifikus hibrid)

A novények iiveghdzban noéttek 18-23 °C-os homérsékleten, 16 oOras
fotoperiddus mellett, kiegészitd vildgitissal (160 uE m?s™) és 75-80% -os

relativ paratartalmnal.
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A Kkisérletekhez felhasznalt korokozok:

Arpalisztharmat (Blumeria graminis f.sp. hordei A6 rassz)
Buzalisztharmat (Blumeria graminis f.sp. tritici magyar izolatum)
Uborkalisztharmat (Podosphaera xanthii)
Paradicsom-lisztharmat (Oidium neolycopersici, BP-P5)
Dohénylisztharmat (Golovinomyces orontii, BP-1TOB)
Fitoftéra (Phytophthora infestans)

Szol6lisztharmat (Erisyphe necator)

Arparozsda (Puccinia hordei)

Buzarozsda (Puccinia recondita f. sp. tritici)

Zabrozsda (Puccinia coronata f.sp. avenae)

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

P. syringae pv. tabaci

Dohény mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV, U1 torzs)

Dohany nekrézis virus (Tobacco necrosis virus, TNV, E torzs)

A lisztharmatok fenntartdsa gazdanovényeiken tortént ndvényneveld
kamraban, ill. iiveghdzban. Az arpalisztharmatot Hordeum vulgare cv.
Ingrid Mlo ndvényeken tartottuk fenn ndovénynevel6 kamraban, 20 °C-os
homérsékleten, 16 6ras fotoperiddus mellett. A buzalisztharmat fenntartisa
novényneveld kamraban tortént Triticum aestivum cv. Buzoginy
novényeken, 20 °C-os homérsékleten, 16 6ras fotéperiédus mellett. Az
uborka— paradicsom- dohany és sz0l6lisztharmat, valamint az arpa - buza -

€s zabrozsda fenntartisa iiveghdzi koriilmények kozott (18-23 °C-os
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homérsékleten, 16 6ras fotoperiddus mellett kiegészitd vildgitissal [160 uE
m? s és 75-80% -os relativ paratartalmnal) tortént gazdandvényeiken.

A Phytophthora infestans fenntartdsa borsétdptalajon tortént (14sd
Nagy, 2006), 20 °C-os hdmérsékleten.

A novénypatogén baktériumok (Pseudomonas syringae pv. tabaci,
pv tomato) fenntartdsa szilird KING B tdptalajon tortént, 26-28 °C-os
homérsékleten.

A dohdny mozaik virust, illetve a dohany nekrdzis virust -20 °C-on
taroltuk lefagyasztott dohdnylevél mintdkban, és a fertdzés elott
felszaporitottuk a virusokat gazdandvényeiken. Ezen novényekrdl szdrmazo
virussal fertozott levelekbdl inditottuk a fertozést.

A buza- ill. darpalisztharmatos fertdzést sajat készitésl
fertdz6toronyban (iires kartonpapir dobozban) végeztiik. Lisztharmattal
torténd fert6zés sordn a 7 napos egyleveles novényekre szortuk a
konidiumokat a fertdz6torony tetején taldlhaté nyildson &at, majd a
fertdz6torony belsejében a levegd keverésével értiik el az egyenletes
lisztharmat-boritottsdgot a novényeken. A légkeverés utdn 15-20 percig
hagytuk a konidiumokat megtapadni a levél feliiletén, és a fert6zott novényt

a fertdz6toronybol kivéve hasznalhattuk tovabbi vizsgalatainkhoz.
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Paradicsom- uborka- és dohanylisztharmatos fert6zés sordn az
inokulumforrdsként szolgdlé novény leveleit hozzéérintettiik az altalunk
fertdzni kivant novény leveleihez.

A buza- arpa- és zabrozsddval 7 napos egy leveles novényeket
fertdztiink. A fertdzéshez az uredospordkat keményitd szuszpenzidban (3,3
g haztartasi keményit6/100 ml viz) szuszpenddltuk, és ezzel a
rozsdaszuszpenzidval fertoztiink. Fert6z€s utdn a novényeket sotét 80-
100%-o0s pératartalmu, 18 °C ill. 25 °C-os homérsékletli nedveskamraba,
helyeztiik 24 6rara, majd ezutan hasznéltuk fel a vizsgalatokhoz.

Phytophthora infestansszal val6 fertdzéshez sporangiumszuszpenzot
készitettiink. Ehhez 1é€gszarazra szaritott burgonyszeleteket allitottunk eld,
és ezek ald helyeztik a dugéfiuréval kivagott Phytophthordt tartalmazé
agarkorongokat. A fert6zott burgonyaszeleteket nedveskamraba helyeztiik,
majd megvartuk, mig a kérokozé atné a burgonyaszeleten, és a szeletek
fels6 oldaldnak ledblitésével nyert szuszpenzidt dtszlrtiik 2 rétegli gézen.
fgy a micéliumok nagy 1észét6l mentes sporangiumszuszpenziGt
permetezhettiink a levelekre. A Phytophthords fertézést Bakonyi Jozsef
(MTA NKI, Novénykortani osztdly) dtmutatdsa szerint végeztem.

Pseudomonas syringae (pv. tabaci és pv. tomato) baktériumokkal
val6 fert6zéshez az 1 napos baktériumtenyészeteket lemostuk a szilard

King’s B taptalajrdl 10 mM-os magnézium-szulfat oldattal. A
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baktériumszuszpenziéban bedllitottuk a kivant sejtkoncentraciét (7x10°
cfu/ml, ill. 7x10® cfu/ml), a novény levelét megsebezve injekcids
fecskenddvel juttattuk a baktériumot a novény levelébe.

Dohédny mozaik virus, ill. dohdny nekrézis virussal val6é fertzés
sordn mozsarban eldorzsoltiik a virust tartalmazo leveleket karborundummal
és csapvizzel (kb. 1 g levél és 10 ml csapviz), és ezzel az inokulummal

kentiik be a fertdzni kivant novény leveleit.

Szuperoxid-dizmutaz és katalaz bejuttatasa arpalevélbe

Antioxidansokkal torténd kezeléshez szuperoxid-dizmutdz (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Németorszdg) 3000 U/ml, és kataldz (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Németorszag) 5000 U/ml vizes oldatat készitettiik el, és ezt az
oldatot juttattuk a novények levéagott leveleibe (Kirdly et al.,, 2008).
Infiltrdlds utdn megvartuk, amig a viz elparolog a levelek sejtkozotti

jérataibol, és ezutdn tortént a fertdzés.

Arpalevelek hékezelése

Arpaleveleket hkezeltiink a reaktiv oxigénfajtak felhalmoz6ddsanak

megakadalyozdsa céljabol. Az intakt arpaleveleket 49 °C-os vizbe
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meritettiik 45 méisodpercre, majd hagytuk a leveleket megszaradni (kb. 20-
30 perc), ezutdn tortént azok fertdzése. A moddszer Barna Balazs (MTA

NKI) megfigyelésén alapszik.

A szuperoxid felhalmozodas kimutatasa biokémiai médszerrel

A szuperoxid-szabadgyok mérése nitro-blue-tetrazolium (NBT)
segitségével tortént. A szuperoxid reakcidba 1€p az NBT-vel, és sotétkék
szinli formazan képzddik, amely detektdlhatd. A méréshez 10 mM kalium-
foszfat-pufferben (pH 7,8) oldott 0,1 w/v % toménységli NBT-t hasznéltunk
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszdg), amit vakuuminfiltrdl4ssal
juttattuk a levelekbe (Adam et al., 1989). A leveleket 20 percig
megvilagitottuk, majd szintelenitd oldatba (0,15 w/v % triklorecetsav, etanol
és kloroform 4:1 ardnyu elegyében) helyeztiik egy napra (Hiickelhoven et
al., 1999). Az elszintelenedett leveleket ezutdn glicerin és viz 1:1 ardnyu

keverékében taroltuk. A kék szin idObeli megjelenését regisztraltuk.

Génkifejezodési vizsgalatok

A fertdzést kovetden a levelekbdl teljes novényr RNS-t vontunk ki

szilikagélmembran-oszlopos mddszerrel (Viogene Plant Total RNA
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Extraction Miniprep System, Tajvan) a készlethez mellékelt utasitdsoknak
megfelelden. A kivont RNS mennyiségét és tisztasdgat spektrofotométeren
(NanoDrop ND-1000) ellendriztiik. Az RNS (és DNS) elnyelési maximuma
260 nm hulldmhossznél van, a fehérjéké pedig kb. 280 nm-nél. Az RNS
mennyiségét a mintdkban az Aje értékkel hatdroztuk meg: RNS
koncentracié =Aep X higitds/25 (moldris kioltasi egyiitthatd). Az Asgp érték
pedig a fehérjével val6 szennyezettségre utalt. Az Aseo/Azgo ardnyt 1,6 és 2,0
szélsoértékek kozott fogadtuk el megfeleldnek. Ezt kovetden a mintdkat
megfuttattuk 1%-os formaldehid-agar6z-gélen, és az elektroforézis utidn a
kivont RNS koncentricidjat és épségét etidiumbromidos festéssel UV-
fényben  ellendriztik. A  génkifejez0dés  vizsgalatdhoz  reverz
transzkripcioval egybekotott nukleinsav-sokszorositdst (RT-PCR: reverse
transcription polymerase chain reaction) hasznéltunk. El0szor a hirvivo
(messenger) RNS-t szaporitottuk fel (RT 1€pés, azaz cDNS szintézis),
oligoDT inditészekvencia segitségével, a reagenst gyartd utasitdsainak
megfeleléen (RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit,
Fermentas, Vilnius, Litvdnia). A kovetkezd 1épésben az adott génnek
megfeleld cDNS-t sokszorositottuk (PCR). A PCR-t még a folyamat
exponencidlis fazisaban éllitottuk le, tehdt minden vizsgalt génnél olyan,
kiilon-kiilon beallitott ciklusszammal dolgoztunk, ahol még megmaradtak a

kiilonbségek a kiilonbozd atirddasi szintek kozott. Az RT-PCR-t kdvetden a
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génexpresszids kiillonbségek kimutatdsdéhoz a mintdkat 1%-os agarézgélen
futtattuk meg, referencidnak (konstitutiv kontroll) dohdnynal egy aktin,
arpandl egy ubiquitingén expresszidjat tekintettilk. Ezzel a mddszerrel a
génkifejez0dés szemikvantitativ. moddon mérhetd. A génkifejezddés
érzékenyebb, kvantitativ kimutatdsdhoz az tUn. valds idejli (real time)
kvantitativ RT-PCR mddszert hasznéltuk, a reagenst gyarté (KAPA
Biosystems, Woburn, MA, USA) udtmutatdsa szerint. A génkifejez6dés

P . P . -AACT
kiillonbségeinek szamszeriisitéséhez az un. 2

modszert (Livak és
Schmittgen, 2001) alkalmaztuk, belsé referenciaként a kordbban emlitett
gének (dohany aktingénje €s arpa ubiquitingénje) szolgaltak. PCR-hoz az

aldbbi génekre specifikus inditészekvencia-parokat (primereket) hasznaltuk

(2. tablazat).
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A génkifejezodési vizsgalatok soran hasznalt primerek adatai

Primer
Gén neve, kapcsolddasi
génbanki Elodre- és visszaindul6 primer hoémérséklet
azonosito nukleinsav-sorrendje (annealing
szama temperature,
T,)
Hv Ubi 5"-ACCCTCGCCGACTACAACAT-3" T. = 60° C
M60175 5"-CAGTAGTGGCGGTCGAAGTG-3" e
pNI_Kon 5"-TGCTCGGTCAGCACT-3" T. = 50 °C
AT251717 5"-TCCGCAATAGAACACTCC-3
Hv SOD 5"-TCAAGGGCACCATCTTYTTC-3" T. = 59 °C
TC109315 5"-TTTCCRAGGTCACCRGCAT-3" v
Hv BI 5"-ATGTTCTCGGTGCCAGTCT-3" T. = 56 °C
AJ290421 5"-GGGCGTGCTTGATGTAGTC-3" a
Nt Act 5"-CGGAATCCACGAGACTACATAC-3” T. = 60 °C
X69885 5"-GGGAAGCCAAGATAGAGC-3” e
Ng PR-1 5"-ACTTGGGACGACGAGGTA-3" T. = 50 °C
U49241 5"- GCACAATGATTTGAGCC-3" e
Ne N S*-TTCTTTGTACCTTTTGCTGGCTTAT-3"
& 5"-CTCTGGTCCTTCTTTATACAACAAA- | T,=48°C
U15605 3
Nt AOX 5"-GAAACAGTGGCTGCAGTGCC-37 T. = 48 °C
S71335 5"-GTGATACCCAATTGGTGC-3" a
Ng CAT 5"-TCCGCTTGATGTGACTAAA-3’ T. = 48 °C
AF006067 5"-TCCACCCACCGACGAATA-3" e
Nt SGT 5"-AAAGAAGTTGGCTCGGATA-3" T. = 47 °C
AF190634 5-TTGGCTTGAAGACACTAAGG-3’ e
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Szabad és kotott szalicilsav mérése Nicotiana edwardsonii novényekben

Szabad és kotott (savasan hidrolizdlhatd) szalicilsav méréséhez a
Meuwly and Métraux (1993), ill. Cole et al. (2004) 4altal leirt mdodszert
alkalmaztuk. A méréseket Szalai Gabriella €s munkacsoportja (MTA
Mezdgazdasagi Kutatdintézete, Martonvasar) végezte. A kivondshoz
vivOanyagként  para-hidroxibenzoesavat,  bels6  standardként  2-
metoxibenzoesavat haszndltak. Az elsOdleges feltirds sordn a novényi
mintdt 8000 g-n centrifugéltdk 20 percig, a feliiliszot félretették, utdna az
iiledéket reszuszpenddltdk 90% (v/v) metanolban, és Ujracentrifugdltdk a
mar leirt paraméterekkel. A két feliiluszé frakciot kombindlva a metanolt
szobahOmérsékleten, vakuumcentrifugdban elparologtattdk, majd 1 ml 5%-
os (w/v) triklérecetsavat adtak a mintdhoz és lecentrifugaltik (8000 g, 10
perc). A feliiluszot kétszer extrahdltdk etilacetat:ciklohexdn 1:1 ardnyu
keverékével. A szabad szalicilsav meghatdrozasdhoz a felsd, szabad
fenolvegyiileteket tartalmazé szerves réteget -20 °C-on taroltdk, a kotott
szalicilsav meghatarozasdhoz pedig az alsé vizes fazist hidrolizéltdk
s6savval, majd centrifugdlds (6000 g, 10 perc) utdn a feliilisz6t kétszer
szerves extrakcionak vetették ald a fent leirt médon, az igy kapott szerves
frakciot taroltdk -20 °C-on. Magét a szalicilsav mérést nagy teljesitményli

folyadék kromatografiaval (high performance liquid chromatography,
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HPLC), deaktivélt, reverz fazisi oszlop segitségével, fluorometrids

detektorral végezték, Meuwly and Métraux (1993) leirdsa szerint.

Paraquatos Kkezelés Nicotiana edwardsonii és N. edwardsonii var.

Columbia névényekben

A kisérlet sordn 25 pM és 50 uM-os paraquatoldatot készitettiink
csapvizben. A paraquatoldatokat a levélbe injektéltuk, és az injektélt
teriiletet korberajzoltuk. A megjelend nekrdzis nagysagabol és terjedésébol
vontunk le kovetkeztetéseket a paraquattal szembeni rezisztencidra. Negativ
kontrollként a leveleket csapvizzel infiltraltuk, de ez nem okozott nekrotikus

tiineteket.

Novénypatogén virusok kimutatasa

Dohdny mozaik virus (TMV) és dohdny nekrozis virus (TNV) kimutatdsa
enzimhez  kotott  ellenanyag  vizsgdlat  (ELISA, Enzyme  Linked
Immunosorbent Assay) segitségével

Nicotiana edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia TMV-vel
torténd fertdzése utdn 2 nappal vettiink mintdkat a novényekrdl, TNV

fertdzés utdn 5 nappal tortént a mintavétel. A levélmintdkat 0,8% Tween 20-
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at tartalmazé 50 mM-os PBS (Na és K foszfattal pufferelt NaCl) oldatban
(pH = 7,4) homogenizaltuk és higitottuk tovabb 1:10, 1:20 és 1:50 aranyban.
A viruskoncentricié kimutatdsdhoz (virus kopenyfehérje detektédldsa
ELISA-val) Clark és Adams (1977) valamint Tébids et al. (1982) moédszerét
haszndltuk. TMV detektdldshoz Bioreba (Reinach, Svijc), mig TNV
kimutatashoz Loewe (Sauerlach, Németorszag) gyartmanyu
egységcsomagot hasznaltunk, TMV Ul, ill. TNV-E szerotipusra generélt
anitestekkel. Az ELISA leolvasérél 405 nm-en, 10, 20, ill. 30 perccel a

szubsztrat inkubdcidja utdn olvastuk le az abszorbanciaértékeket.

Dohdny mozaik virus (TMV) és dohdny nekrozis virus (TNV)
kopenyfehérjéjének termelodéséért felelos gén kimutatdsa polimerdz
ldncreakcio (RT-PCR) alkalmazdsdval

Novénypatogén virusok kimutatdsdhoz a virusfertézott novényekbdl
teljes novényi RNS-t vontunk ki szilikagélmembran-oszlopos modszerrel
(Viogene Plant Total RNA Extraction Miniprep System, Tajvan). A kivont
RNS-bdl reverz transzkripcidval egybekotott nukleinsav-sokszorositdst (RT-
PCR: reverse transcription polymerase chain reaction) végeztiink, a gyart6
utasitdsainak megfeleléen (Fermentas RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit). A reverz transzkripcidhoz (cDNS szintézis) a virus

kopenyfehérjéjének termelodéséért felelds génre tervezett reverz
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(visszainduld) inditészekvencidt alkalmaztuk, hiszen az altalunk vizsgalt két
novénypatogén virus RNS-e nem rendelkezik polyA farokkal, igy oligoDT
inditészekvencidval nem szaporithat6 fel. A kopenyfehérje termelddéséért
felelos génre tervezett reverz inditoszekvencia hasznalataval csak a virus
RNS-t irtuk at cDNS-sé, és ebbdl a cDNS-bdl végeztiik el a polimerdz
lancreakciét a virus kopenyfehérjéjének termelddéséért felelos génre

specifikus inditészekvencidk felhasznédlasaval 3. tablazat.

3. tablazat

Novénypatogén virusok kimutatasahoz sziikséges primerek adatai

Primer
Gén neve, kapcsolodasi
génbanki Elodre- és visszaindul6 primer hémérséklet
azonosito nukleinsav-sorrendje (annealing
szama temperature,
Ta)

%1\61;]52;) 5" -CTTCTGGGCTTAGTTTCC - 3° T. = 50°C
AY616760 5- CCTGCGTTCTTGTCGTA -3

T™V CP 5" - CTTGTCATCGTGGGC - 3~

AF165190 | 5 - AAGTCACTGTCAGGGAAC-3° | 1+=47°C

40



10.13147/NYME.2012.013

Novénykorokozé baktériumok (Pseudomonas syringae pv. tomato, P.
syringae pv. tabaci) Kimutatasa Nicotiana edwardsonii és N. edwardsonii

var. Columbia novényekbol

A baktériumok szamdnak meghatirozdsdhoz a fert6zott ndvény
leveleibdl 0,9 cm atmérdjii levélkorongokat vagtunk dugoéfiréval. A
levélkorongokat 10 mM-os kélium-foszfat-pufferben (pH = 7) eldorzsoltiik,
€s ebbdl szamos higitast készitettiink. A novényi kivonatot King’s B
tdpoldatra szélesztettiik, majd a megjelend kolénidkat megszamoltuk (Ott et

al., 2006)

NADPH-oxidaz enzim aktivitasanak mérése

A NADPH-oxiddz enzim  aktivitisdnak = megéllapitisdhoz
sejtmembrant izoldltunk (Xia et al., 2009). A kivondshoz négyszeres
térfogatu kivono puffert (50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 0,25 M szahar6z, 1 mM
aszkorbinsav, 1 mM EDTA, 0,6% PVP, 1 mM PMSF) hasznaltunk. Az
eldorzsolt novényi mintakat 120000 g-n centrifugaltuk 30 percig
ultracentrifugdban (BECKMAN L7-55). A centrifugdlds végén kapott
csapadékot Ujraszuszpendéltuk a kivoné pufferben, és a szuszpendalt

csapadékot haszndltuk fel azonnal a NADPH-oxiddz aktivitdsdnak
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megallapitdsidhoz. A fotométeres meghatdrozds sordn a reakcidelegybe (50
mM HEPES pH 6,8, 0,2 mM NADPH, 0,3 mM NBT) 50 pl szuszpendalt
csapadékot adtunk. A  NADPH-oxiddz aktivitdsianak specifikus
detektdlasdhoz a reakcidelegybe tettiink 40 unit/ml SOD-ot (szuperoxid-
dizmutdz) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszdg). Az enzimaktivitds
kimutatasdhoz ugyanazt a mintat lemértiik SOD nélkiil és SOD-dal, a két

érték kiilonbsége adta az enzimaktivitast (Addm et al. 1997).
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EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

KISERLETI EREDMENYEK

A nemgazda-rezisztencia és a gazdarezisztencia lényegének tisztazasa

A novénykortani és korélettani kutatdsok a multban szinte kizardlag
a gazdarezisztencidval foglalkoztak, mert gyakorlati szempontbdl, vagyis a
novénynemesités szdmdra ez a rezisztenciatipus a legfontosabb. A
nemgazda-rezisztencia — bdr a leginkdbb elterjedt rezisztenciaforma a
természetben — kezdetben nem kototte le a kutaték figyelmét, mert nincs
gyakorlati jelentésége, de ez a rezisztenciaforma tartés, igy a
novénynemesités szempontjabol mégis érdekes. A kétféle ellendllosagi
forma lényegét a kovetkezO0 noOvény/patogén parok leirdsdval lehet
érzékeltetni: Az arpa lisztharmatos betegségét olyan gomba idézi eld, amely
csak az arpat betegiti meg, a tobbi ndvényfajt nem. Az arpin, mint
gazdafajon beliil azonban lehetnek olyan fajtdk, amelyek rezisztenciat
mutatnak a kérokozo6 ellen. Ez tehét az un. gazdarezisztencia. Ha az arpat a
buizara specializalt bizalisztharmat fertézné meg akar a természetben, akar
mesterségesen (a kisérletez0 kutat6 altal), az arpa minden fajtaja ellenallo
lesz, mert az arpa nem gazddja a buzalisztharmatnak. A természetben a
novényfajok sokféle fertdz6 4genssel keriilnek kapcsolatba, de
megbetegedésre nem keriil sor, hiszen a gazdanovény csak a specifikus
koérokozdjaval szemben fogékony, az Osszes tobbivel szemben azonban
ellendllé: ez a nemgazda-rezisztencia, amely daltalidban tiinetmentes, de

megnyilvanulhat HR-rel is. A mechanizmus azonban még nincs tisztizva,
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legaldbbis az nem ismert, hogy kozvetleniil mi gitolja vagy oOli meg a
patogéneket a rezisztens novényben.

A gazdasigilag fontosabb, un. gazdarezisztencia igen sokszor
parosul a hiperszenzitiv reakci6 (HR) megjelenésével, fitoalexinek
felhalmozddasaval, sejtfaler6sodéssel, reaktiv — oxigénfajtdk  (ROS)
felszaporodasaval, stb. Korai vizsgélatok (Kirdly et al., 1972) igazoltak,
hogy a HR és a fitoalexinek nem elsddleges okai a rezisztencianak, hanem
inkdbb az ellendllésdg kisérd jelenségei. Ujabb kisérletek szerint minden
bizonnyal a reaktiv oxigénfajtdk (ROS) mikrébadlé hatdsanak van nagyobb
jelentdsége a gazdarezisztencidban. (cf. Doke, 1983; Levine et al., 1994,
Baker €s Orlandi, 1995; Barna et al., 2003; Kirély et al., 2007;)

A tiinetmentes nemgazda-rezisztencia lényegének tisztdzdsa
érdekében a kovetkezd kisérletsorozatot hajtottuk végre: Osszehasonlitottuk
fogékony,  gazdarezisztens €s  tiinetmentes  nemgazda-rezisztens
novény/korokozé péarok esetében a fertdzés utdni szuperoxid (0;)
felhalmozddast. A szuperoxid 4ltaldban abiotikus stresszek és fert6zések
hatdsdra keletkezik nagyobb mennyiségben, és tovdbbi reakciéi folytdn
hidrogén-peroxid (H,0,), ill. hidroxil-szabadgyok (OH’) is felhalmozddhat.
Ezek a ROS-tipusok karosithatjdk a kérokozot, tehat alapjai lehetnek az
ellendllésdgnak, de karosithatjdk a gazdanovény, ill. a nemgazda sejtjeit,
szoveteit is (HR).

A szuperoxid felhalmoz6dasat az un. nitroblue-tetrazolium (NBT)-festéssel
teszteltiik (Iasd az Anyag és Mddszerek részt). A fertdzések utan 1, 2 és 3,
olykor 4 nappal mértiik a szuperoxid-akkumuléaciét a fert6zott levelekben.
Az egyes novény/patogén parok esetében kapott eredményeket a 4. tablazat

foglalja Ossze.
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Szuperoxid (0,") detektalasa Kiilonb6zé novény/koérokozo

kombinaciékban
. , e - . PRyl ., i "
Novény/kérokozo kombindcid Reakcid _u_s; . eroxld/ OZ—)
- kimutathatésaga
ARPA — arpalisztharmat 0 (nincs)

(Blumeria graminis f.sp. hordei, A6)

gazdafogékonysdg

2 nap milva sincs

ARPA — érpalisztharmat gazdarezisztencia 2 nap milva
ARPA - biizalisztharmat nemeazda-
(Blumeria graminis f.sp.tritici, ne . 1 nap milva
rezisztencia

magyar izoldtum)

ARPA - drparozsda
(Puccinia hordei)

gazdafogékonysag

0 (nincs)
2 nap mulva sincs

ARPA - drparozsda gazdarezisztencia 2 nap mulva
ARPA - btizarozsda nemgazda - p
- . e . . 1 nap mulva
(Puccinia recondita f.sp. tritici) rezisztencia

BUZA - buizarozsda

gazdafogékonysdg

0 (nincs)
4 nap miilva sincs

BUZA - biizarozsda gazdarezisztencia 4 nap mulva
BUZA - drparozsda nemgazda - 3 nap milva
rezisztencia
BUZA - zabrozsda nemgazda - 2 nap milva
(P. coronata f.sp. avenae) rezisztencia P

DOHANY - dohénylisztharmat
(Golovinomyces orontii, BP-1TOB)

gazdafogékonysdg

0 (nincs)
1 nap milva sincs

DOHANY - arpalisztharmat

nemgazda -
rezisztencia

1 nap milva

PARADICSOM - paradicsom lisztharmat
(Oidium neolycopersici, BP-P5)

gazdafogékonysag

0 (nincs)
1 nap milva sincs

PARADICSOM - uborkalisztharmat
(Podosphaera xanthii)

nemgazda -
rezisztencia

1 nap milva

UBORKA - uborkalisztharmat

gazdafogékonysdg

0 (nincs)
1 nap milva sincs

UBORKA - paradicsom lisztharmat

nemgazda -
rezisztencia

1 nap milva

SZOLO — sz616lisztharmat
(Erisyphe necator)

gazdafogékonysdg

0 (nincs)
2 nap milva sincs

SZOLO - biizalisztharmat nemgazda - 2 nap milva
rezisztencia
BURGONYA — fitoftéra P P .
(Phytophthora infestans) gazdafogékonysdg 0 (nincs)
BURGONYA - fitoftéra gazdarezisztencia 2 nap mulva
BURGONYA - 4rpalisztharmat nemgazda- 1 nap mdlva
rezisztenica
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Az eldzéekben emlitett kisérletek azt jelzik, hogy mig a fogékony
(kompatibilis)  gazda/patogén  kapcsolatokban  nincs  szuperoxid-
felhalmozdédas, a gazdarezisztencidt mutaté kombindciékban van
szuperoxid-képzddés, ill. akkumulacio, és a nemgazda-rezisztencidt mutatd
kombindciokban, amelyek tiinetmentesek, szintén van, de kordbban
észlelhetd a felhalmozddas (1. abra). Jogosnak latszik az a feltételezés,
hogy a korai szuperoxid-felhalmozoédds lehet az egyik oka a nemgazda
ellendllé képességnek és az ezzel dltaldban egyiitt jard tiinetmentességnek.
A gazdarezisztencia esetében késObb halmozddnak fel a reaktiv
oxigénfajtak, és ez lehet az oka a rendszerint megjelend hiperszenzitiv
védlaszreakcionak (HR), amely sok kombindcidban jellemzdje ennek az
ellendllésagi formdnak. A fogékony gazda/patogén parokndl a kérokozok
gatlas nélkiil fejlédhetnek, hiszen nem képzddik szuperoxid, ill. mas ROS,
€s igy a tipikus tiinetekkel jar6 betegség kifejlddhet.

Amennyiben a szuperoxid-képzddés valoban oka a kétféle
rezisztencidnak, akkor a szuperoxid-akkumulédcié gatldsa mérsékelheti vagy
meg is sziintetheti az ellendllo képességet. Kisérleti eredményeinket ezért
ebbdl a szempontbdl is tovdbb elemeztem.

Buzalisztharmattal fertézott arpaleveleket —difenil-jodéniummal
(DPI) infiltrdltunk, azonnal a fertézés utian. Mivel a DPI gétolja a
szuperoxid-termelddést, elvileg varhaté a nemgazda-rezisztencia gyengiilése
vagy eltlinése. A kisérletek azonban nem voltak kielégitoek: a fertdzott és
DPI-vel kezelt rezisztens arpaleveknek csak 5%-dban észleltiink gyenge
lisztharmatképzddést. Feltételezhetd, de nem igazolhaté az, hogy ha a
szuperoxid-képzddés hatdsosabban gatlédna, ez a nemgazda-rezisztencia

megsziinéséhez vezetne.
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i

t

i

Gazdarezisztencia Nemgazdz.i— Gazdarezisztencia Nemgazdz.i—
(HR) rezisztencia (HR) rezisztencia
(1 nap) (1 nap) (2 nap) (2 nap)

1. abra: Szuperoxid (O,") kimutatdsa gazda- és nemgazda-rezisztencianal,
arpaban (cv. Ingrid Mila), a fert6zés utdn egy és két nappal. Az
arpalisztharmatos (Blumeria graminis f.sp. hordei, A6) fertdézése
gazdarezisztenciat (HR), mig a buzalisztharmatos (Blumeria graminis f.sp.
tritici, magyar izoldtum) fertdz€s tiinetmentes nemgazda-rezisztenciit
eredményezett. A szuperoxid detektdldsat nitroblue-tetrazolium (NBT)
festéssel végeztiik. Egy nappal a fertdz€s utdn csak a nemgazda-rezisztens
kombindcidban van szuperoxid-felhalmozdodas. Két nappal a fert6zés utdn
mar a gazdarezisztencia esetében is észlelhetd a O, -akkumul4cio.

Egy tovabbi kisérletben két antioxiddns enzimet, a szuperoxid-
dizmutazt (SOD) és katalazt (CAT) infiltrdltunk a levelekbe, amelyek
ellensilyozzdk a szuperoxid, ill. hidrogén-peroxid hatdsat. Itt sem volt
sikeres az a torekvés, hogy a szuperoxidot hatastalanit6 SOD+CAT -
kezelésekkel megvaltoztassuk az ellendllé képességet.

Sikerre vezetett azonban a Barna Baldzs (MTA NKI) eredeti
észlelésére alapozott kovetkezd kisérletiink. Eszerint egy hokezeléses sokk

(a levelek 49 °C-os vizbe meritése 45 mdasodpercig) megvaltoztathatja a
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lisztharmat-rezisztens drpa reakciéjat, mind az Mla gén 4ltal irdnyitott
gazda-rezisztencia (HR) esetén, mind az mlo géntdl fiiggd tn. horizontalis
(minden 4rpalisztharmat-rassz ellen érvényesiild) gazdarezisztenciandl.
Kimutattuk, hogy hoéhatdsra az eredetileg rezisztens novényekben
fogékonysdgi tiinet (micélium- és konidiumképzddés) jelent meg (2. A
abra) el6tte azonban szignifikdnsan csokkenti, ill. megsziinteti az NBT-
festéssel detektdlhaté szuperoxid-képzodést is (2. B abra). Az un. mlo-
rezisztencia az drpaleveleken tlinetmentességben nyilvdnul meg, azaz az
ellendllé képességet nem kiséri a HR nekrotikus tiinete. Az mlo-rezisztencia
ennyiben hasonlit a nemgazda-rezisztencidra. Ez adta az otletet ahhoz, hogy
a hosokkos kisérletet elvégezziik egy tiinetmentes nemgazda-rezisztencidt
eredményezé novény/patogén  kombindciéondl is (drpa  fertdzve
buzalisztharmattal). A rezisztens reakcié csak akkor vdltozott meg (csak
akkor fordult fogékonysdgi reakcidba), ha a hdsokkot kombindltuk a
SOD+CAT kezeléssel is. Gyenge lisztharmat telepek fejlodtek ki az
eredetileg rezisztens leveleken, de a lisztharmatos tiinetek szomszédsagéban

HR-re utal6 nekrotikus 16zidk is kifejlodtek (3. abra).

mlo

Mila Mila + mlo +
hékezelés hoékezelés

(A)
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(B)

Mila Mila + mlo mlo +
hékezelés hékezelés

2. abra: Hokezeléses sokk hatdsa lisztharmatrezisztens drpalevelek
reakcidjara az Mla és mlo gén éaltal meghatirozott rezisztenciatipusnal
(rasszspecifikus, ill. horizontdlis gazdarezisztencia). (A): Lisztharmatos
tiinetek az arpalisztharmatos (Blumeria graminis f.sp. hordei, A6) fert6zés
és hokezelés utdn 8 nappal. (B): A szuperoxid (O,”) mennyiségének
csokkenése az darpalisztharmatos fert6zés és hokezelés utan 3 nappal. A
hokezelés kozvetleniil a fertdzés eldtt, a szuperoxid detektdldsa nitroblue-
tetrazolium (NBT)-festéssel tortént.

Ez arra utal, hogy a tiinetmentes nemgazda-rezisztenciat csak
részben sikeriilt fogékony reakciéva konvertdlni. A képzddott gombaval
buzaleveleket fertdztiink vissza, amelyeken normadlis lisztharmatos
betegségtiineteket észleltiink. Ez igazolta azt, hogy az arpan képzodott
lisztharmatgomba valéban buizalisztharmat volt. Ez a gombapatogén azért
tudott gyenge fert6zést létrehozni a nemgazda darpaleveleken, mert a
nemgazda-rezisztencia részlegesen gatlodott, azaz a szuperoxid-képzdodés
csokkent. Kivancsiak voltunk arra is, hogy a gazdarezisztencia és a
tiinetmentes nemgazda-rezisztencia sordn tapasztalhaté szuperoxid-
felhalmozd6dds milyen génexpresszids valtozdsokra vezethetd vissza? A
novényekben fertozések hatdsdra beindulé  szuperoxid-termelésért

elsosorban a NADPH-oxidazok felelosek.
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3. abra: Hokezeléses sokk és antioxidins enzimek (SOD és CAT)
infiltrdlasdanak egyiittes hatdsa 4rpalevelek nemgazda-rezisztencidjara,
buzalisztharmatos (Blumeria graminis f.sp. tritici magyar izoldtum) fert6zés
esetén. Gyenge lisztharmatos tiinetek (gombatelepek) és HR-re utal6 lokélis
nekrotikus 1éziok megjelenése a fertézés és kezelés utdn 8 nappal. A
hékezelés (a levelek 49 °C-os vizbe meritése 45 masodpercig) kozvetleniil a
fert6zés elott, az antioxidans enzimkeverék (SOD és CAT, 3000, ill. 5000
unit/levél) levélbe infiltrdlasa kozvetleniil a fert6zés utan tortént.

Valés idejii RT-PCR mddszerrel mérve azonban egy 4ltalunk
vizsgdlt arpa-NADPH-oxid4z-gén (l1asd Hiickelhoven et al., 2001b) mindkét
rezisztenciatipusndl, hasonlé mértékben indukdlédott. Egy SOD-gén
expresszidja viszont érdekes modon eltérést mutatott a gazda-rezisztencia,
ill. tlinetmentes nemgazda-rezisztencia esetében. Ha az 4rpit sajat
lisztharmatgombdjaval ~ fertéztik  (gazda-rezisztencia), a  SOD-
génexpresszidja fokozddott a fertdzés utdn, és tartdsan igy is maradt. A
nemgazda kombindciéban (4rpa/biizalisztharmat) viszont a SOD-gén
expresszidja csak dtmenetileg (a fert6zés utdn 24 6raval) emelkedett meg
jelentésebben.  Késdbb az expresszid visszaesett az eredeti szintre,

feltehetéen azért, mert a patogén koran elhalt (4. abra).
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4. abra: Egy antioxiddns (SOD) és egy programozott sejthalalgatlast
meghatdrozd gén (BAX-inhibitor 1) expresszidjanak véltozdsa gazda- és
nemgazda-rezisztencidnal, arpaban (cv. Ingrid Mla), a fert6zést kovetd
harom napban. Az arpalisztharmat (Blumeria. graminis f.sp. hordei, A6)
fertozés gazda rezisztenciat (HR), mig a buzalisztharmat (Blumeria
graminis f.sp.tritici, magyar izoldtum) fert6z¢és tiinetmentes nemgazda-
rezisztenciat eredményezett. A génexpressziét valds idejii RT-PCR-rel
mértiik. Az ordindtdin az 1 = a fertézés utdn 0 Ordval detektalt
génexpresszid. kontroll = fertézetlen arpa (cv. Ingrid Mla). Bgh = éarpa (cv.
Ingrid Mla) arpalisztharmattal (Blumeria. graminis f.sp. hordei, A6)
fertdzve. Bgt = arpa (cv. Ingrid Mla) bazalisztharmattal (Blumeria graminis
f.sp. tritici, magyar izolatum) fertzve.
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Feltételezhetd, hogy a HR hidnya ennél a rezisztencia-forméndl ezzel a
jelenséggel is Osszefligg. A BAX-inhibitor 1 gén expresszidja az emlitett
SOD génhez hasonlé véltozdst mutatott: az expresszid a nemgazda-
rezisztens arpa/buzalisztharmat kombindciéban csak atmenetileg fokozddott
(4. abra). A BAX-inhibitor 1 gén, ill. fehérje-termékének hatdsa abban
nyilvanul meg, hogy a programozott sejthaldlt (pl. a HR-t) gatolja
(Hiickelhoven, 2004; Watanabe és Lam, 2006). Mivel a nemgazda-
rezisztenciat 4ltaldban a HR hidnya jellemzi, feltételezhetdé, hogy a
buzalisztharmat fertdzést kovetdé 24 O6ra utdn a BAX-inhibitor 1
génexpresszi6 csokkenése is ezzel fiigg Ossze.

Mivel vizsgdlataink sordn nem kaptunk kiilonbséget a
gazdarezisztens €s tiinetmentes nemgazda-rezisztens fertdzott novényekben
az altalunk vizsgalt NADPH-oxiddz gén expresszidjaban, tovabbra is kérdés
maradt, hogy nemgazda-rezisztencia sordn mi okozza a korai szuperoxid
felhalmozddast? Ezért az arpandovényekben megmértiikk 4rpa-, illetve
buzalisztharmat fert6zés utin a NADPH-oxidaz enzimaktivitast (5. abra). A
nemgazda kombinécidban lathatd, hogy fert6zés utin mar egy nappal megnd
a NADPH-oxiddz enzim aktivitdsa, mig a gazda-rezisztens kombindcioban
csak egy nappal késObb, azaz a misodik napon tapasztalhaté emelkedés az
enzim aktivitdsaban. Ez az enzimaktivitasbeli eltérés lehet az oka annak,
hogy miért tapasztaljuk a nemgazda kombindciéban a szuperoxid korai

felhalmozddasat, a gazda- rezisztens kapcsolathoz képest.
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5. abra Az NADPH-oxiddz enzimaktivitds valtozdsa arpaban (cv. Ingrid
Mla), a gazda- és nemgazda-rezisztenciat kivaltd lisztharmatos fert6zés
utdni els6 3 napon. A nemgazda rezisztencidt kivalté buzalisztharmatos
fert6zésnél mar egy nappal a fert6zés utan tapasztalhaté a NADPH-oxiddz
aktivitdsdnak jelentds noOvekedése, a kontroll, ill. a gazdarezisztens
(arpalisztharmattal fert6zott) novényekéhez képest. Kontroll = fertdzetlen
arpa (cv. Ingrid Mla). Bgh = arpa (cv. Ingrid Mla) arpalisztharmattal
(Blumeria. graminis f.sp. hordei, A6) fertdzve. Bgt = arpa (cv. Ingrid Mla)
buzalisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. tritici, magyar izoldtum)
fertézve.

A Kisérleti eredmények osszefoglalasa:

1. Az altalunk vizsgélt fogékony gazda/patogén kapcsolatokban nincs
mérhetd  szuperoxid-felhalmozédds, a HR-rel egyiitt jard
gazdarezisztens novényekben viszont 48 6ra koriil felhalmozodik ez
a ROS. A nemgazda-rezisztencia esetében a szuperoxid-
akkumulacio kordn (24 oraval a fert6z€s utan) kovetkezik be, amely
Osszefiiggésbe  hozhaté6 ennek az  ellenallosagi  tipusnak

tiinetmentességével (nincs hiperszenzitiv reakcid, HR). A szuperoxid
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korai felhalmozddasa egyiitt jar a képzésében fontos szerepet jatszé
NADPH-oxidédz enzim korai aktivdléddsaval.

. Ha a rezisztens novényben a fert6zés utdni szuperoxid-képzddést
visszaszoritjuk vagy gatoljuk (pl. hdsokkal), ezzel eldsegitjik a
fogékonysagi tiinetek kialakuldsat az eredetileg ellendllé levelekben.
. A nemgazda rezisztencidban a SOD és a BAX-inhibitor 1 gén
iddleges aktivdldsanak, majd visszaszoruldsédnak szerepe lehet a HR
hidnyédban (a tiinetmentességben).

. A rezisztens novényekben a fertdzés utdn felhalmozddd reaktiv
oxigénfajtak (pl. szuperoxid, feltehetben hidrogén-peroxid és

hidroxil-szabadgyok) géatoljdk vagy olik el a kérokozot.
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Nekrotikus tiinetekkel szembeni rezisztencia

Vizsgédlataim egyik célja a beteg novények nekrotikus tiinetekkel
szembeni ellenall képesség biokémiai és molekuldris hatterének tisztazasa
volt. Itt elsdsorban tiineti rezisztenciardl van sz, tisztdzandé azonban, hogy
az ellendll6 novényben gitlédik-e a kérokozd is. A folyamat egyiitt jar
szamos biokémiai €s molekuldris valtozdssal. Tobbek kozott megnd az
endogén szalicilsavszint €és megemelkedik tobb stresszgén - un.
patogenezissel kapcsolatos gén, ill. antioxidansgén - expresszidja (Malamy
et al., 1990; Métraux et al., 1990; Ward et al., 1991; Fodor et al., 1997;
Kirdly et al., 2002).

Kordbbi kutatdsok szerint egy ujabban el6dllitott interspecifikus
dohanyhibrid (Nicotiana edwardsonii var. Columbia) (Cole et al., 2001)
fokozottan rezisztens két novényi virus (dohdny mozaik virus, TMV és
dohany nekroézis virus, TNV) dltal okozott lokdlis nekrotikus tiinetekkel
szemben, és fertOzetleniil is lényegesen nagyobb szalicilsavszintet €s
antioxiddns enzim aktivitdst/génexpresszidt (glutation-S-transzferdz és
aszkorbat-peroxiddz) mutat, mint az ugyanazon sziilokbdl kordabban
eldallitott kontroll (N. edwardsonii) novények (Cole et al., 2004; Kirdly et
al., 2003, 2004). Feltételezheté, hogy a virusfertdzés daltal indukalt
nekrézissal szemben rezisztens 'Columbia’ novényekben egy genetikailag
meghatdrozott, dllandéan aktivalt allapotu ,,szerzett” rezisztencia miikddik.
Az emlitett kutatdsi el6zmények alapjan a kovetkezd kérdésekre kerestiink

valaszt:
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1. A N. edwardsonii var. Columbia interspecifikus hibridben
virusfertozéseknél megfigyelt tiineti (nekroézis) rezisztencia egyiitt

jar-e a kérokoz6 replikdcidjanak gétlasaval?

2. A N. edwardsonii var. Columbia nekrdzisrezisztencidjaban valéban
szerepet jatszik-e a szalicilsav felhalmozodasa és a fokozott

antioxiddns kapacitas, ill. gén-indukci6?

3. Tisztazando, hogy a N. edwardsonii var. Columbia novények egy
olyan genetikailag meghatdrozott, &llandéan aktivalt allapotu
rezisztencidt mutatnak-e, amely hatdsos mds - nem virus -
kérokozok, ill. abiotikus stresszek altal okozott nekrotikus tiinetek

ellen is?

Mint emlitettem, az Ujabban elddllitott interspecifikus dohdnyhibrid (M.
edwardsonii var. Columbia) fokozottan rezisztensnek bizonyult két novényi
virus (TMV és TNV) altal okozott lokalis nekrotikus tiinetekkel szemben a
kontroll (N. edwardsonii) novényekhez képest. A 'Columbia' névények
fokozott rezisztencidja elsosorban a lokalis 1éziok szdménak és méretének
jelentds (legaldbb 50 %-o0s) csokkenésében nyilvanul meg (Cole et al.,
2004). Felmeriil a kérdés, hogy ez a nekrdzisrezisztencia egyiitt jar-e a virus
replikacio gatlasdval, azaz a N. edwardsonii var. Columbia valddi vagy csak
korlatozott (tiineti) rezisztencidt mutat az emlitett két koérokozo virussal
szemben? A kérdés tisztazasahoz a két Nicotiana-hibridben TMV-, ill.
TNV-fert6zés soran a virusreplikaciot kétféle modszer segitségével kovettiik
nyomon: 1. a virionkoncentriciét kopenyfehérjére specifikus antitestek

felhaszndldasdval mértiikk, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
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modszerrel, 2. a virus-RNS-ek felhalmozodédsat pedig kétlépéses
szemikvantitativ. RT-PCR-rel (reverz transzkripcioval egybekotott
polimerdz lancreakcid) detektaltuk, a TMV és TNV genom kdpenyfehérjét
kédolo régidjanak felszaporitasaval. A virusreplikdciot a TMV, ill. TNV
fertézés utan abban az idépontban (2, ill. 5 nappal a virusos fertézés utdn)
mértiik, amikor az inokulalt leveleken a 1ézidszam mar nem valtozik.
TMV-s fertdzésnél a virusreplikdcié kozel ugyanolyan mértékii volt
mindkét novénytipusban (N. edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia),
bar a 'Columbia'" novényekben Kkicsit alacsonyabb értékeket kaptunk.
Erdekes viszont, hogy TNV-s fertézésnél a 'Columbia’ novényekben szinte
alig detektaltunk virusreplikaciot (6. abra). Ezek szerint TNV-s fert6zésnél
a 'Columbia' novények rezisztencidja nemcsak a lokdlis nekrotikus
tiinetekkel (1€zidk), hanem a virusreplikdciéval szemben is megnyilvanul.
Mindez feltehetden Osszefiigg azzal, hogy TNV-s fert6zés esetén a tiineti
rezisztencia hatékonyabb (akar 80 %-os 1ézidszam- €és méretcsokkenés),
mint TMV-fert6z€snél, ahol csak kb. 50%-os 1€zidészam- és 1ézidméret-
csokkenés tapasztalhat6 (Cole et al., 2004). A N. edwardsonii var. Columbia
virusos fertdzésekkel szembeni rezisztencidja tehat TNV-s fert6zés esetén
nemcsak a lokalis nekrotikus tiineteket, hanem a virus replikaci6jat is
gatolja. Korabbi vizsgdlatok szerint a N. edwardsonii var. Columbia lokalis
virusos fert6zéseknél (TMV ¢és TNV) megfigyelt fokozott mértékli
rezisztencidja egy genetikailag aktivalt ,,szerzett” rezisztencidnak foghat6
fel, amely egyiitt jar egyes védekezési folyamatok 4lland6
megnyilvanuldsaval, pl. a fertézés nélkiil is rendkiviil magas szabad és
kotott szalicilsavszinttel és egy patogenezissel kapcsolatos fehérje (PR-1)

taltermelésével (Cole et al., 2004).
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6. abra: Dohany mozaikvirus és dohany nekrézis virus (TMV és TNV)
replikaciéja Nicotiana edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. Columbia
(NEC) novények inokuldlt leveleiben, a fert6zés utdan 2, ill. 5 nappal. A
felsé dbrakon az ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) médszerrel,
az als6 abrdkon az RT-PCR (kétlépéses szemikvantitativ reverz
transzkripcié/polimeraz lancrakcié) médszerrel kapott eredmények lathatok.
Kontroll = (mechanikai stressz). Az RT-PCR-nél (TMV, ill. TNV
kopenyfehérjegén expresszidja) valamennyi minta azonos mennyiségii (1,5
pg) teljes RNS-t reprezentél. A 405 nm = 405 nm-en mért abszorpcio.

A magas szalicilsavszint €s a lokalis virusfertdzéseknél tapasztalt
fokozott rezisztencia kozotti kapcsolat egyértelmi tisztdzdsahoz az N.
edwardsonii var. Columbia novényeket kereszteztik egy szalicilsav-
felhalmozdsra képtelen transzgenikus (nahG) dohédnnyal (N. tabacum cv.
Xanthi nahG). Az F, fajhibridekben nyomon kovethetd, hogy a szalicilsav
hidnya mennyiben befolydsolja a virusrezisztencidt a tiineti (nekrdzis)
rezisztencia, ill. a virusreplikdcié szintjén. Megemlitendd, hogy a nahG
dohdny a vad tipushoz képest fokozottan fogékony a sejt- és szoveti
nekrézisra és az ilyen tiinetekkel jar6é fertézésekre (Gaffney et al., 1993;

Delaney et al., 1994). Kimutattuk, hogy a Columbia x nahG F; hibridekben
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a szabad és kotott szalicilsav a nahG dohdnyndl mérheté nulldhoz kozeli
szintre csokken (7. abra), és a fokozott virusrezisztencia megsziinik. A
TMV és TNV dltal okozott lokélis nekrotikus tiinetek és a virus replikdcid

mértéke egyarant a nahG dohanynal mérhetd szintre emelkedik (8. abra).

Szalicilsav, TMV (3nap)
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M| szalicilsav kotott
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Szalicilsav, TNV (3 nap)
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7. abra: Dohany mozaikvirussal és dohdny nekrdzis virussal (TMV és
TNYV) fertozott Nicotiana edwardsonii (NE), N. edwardsonii var. Columbia
(NEC), nahG dohédny valamint nahG x Columbia F; hibrid ndévények
szabad- és kotott szalicilsav tartalma a fert6zés utdn 3 nappal,
nagyteljesitményii folyadékkromatografias modszerrel (HPLC) mérve.
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8. abra: A szalicilsav-felhalmozas hidnya megsziinteti a fokozott
virusrezisztencidt. A fels6 dbrdkon a dohdny mozaikvirussal és dohdny
nekrézis virussal (TMV és TNV) fertézott Nicotiana edwardsonii var.
Columbia (NEC), nahG x Columbia F; hibrid, valamint nahG-
dohanynovényekben a lokalis nekrotikus tiinetek mértéke lathat6 2 (TMV),
ill. 5 nappal (TNV) a virusfert6zés utidn. Alsé dbrdk: TMV és TNV
replikdcidja (TMV, ill. TNV kopenyfehérjegén expresszidja) kétlépéses
szemikvantitativ RT-PCR-rel mérve N. edwardsonii var. Columbia (NEC),
nahG x Columbia F; hibrid, valamint nahG-dohianyndvényekben, a fert6zés
utdn 2 (TMV), ill. 5 nappal (TNV). Valamennyi minta azonos mennyiségii
(1,5 pg) teljes RNS-t reprezentdl.

Eredményeink alapjan dgy tlinik, hogy a szalicilsav ténylegesen
szerepet jatszik a N. edwardsonii var. Columbia fokozott
virusrezisztencidjdban. Felt{ind, hogy a 'Columbia' novényekben elsdsorban
a kotott szalicilsav halmozédik fel (7. abra), amelynek nagy része
valészintlileg szalicilsav-glikozid (SAG). Ha a kotott (glikozidos) szalicilsav

kulcsszerepet jatszik a novényi virusrezisztencidban, varhatd, hogy a SAG-
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bioszintézis kulcsenzimjét kddold gén(ek) expresszidja is fokozottabb a
'‘Columbia’ névényekben. Egy szalicilsav-glikozildl4sért felelds gén (UDP-
glikkoz: szalicilsav gliikozil-transzferdaz, NtSGT) expresszidja TMV-s és
TNV-s fertdz€s utdn valéban igen erésen indukalédott a N. edwardsonii var.
Columbia-ban, mig a N. edwardsonii-ban joval kevésbé volt detektdlhat6 a

gén expresszidja (9. abra).

NtSGT TNV
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9. abra: Egy szalicilsav-glikozilalasért felelés gén (NtSGT) és egy
patogenezissel kapcsolatos gén (NgPR-1) expresszidjanak véltozdsai dohdny
mozaik virussal €s dohdny nekrézis virussal (TMV és TNV) fertdzott
Nicotiana edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. Columbia (NEC)
novényekben, a virusosfertdzés utin kiilonb6zd idépontokban. Kontroll =
(mechanikai stressz). A génexpressziot egy kétlépéses szemikvantitativ
reverz transzkripcid/polimerdz lancrakci6 mddszerrel (RT-PCR) mértiik,
referencidnak egy dohdny aktingén (NfAct) expresszidjat tekintettiik.
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A nekrézisgatlassal egyiitt jar6 novényi rezisztenciaformak (pl.
szerzett rezisztencia, hiperszenzitiv reakcid) egyik legfontosabb
kisérdjelensége a szalicilsav és az Un. patogenezissel kapcsolatos (PR)
gének indukcidja. A N. edwardsonii var. Columbia-ban megfigyelt
fokozott virusrezisztencia csak kb. 50 napos kor utdn jelentkezik, amikor a
novények fertdz€s nélkiil is nagy mennyiségben kezdenek el termelni egy
patogenezissel kapcsolatos fehérjét (PR-1). (Cole et al.,, 2004).
Vizsgélataink kimutattdk, hogy az mRNS-szinti NgPR-I-génexpresszio
szintén rendkiviil er6s mar a fertézetlen 'Columbia’ ndvényekben is, mig a
N. edwardsonii-ban még 24 Ooraval a virusos fertézések utdn is alig
detektalhaté a gén expresszidja (9. abra).

A fokozottan virusrezisztens N. edwardsonii var. 'Columbia'
novények fertdzetleniil is valamivel nagyobb antioxidéans
enzimaktivitast/génexpresszidt  (glutation-S-transzferdz és  aszkorbat
peroxiddz) mutatnak, mint a viszonylag fogékonyabb N. edwardsonii
(Kiraly et al., 2003, 2004). Bizonyos antioxiddnsok viszont feltehetéen nem
jarulnak hozzda a 'Columbia' novények fokozott virus (nekrdzis)-
rezisztencidjahoz: két mdsik antioxiddns hatdsi enzimet kédold gén (egy
kataldz, NgCATI és alternativ oxiddz, NtAOXI-2) expresszidja hasonld
modon valtozott mindkét N. edwardsonii hibridben (10. abra). Ezek szerint
az emlitett gének, ill. az &ltaluk koédolt izoenzimek valdszinlileg nem
jatszanak dontd szerepet a fokozott virus (nekrdzis)- rezisztencia
kialakitdsaban és fenntartdsaban. FErdekes viszont, hogy mindkét N.
edwardsonii hibridben az NgCATI és NtAOXI-2 gén expresszidja a
virusfertézés utdn 6 O6rdval atmenetileg visszaszorul (10. abra). Ez a

jelenség feltehetden a programozott sejthaldl indukcidjdhoz jarul hozza,
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amely elofeltétele a lokdlis nekrotikus tiinetek (HR) kialakuldsdnak
(Kiinstler et al., 2007).

NtAOX1-2 TNV
TMV

Kontroll
NgCAT1 TNV

TMV
Kontroll

NtAct TNV

TMV
Kontroll

NE NEC NE NEC NE NEC NE NEC

Oh 6h 20h 24h

10. abra: Két antioxidans hatasui enzimet kddol6 gén (katalaz, NgCATI és
alternativ oxiddz, NtAOX1-2) expresszidvaltozdsai dohdny mozaik virussal
€s dohdny nekrdzis virussal (TMV és TNV) fert6zott Nicotiana edwardsonii
(NE), N. edwardsonii var. Columbia (NEC) novényekben, a virusfertdzés
utdn kiillonbozd iddpontokban. Kontroll (mechanikai stressz). A
génexpressziot egy kétlépéses szemikvantitativ reverz
transzkripcidé/polimerdz  lancrakcié mddszerrel (RT-PCR)  mértiik,
referencidnak egy dohdny-aktingén (NtAct) expresszidjat tekintettiik.

Az antioxiddns kapacitds €s a szalicilsavszint mellett megvizsgaltuk
a ndvény szuperoxid-tartalmaét is, és azt tapasztaltuk, hogy a N. edwardsonii
var. Columbia novényekben mar fertézetlen dallapotban is magasabb
szuperoxidszint detektalhat6 a fogékonyabb novényhez képest (11. abra). A
'‘Columbia’ novények fokozott szuperoxid-termelése feltehetden a
genetikailag allanddan aktivélt ,szerzett rezisztencia” egyik biokémiai
markere. A ndvények szerzett rezisztencidja hosszan tarté védelmet biztosit
koérokozé virusokkal, baktériumokkal €s gombdkkal szemben egyarant

(Gaffney et al., 1993; Vernooij et al.,, 1995; Friedrich et al., 1996). A
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szerzett rezisztencia megjelenésével parhuzamosan megnd az endogén
szalicilsavszint mind a fert6zott, mind az egészséges novényi szovetekben
(Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990). Mindezek alapjan feltételezhetd
volt, hogy a N. edwardsonii var. Columbia virusos fertézések esetén
mutatott fokozott rezisztencidja hatdsos lehet egyéb, nekrotikus tiineteket

el6idézo korokozok, ill. abiotikus stresszek ellen is.

11. abra: Szuperoxid-felhalmozodas Nicotiana edwardsonii (NE) és N.
edwardsonii var. Columbia (NEC) fertdzetlen novényekben. A szuperoxid
felhalmozddasat kék szin jeloli (nitro-blue-tetrazolium [NBT] festés).

Kisérleteink szerint a 'Columbia’ ndvények nekrdzisrezisztencidja
tineti szinten érvényesiil baktériumos fertdzéseknél is (Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 és Pseudomonas syringae pv. tabaci) (12.
abra).

Tisztdzni kivantuk ebben az esetben is hogy a 'Columbia'
novényekben csak tiineti rezisztencidr6l van-e sz4, vagy pedig a

baktériumok szaporoddsa is gatlodik.
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(A) (B)

12. abra: A Nicotiana edwardsonii var. Columbia a kontrollhoz (M.
edwardsonii) viszonyitva fokozottan ellendll két baktérium kérokozo, a
Pseudomonas syringae pv. tabaci (A) és a P. syringae pv. tomato DC 3000
(B) éltal okozott lokdlis nekrotikus tiinetekkel szemben. A baktériumos
fertdzéseknél a levelekbe infiltralt baktériumszuszpenzié tdménysége 7x10°
cfu/ml volt (az infiltralt teriilet tollal korberajzolva).. A felvételek 2 nappal a
fertoz€ések utan késziiltek. NE = N. edwardsonii, NEC = N. edwardsonii var.
Columbia, cfu = colony-forming unit (telepformalé egység).

A Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 baktériummal szemben
mindkét novény ellendlls. A fertdzés (7x105 cfu/ml inokulumkoncentracid)
utdn a 'Columbia’ fajhibridben a baktériumszam a fert6zést kovetd 48 oran
beliil csak kb. 30 %-a volt a N. edwardsonii-ban mért értéknek (13A. abra).
Nagyobb inokulumkoncentricional (7x10% cfu/ml) viszont a 'Columbia’
novények fokozott rezisztencidja nem, vagy csak kevésbé érvényesiilt. A
mindkét novényben kompatibilis fertézést (normoszenzitiv nekrézist) okozd
Pseudomonas syringae pv. tabaci baktériummal szemben a 'Columbia’
novények szintén ellendllobbnak bizonyultak (kb. 50 %-al kisebb
baktériumszdm), de csak az  alacsonyabb  (7x 10° cfu/ml)

inokulumkoncentracié esetén (13B. abra).
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A P. syringae pv. tomato DC 3000 szaporodasa N.
edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. Columbia
(NEC) névényekben
40000
35000 2
30000 A
“g 25000 A “v NEC
£ 20000 NE
5 15000 -
10000 A
5000 -
0 - .
Oh 6h 16h 24h 48h
fert6zés utan eltelt idé (h)
P. syringae pv. tabaci szaporodasa N. edwardsonii (NE)
B és N. edwardsonii var. Columbia (NEC) névényekben
200000
180000
160000
140000 +
“g 120000 e ~+NEC
£ 100000 T
S 80000 = —F —=—NE
60000 = T T
40000 — \i/
20000 =
0
oh 24h 48h 72h 96h
fert6zés utan eltelt id6 (h)

13. abra: A baktérium szaporodasanak iddbeli valtozasa Nicotiana
edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. Columbia (NEC) novényekben
HR-tipusu rezisztenciat kivalté Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
(A) és kompatibilis fertézést (normoszenzitiv nekrozist) kivaltd
Pseudomonas syringae pv. tabaci (B) fert6zésénél. Az inokulum
koncentrécié mindkét esetben 7x10° cfu/ml volt. cfu= colony-forming unit
(telepformdl6 egység).
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Ismeretes, hogy a szerzett rezisztencia nemcsak bizonyos nekrotikus
tiilneteket okoz6 kérokozokkal szemben, hanem a névényekben nekrdzist
el6idézo, reaktiv oxigénszarmazékokat generdld herbicidekkel szemben is
érvényesiil (Strobel és Ku¢, 1995). Ezért megvizsgaltuk, hogy a 'Columbia’
novények tiineti (nekrézis) rezisztencidja érvényesiil-e egy nekrotikus
tiineteket (oxidativ stresszt) el6idéz6 herbiciddel (a paraquattal) szemben is?
A novények leveleit paraquat 25 és 50 uM-os vizes oldataval infiltraltuk. A
'‘Columbia’ ndvényekben a paraquat éltal okozott nekrotikus tiinetek joval
enyhébbek voltak, és lassabban terjedtek (tiinetek csak az infiltralt teriileten

beliil), mint a N. edwardsonii-ban (14. abra).

NEC

14. abra: A Nicotiana edwardsonii var. Columbia (NEC) fokozottan
ellendll egy nekrotikus tiineteket (oxidativ stresszt) el6idézd herbicid
hatdsdnak. A novények leveleit paraquat 25 és 50 uM-os vizes oldatdval,
negativ kontrollként az alsé levélrészeket csapvizzel infiltraltuk (az infiltralt
teriilet tollal korberajzolva). A felvétel 2 nappal a kezelések utdn késziilt.
NE = N. edwardsonii.

A kapott eredmények szerint tehdt a N. edwardsonii var. Columbia
fokozott rezisztencidja nemcsak koérokozd fertézések, hanem abiotikus

stresszek dltal okozott nekrotikus tiinetekkel szemben is érvényesiil. Ebbdl a
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szempontb6l a 'Columbia’ novények hasonlitanak egy paraquat tolerdns
dohdny (cv. Samsun) vonalra, amely szintén ,multirezisztens" tobbféle
koérokozo és abiotikus stressz altal indukalt nekrézissal szemben (Barna et

al., 1993).

Osszefoglalasul elmondhatjuk, hogy

1. a Nicotiana edwardsonii var. Columbia valddi rezisztencidt mutat
dohdny nekrézis virus (TNV) fert6zésével szemben, mind a
virusreplikdcioval mind a tiinetek szintjén. A dohany mozaik virus
(TMV) fert6zése esetén viszont elsOsorban tiineti rezisztencidrdl
beszélhetiink.

2. a szalicilsav jelentOs szerepet jatszik ebben a
rezisztenciafolyamatban, hiszen ha egy szalicilsav-felhalmozasra
képtelen transzgenikus (nahG) dohdnyvonallal keresztezziik a
Columbia novényt, teljesen lecsokken a szalicilsavszint, és
megszlnik a virusrezisztencia.

3. feltételezhetd, hogy a Nicotiana edwardsonii var. Columbia
novényekben egy allanddan aktivalt ,,szerzett rezisztencia” mitkodik.

4. a szalicilsav altal biztositott rezisztenciafolyamat hatdsos nekrotikus
tiineteket el6idéz6 baktériumokkal (Pseudomonas syringae pv.
tabaci és P. syringae pv. tomato) €s abiotikus stresszekkel (paraquat)

szemben is.
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A dohany mozaik virus (TMV) ellen haté N rezisztenciagén
csendesitésének hatasa a nem rokon dohany nekroézis virus (TNV) altal

eloidézett fertozésre

Az egyik legismertebb novényi virus-rezisztenciagén (az N gén)
lokalis nekrozisos ellendllésdgi reakciét (HR) hatdroz meg dohdnyban a
dohdny mozaik virus (TMV) ellen. Balaji et al. (2007) ezt a gént
csendesitették Nicotiana edwardsonii-ban, és ennek kovetkeztében a novény
rezisztencidja csokkent a TMV-vel szemben. Azt tapasztaltdk, hogy az
inokulélt levelekben a virusmennyiség nem valtozott jelentdsen, azonban a
virus sejtrol-sejtre terjedése fokozddott, mig a rezisztencia tiinetei (HR)
késobb jelentek meg a géncsendesitett novényekben a vadtipusi dohdnyhoz
képest. Laboratériumunkban ezen N-géncsendesitett N. edwardsonii
novényeket haszndltuk fel kisérleteinkhez. Két kérdésre kivantunk vélaszt

kapni munkank sorén:

1. Az N gén csendesitése hatdssal van-e a TMV szisztemikus terjedésére?

2. Az N gén csendesitése hatdssal van-e egy masik, a TMV-vel nem rokon

virus (dohdny nekrdézis virus, TNV) fertézésére?

Munkénk kezdetén megismételtiik Balaji et al. (2007) kisérletét, és
hasonl6 eredményeket kaptunk, azaz az N-géncsendesitett N. edwardsonii-
ban (NE) TMV fert6zés utan a lokalis nekrotikus tiinetek (HR) késve
alakultak ki a vadtipusi novényhez viszonyitva. Ismert, hogy N.
edwardsonii-ban a HR kialakuldsat kovetden a TMV képes szisztemizdlodni

és nekrotikus tiineteket okozni a nem inokulélt levelekben is (Cole et al.,
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2004). A szisztemikus terjedés vizsgalatdhoz vadtipusu és géncsendesitett
NE novényeket fertdztink TMV-vel, és azt tapasztaltuk, hogy a
szisztemikus nekrotizdlédds 3-5 nappal kordbban jelentkezik a
géncsendesitett novényekben (15. abra). Balaji et al. (2007), valamint
laboratériumunk eredményei arra utalnak, hogy az N-rezisztenciagén
szerepe els6sorban a TMV lokalis és szisztemikus terjedésének
akadélyozasdban nyilvanul meg.

Ha a novényeket a TMV-vel nem rokon dohdny nekrézis virussal
(TNV) fertdztiik, a vadtipusi NE novényeken a TNV-re jellemzd lokdlis
nekrotikus tlinetek (HR) alakultak ki, mig az N-géncsendesitett

novényekben kevesebb lokalis nekrézis képzodott (16. abra).

il \
e . N gén-csendesitett
Vadtipusu N. edwardsonii N e O

15. abra: A szisztemikus nekrotizdlodds tiinete a vadtipusi és N-
géncsendesitett Nicotiana. edwardsonii novények dohdny mozaik virus
(TMV) fert6zése utdn 9 nappal. Lathat6 hogy a szisztemikus nekrézis el6bb
jelenik meg az N-géncsendesitett novényeken a vadtipusuhoz képest. A
vadtipusi novényen a szisztemikus nekrodzis tiinetei csak 12-14 nappal a
fert6zés utan jelennek meg.
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A TNV indukdlta nekrotikus 1€zi6k hidnya a géncsendesitett novényekben
két lehetdséget vet fel:

1. a novény rezisztenssé valt a TNV-vel szemben, ezért csokkennek a
lokélis nekrotikus tiinetek az N-gén csendesitésének hatdsdra, vagy

2. anovény fogékonnya valt a TNV-vel szemben, ezért csokkennek a lokdlis

nekrotikus tiinetek az N-gén csendesitésének hatdsara.

Vadtipusi N-géncsendesitett transzgenikus
N. edwardsonii N. edwardsonii

16. abra: Az N-gén csendesitésének hatdsa a dohdny nekrézis virus (TNV)
fertozésére 6 nappal a fertdzés utin, Nicotiana edwardsonii-ban. A
vadtipust levélen j6l lathatok a virusra jellemzd lokdlis nekrotikus tiinetek
(HR), mig az N-géncsendesitett levélen jelentosen kevesebb nekrdzis
lathato.

A kérdés eldontés€hez tisztazni kivantuk a virusszint alakuldsit az N
-géncsendesitett, illetve a vadtipusi NE noévényekben. E célbol a TNV
kopenyfehérje-termelddésért felelds génjére inditészekvencidkat terveztiink.

A novényekbdl teljes RNS-t vontunk ki, és a tervezett reverz
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inditészekvencia felhasznaldsdval c-DNS-t irtunk, majd ebbdl valés ideji
(real-time) PCR haszndlatdval 4llapitottuk meg a virusmennyiséget.

Valgjaban a kopenyfehérje (CP) gén expresszidjat mértiik (17. abra).
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Inokulalt levelek a fertozés utan 6 | Fels6 nem inokuldlt levelek a
nappal fert6zés utdn 21 nappal

17. abra: A dohanynekrézis virus (TNV) kopenyfehérje (CP)-gén relativ
expresszigjdnak  csokkenése az  N-gén csendesitésének  hatdsara
virusfertdzott Nicotiana edwardsonii-ban (valds idejii RT-PCR). Az dbra bal
oldaldan van 4brédzolva az inokulalt levelekben a csendesités hatdsdra mért
virusszintcsokkenés a vadtipushoz képest. Az dbra jobb oldaldn van
érzékeltetve az, hogy a felsd, nem inokuldlt levelekben a virus képtelen volt
a szisztemizalddasra, ugyanis nem tudtunk virust kimutatni ezekben a
levelekben. NE V = Vadtipusti Nicotiana edwardsonii, inokulélt levelek.
NES= N-géncsendesitett N. edwardsonii, inokuldlt levelek. NE V F=
Vadtipusu N. edwardsonii, felsd levelek. NES F= N-géncsendesitett N.
edwardsonii, fels6 levelek.

A TNV-kopenyfehérjegén (TNV-CP) expresszidja, azaz a virus
mennyisége nem novekedett a géncsendesitett inokuldlt levelekben, hanem

csokkent, vagyis az N gén csendesitése bizonyos mértékll rezisztencidt
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okozott. Igy elmondhatjuk, hogy az N-géncsendesitett novények leveleiben
TNV-fertdzés esetén valodi virusreplikdcio-gatlasrél van sz6, nemcsak
tineti rezisztenciar6l. A 17. abran az is lathat, hogy az N-gén
csendesitésének nem volt hatdsa a TNV novényen beliili szisztemikus
terjedésére, hiszen a fels0 nem inokuldlt levelekbdl nem tudtunk virust
kimutatni még 21 nappal a fert6zés utdn sem. Azt is ellendriztiik, hogy a
géncsendesitett novényekben valdéban csokkent az N-gén kifejezOdése, a
génre specifikus primerek haszndlataval, valés idejii (real-time) RT-PCR

modszerrel (18. abra).
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18. abra. Az N-gén expresszidjanak csokkenése géncsendesitett, dohany
nekrézis virussal (TNV) fertozott Nicotiana edwardsonii levelekben (valds
idejli RT-PCR). Az 4bra bal oldaldn lathat6 az N gén relativ expresszidjanak
csokkenése (egy eset kivételével) az inokuldlt levelekben a csendesités
hatdsara a vadtipusi novényhez viszonyitva. Az N gén expresszidjdnak
csokkenése a vadtipusi novényhez képest 21 nappal a fert6zés utan a felso,
nem inokuldlt levelekbdl is kimutathaté. NE V = Vadtipusi N. edwardsonii,
inokuldlt levelek. NES = N-géncsendesitett N. edwardsonii, inokulélt
levelek. NE V F = Vadtipust N. edwardsonii, felsé levelek. NES F = N-
géncsendesitett N. edwardsonii, felso levelek.
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A kisérletek tehat azt mutatjak, hogy az N-gén csendesitése a N.
edwardsonii TMV Aéltali fert6zésére ugy hat, hogy a virusrezisztencia
csokken, azaz a fogékonysag fokozddik. Ezzel szemben, ha TNV-vel
fert6zziik a novényt, a géncsendesités nem csokkenti, hanem fokozza a
virusrezisztenciat, vagyis a TNV mennyisége jelentdsen csokken. Ebbol
érdekes mddon az is lathatd, hogy egy rezisztenciagén csendesitése egy nem
rokon virus fertézésére éppen ellenkezden hathat.

Azt, hogy az N-gén milyen szerepet jatszhat ebben a folyamatban,
pontosan nem tudjuk, de megvizsgiltuk a géncsendesitett névényekben,
hogy a TNV-vel szembeni rezisztencia er0sddése egyiitt jar-e egyes
védekezési gének fokozott indukcidjaval? Egy patogenezissel kapcsolatos és
a szalicilsav-glikozildlds kulcsenzimjét kédold gén (NgPR-1 és NtSGT)
expresszidjat vizsgéltuk a vadtipusi €s N-géncsendesitett novényekben, az
inokuldlt levelekben 6 nappal a TNV fert6zés utdn, ill. a szisztemikus
levelekben 21 nappal a TNV fert6zés utin. A két védekezési gén
expresszidja az N-géncsendesitett novényekben a TNV fertdzést kovetden
kb. ugyanolyan mértékben vagy kevésbé indukalédott, mint a vadtipusban
(19. abra), mig az egészséges, fertdzetlen novényekben nem volt
detektdlhaté génexpresszid, egyik genotipusban sem. Ezek szerint az N-
géncsendesités hatdsdra N. edwardsonii-ban kialakulo, TNV-vel szembeni
fokozott rezisztencidban nincs szerepe a vizsgalt gének emelt szintll

indukcidjénak.
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19. abra: Védekezési gének (NgPR-1 és NtSGT) expresszidja vadtipusu

(NE) és N-géncsendesitett transzgenikus N.

edwardsonii inokulédlt és

szisztemikus leveleiben, a dohdny nekroézis virus (TNV) fert6zés utan 6, ill.
21 nappal. Valos idejii RT-PCR moddszerrel mérve. 100 = a vadtipusban
detektalt génexpresszié. NE V = Vadtipusi N. edwardsonii, inokulélt
levelek. NES = N-géncsendesitett N. edwardsonii, inokuldlt levelek. NE V F
= Vadtipusd N. edwardsonii, felsé levelek. NES F = N-géncsendesitett V.
edwardsonii, felso levelek.
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A fenti kisérletek osszefoglalasaként elmondhaté, hogy

1. az N-virusrezisztencia-gén csendesitése a N. edwardsonii-ban a
TMV fert6zés utan csokkenti az ellenalloképességet, azaz fokozza a
fogékonysagot, mert a tinetek (nekrozisok) szisztemikus
megjelenése (a virus terjedése) tobb nappal kordbban észlelhetd a
géncsendesitett novényekben, mint a nem csendesitett kontrollban.

2. az N-gén csendesitése a TNV-vel fertdzott dohanyban ellenkezd
hatast fejt ki, mert nem csokkenti, hanem fokozza a rezisztenciat,
azaz a TNV mennyisége csokken.

3. az N-virusrezisztencia-gén csendesitése tehdt nem egyforman,
hanem ellenkez6 mdédon hat a TMV, illetve a TNV (két nem rokon
virus ) elleni rezisztenciara.

4. a N. edwardsonii-ban az N-gén csendesitésekor kialakulé fokozott
TNV-rezisztencia oka feltehetéen nem a patogenezissel kapcsolatos
(védekezési) gének indukcidja, mivel két védekezési gén (NgPR-1 és
NtSGT) expresszidja TNV fert6zés utdn hasonlé mértékben vagy
kevésbé aktivalddott a vadtipusi novényekben, mint a transzgenikus

géncsendesitett dohanyokban.
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ERTEKELES

A novényi betegségrezisztencia kutatdsdnak torténetében a legelsd
kozlemény (Ward, 1902), valamint ennek folytatdsa (Stakman, 1915) szinte
a mai napig meghatdrozta a novényi rezisztenciabioldgiai kutatist. Az
emlitett két kozlemény, majd Holmes (1929), valamint kés6bb Klement et
al. (1964) eredményei azt igazoltak, hogy az egyik legfontosabb és konnyen
vizsgalhaté ellenédllésagi forma a hiperszenzitiv reakcidval (HR) péarosul6
,rassz-specifikus” vagy ,torzsspecifikus” rezisztencia. Ez rendszerint egy
géntOl fliggd ellendlloképesség és hatdsa mélyrehatd (,,vertikalis”). Egy
évszazad elteltével azonban a kutatok djabban azt a kdvetkeztetést vontak le
a tapasztalatokbo6l, hogy a HR-tipusi rezisztencia ugyan konnyen
vizsgdlhatd mind a novénynemesitd, mind a novénypatolégus
szempontjdbol, viszont mégsem hasznos az agrarium szemszogébol
értékelve, mert a rezisztencia csak egy vagy néhany koérokozo torzs (rassz)
ellen érvényesiil és ezért igen rovid életi. Uj rasszok, amelyekre ez a
rezisztenciaforma mar nem hat, 6-10 év alatt rendszeresen kialakulnak a
patogénpopulaciokban, mds széval az eddig ellendlld novény elveszitheti
rezisztencidjat.

A kutatds tehat kezdett érdeklodni az egyéb rezisztenciaformadk irant
is, igy a jelenlegi kutatisokban ez a fé irdnyzat. A végcél ugyanis a
novénynemesités eszkozeivel olyan ellendlld képesség kialakitdsa, amely
tartds rezisztencidt biztosit a termesztett novényekben. Az 1. tdblazat
bemutatja az eddig ismert rezisztenciaformékat, amelyek koziil harom forma

esetében igyekeztem 1j ismeretekre szert tenni.
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A nemgazda-rezisztencia mechanizmusa

A nemgazda- (non-host) rezisztencia a leggyakoribb ellenallosagi
forma a természetben, hiszen a legtobb novény — tekintve, hogy nem
gazddja a legtobb patogénnek — eleve ellendlld a legtobb kérokozoval
szemben. Ez tehdt sokoldali, tartds rezisztencia, amelynek
novénynemesitési felhaszndldsa fontos lehet a gyakorlat szempontjabol. A
nemgazda ellendllé képességének pontos mechanizmusa azonban a mai
napig nem tisztazédott (Humphry et al., 2006. Schulze-Lefert és Panstruga,
2011).

Sajit eredményeink szerint a reaktiv oxigén fajtdk (ROS) kérokozaét
gatld vagy 0616 hatdsanak a tiinetmentes nemgazda-rezisztencidban, illetve a
HR tiineteket mutaté gazdarezisztencidban van kozponti jelentOsége.
Megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt 21 névény/patogén kapcsolatban
a jol ismert gazdarezisztencidban, de a tiinetmentes nem gazda ellenalld
képességben is a szuperoxid (O,") anion felhalmozidik, és gétlé-616 hatdst
fejt ki. Kisérleteink sordn azt az eredményt kaptuk, hogy a fogékony
novényekben (a kompatibilis gazda/patogén kombindcidkban) a gombds
fertdzések hatdsdra nincs szuperoxid-felhalmozdédas. A kérokozok a
fogékony novényekben akaddlytalanul szaporodnak, és eldidézik a
szokvanyos betegségtiineteket. A rezisztens ndvényekben azonban a
szuperoxid kb. 48 6ra utan felhalmozddik, és kifejtheti a kérokozot gatlo-
016 hatdsat. A tiinetmentes nemgazda-rezisztencia ezzel szemben ugy
jellemezhetd, hogy a kérokozokat gatlé szuperoxid kordbban, mér a fertdzés
utani 24 ora elteltével felhalmozddik, és gatlg-6l0 hatdsit a patogének
behatoldsa kozben igen koran ki tudja fejteni. Ez a jelenség okozhatja, hogy

a legtobb nemgazda-rezisztencia esetében a HR kialakuldsa is
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megakadalyozddik, vagyis lathato tiinetek nem jelennek meg a fertdzott, de
rezisztens novényi részeken. Ismeretes, hogy a szuperoxid felhalmozdédasa
kovetkeztében egyéb ROS tipusok is keletkezhetnek, amelyeknek
ugyancsak szerepiik lehet a patogén gatldsaban, ill. a HR sordn a lokélis
nekrotikus tiinetek kialakuldsaban. A leggyakoribb ROS tipusok a hidrogén-
peroxid (H,O,), valamint a belSle keletkezd hidroxil-szabadgyok (OH'). A
hidrogén-peroxid karos hatdsat tobb rezisztens ndvény/patogén
kombinacidban is észlelték (cf. Kirdly et al., 2007). A OH" gyok kimutatdsa
technikailag nehéz, ezért tudtunkkal nincs adat arra, hogy ez a szabadgyok
val6jaban szerepet kap-e a rezisztens reakcidkban.

Felmeriil a kérdés, hogy ha a szuperoxid képzddése valéban
foszerepet visz a rezisztencidban, akkor e szabadgyok felhalmozdédasanak
gatlasa csokkentheti vagy meg is akaddlyozhatja az ellenall6 képességet. Az
MTA Novényvédelmi Kutatointézetében Barna Baldzs (nem kozolt
eredmények) kordbban kimutatta, hogy arpandvények hokezelése (49° C
vizben 45 masodpercig) megvaltoztathatja a névény lisztharmattal szembeni
gazdarezisztencidjat, és részben fogékonnya teszi a fertdzott leveleket.
Kisérleteim sordn kimutattam, hogy ez a hokezelés csokkenti, illetve meg is
sziintetheti a fert6zott levelekben a szuperoxid-felhalmozédast (2. abra). A
hdsokkos kezelés azonban nem valtoztatta meg a tiinetmentes, nemgazda-
rezisztenciadt mutaté drpalevelek ellendllésdgat a  buzalisztharmat
fertozésével szemben. Valtozast észleltiink, ha a hosokkot kombinaltuk az
antioxiddns szuperoxid-dizmutdz (SOD) + kataliz (CAT) enzimes
kezeléssel. A rezisztencia ebben az esetben gyengiilt, mert gyéren
buzalisztharmat-telepek fejlédtek ki az drpa leveleken, bar ezek
szomszédsidgdban HR-re emlékeztetd szovetelhaldsok is lathaték voltak (3.

abra). Erdekes, hogy egy ujabb kozlemény szerint az dltalunk alkalmazott
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hésokkhoz hasonlé kezelés (50° C, 20 masodpercig)
dinnyecsirandvényekben rezisztencidt indukdl egy nekrotréf korokozod
(Botrytis cinerea) fertdzése ellen (Widiastuti et al., 2011). Ezek szerint egy
rovid ideig tart6 hdésokk biotr6f kérokozok (pl. lisztharmat) ellen
fogékonysdgot, mig nekrotréf kérokozé ellen rezisztencidt indukédlhat. A
jelenség feltehetden a szuperoxidszint csokkenésével van Osszefiiggésben.
Ezzel kapcsolatban azt is érdemes megfontolni, hogy Kirdly et al.
(2008) szerint a dohany mozaik virusra (TMV) rezisztens Xanthi-nc dohdny
tartds hokezelése 30 °C-on a novényt fogékonnya tette a virusos fertdzéssel
szemben, és egytttal gétolta a szuperoxid felhalmozddésat és a szuperoxid-
képzésben kozponti szerepet vivo NADPH-oxiddz génjének expresszidjat és
a NADPH-oxiddz enzim aktivitdsat is. Ennek tudatiban vizsgéltuk a
NADPH-oxid4dz enzim aktivitdsit nemgazda-rezisztens drpalevelekben is
lisztharmatos fert6zés utan. Az 5. abra mutatja, hogy a nemgazda-rezisztens
fert6zott levelekben korabban aktivalodik az enzim, mint a gazdarezisztens
arpakban, és ez az aktivalédas szinte azonos idében torténik, mint a korai
szuperoxid-felhalmozédas. Nem tudni, milyen okndl fogva, de egy altalunk
vizsgdlt arpa NADPH-oxidaz génjénekk (HvRBOHF2) expresszidjdban
viszont nem kaptunk kiilonbséget a gazdarezisztens €s nemgazda-rezisztens
fertézott novények kozott, holott az enzim aktivdléddsa a nemgazda -
rezisztenciandl kordn bekovetkezett. Ez két dologra utalhat: 1. a NADPH-
oxiddz biokémiai hatdsa nem a génexpresszid, hanem az enzimaktivitds
szintjén szabdlyozodik, 2. a NADPH-oxiddz enzim aktivitdsdhoz az
HvRBOHF?2 gén mellett vagy helyett mds gének mikodése jarul hozza.
Nemrég bizonyitottdk, hogy az HvRBOHF?2 gén kulcsszerepet jatszik az
arpa lisztharmattal szembeni gazdarezisztencidjdban (Proels et al., 2010).

Ismeretes viszont, hogy drpaban 6sszesen legalabb hat kiilonb6z6 NADPH-
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oxidaz gén taldlhaté (Lightfoot et al., 2008). Mindezek ellenére jogosnak
tlinik az a feltevés, hogy a nemgazda-rezisztens novényekben a fertdz€s utdn
bizonyos génexpresszids valtozds(ok) utdn aktivdlédik a NADPH-oxidaz
enzim, és ennek kovetkeztében beindul a szuperoxid felhalmozddéasa, majd
a kérokozé gatlésa, és - legaldbb is a gazdarezisztens novények esetében - a
HR tipusu levélszoveti nekrotizal6das is.

A rezisztencia kialakuldsa sordn egyéb génexpresszids valtozasok is
bekovetkeznek. A gazdarezisztencia esetében, amikor pl. a rezisztens arpat
arpalisztharmattal fertdztilk, egy SOD-gén expressziéja fokozddott, és
tartosan igy is maradt. Ha azonban az 4rpit a nem kompatibilis
buizalisztharmattal fertéztiikk (,,nemgazda-rezisztencia”), akkor a SOD-gén
expresszidja csak rovid idore, dtmenetileg fokozddott, mert a fert6z6 gomba
feltehetden koran elhalt (4. dbra). A SOD-gén &atmeneti aktiviléddsa a
fertozés utdn 24 Oraval kovetkezett be, abban az id6pontban, amikor a
szuperoxid (O," ) korai felhalmozddast is észleltiik. Ebbdl arra is lehet
kovetkeztetni, hogy a nemgazda-rezisztencia eseteiben a HR hidnya (vagyis
a tiinetmentesség) és a kérokozo gyors gatldsa az antioxidans SOD korai,
bar atmeneti aktivitdsdval fiigg Ossze. Egy madsik fontos gén, a BAX-
inhibitor 1 expresszidja hasonléan rovid ideig, de kordn (a fertdz€s utan 24
ordval) aktivélédott. Ez a gén, ill. fehérje terméke a programozott sejthalélt
(esetiinkben a HR nekrotizadlodast) géitolja (Hiickelhoven, 2004, Watanabe
és Lam, 2006). Eredményeinkbdl feltételezhetd, hogy a BAX-inhibitor 1
atmeneti aktivdlédasa, majd csokkenése jelzi a HR hidnyat, ill. a kérokozo
gyors gitldsit a nemgazda-rezisztens nodvény/patogén kombindcidban,
vagyis akkor, amikor az arpat buzalisztharmattal fertdzziik. A BAX-inhibitor
1 gén aktivalédasat masok is vizsgaltak tiinetmentes nemgazda-rezisztencia

esetén (Eichmann et al., 2004) mds arpafajtdval és mds buzalisztharmat
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rasszal egy kevésbé érzékeny moddszer segitségével. Kutatdsi eredményeik
aldtdmasztjdk a mi eredményeinket, tehdt 6k is a BAX inhibitor 1 gén
tranziens emelkedését figyelték meg nemgazda-rezisztencia esetén.
Kisérleteikben tovabba BAX inhibitor 1 gént jutattak be az arpa
epidermiszsejtjeibe, €és azt tapasztaltdk, hogy a BAX inhibitor 1 gén
expresszidjdnak mesterséges novelése részben gitolja a nemgazda-
rezisztenciat (a gomba konnyebben hatol be az epidermisz sejtekbe).
Munkénk sordn mi is tapasztaltuk, hogy a BAX inhibitor 1 gén kifejez6dése
tovabb (a fertdz€s utdn 48-72 6rdig) marad magas szinten gazdarezisztencia
(HR) esetén a nemgazda-rezisztencidhoz viszonyitva, és szabad szemmel
lathat6 nekrozisok alakulnak ki, tehdt a kérokozdé a novényben terjedni
képes par sejt tdvolsagra. Ezek szerint a BAX inhibitor 1 magas szintii, tartos
kifejez0dése kapcsolatba hozhaté a lokdlis nekrotikus tiinetek (HR)
kialakulasdval, mig nemgazda-rezisztencidnal a BAX inhibitor 1 gén
kifejez8désének gyors csokkenése a HR gétlasdval fiigg 0ssze.

Az utébbi két évben kutatok arra hivtak fel a figyelmet, hogy mind a
gazda-, mind a  nemgazda-rezisztencidban a  glukozinolatok
felhalmozdddasanak is lehet szerepe (Bednarek et al., 2009, Schulze-Lefert és
Panstruga, 2011). Ha olyan Arabidopsis thaliana mutidnsokat fertdztek
lisztharmatgombdkkal, amelyekben a glukozinolat képzddése gatolva volt,
az ilyen mutans nemgazda-rezisztens novények olyan tiineteket mutattak két
inkompatibilis gomba (Blumeria graminis f. sp. hordei, azaz arpalisztharmat
€s borsolisztharmat, az Erysiphe pisi) fertdzése utdn, amelyek hasonléak
voltak a fogékonysdgi szimptéomdkhoz. Az a kérdés, hogy a fokozott
glukozinolatképzddés valamilyen médon kapcsolatba hozhat6-e a korai és
fokozott ROS (szuperoxid)-képzddéssel, a jovOben kideritésre vér, amelyet

tovabbi tervezett kisérleteinkben szeretnénk tisztazni.
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Kisérleteink  végsdé tanulsiga tehat az, hogy mind a
gazdarezisztencia, mind a nemgazda-rezisztencia a ROS felhalmozddasanak
kovetkezménye a patogének fertozése utdn. A tiinetmentes nemgazda-
rezisztencia eseteiben a szuperoxid akkumuldciéja koran kovetkezik be, és
emiatt a korokozok koran elhalnak vagy gétlast szenvednek, és az ellendlld
novény tiinetmentes lehet, mig a gazdarezisztencia eseteiben a ROS 616
hatdsa késObb érvényesiil, €s igy az ellendlld képességgel egyiitt jar6 HR
tipusu tiinetek kialakulhatnak. A fogékony novényben fertdz€s utdn nincs
ROS-akkumulécié. A kérokozo akadalytalanul szaporodik a névényben, és

a betegség szimptémai kialakulhatnak.

Nekrotikus tiinetekkel szembeni rezisztencia

A tiineti rezisztencia eredeti jelentése az, hogy az ellenalld névény
csak a betegség kdros szimptomdival szemben rezisztens, a kérokozok
szaporodasa és/vagy novekedése azonban nem szenved gatlast vagy csak
jelentéktelen mértékben csokken. A tiineti rezisztencia elsdsorban olyan
korokozok 4ltal eldidézett betegségek esetében bir jelentdséggel, ahol a
fogékonysagi tiinetek sejt,- ill. szoveti elhaldssal (nekrézissal) jarnak egyiitt.
A novényi nekrézisok azonban a hiperszenzitiv reakciéval (HR-rel) is
parosulhatnak, amely koztudottan a rasszspecifikus (vertikdlis) rezisztencia
kisérd jelensége, de nem oka (cf. Kiraly et al., 1972). A nekrotikus tiinetekkel
szembeni rezisztencia kiilonos jelentdséggel bir az un. szisztemikus szerzett
rezisztencia (SAR) eseteiben, amikor egy primér nekrotikus levélkarosodas
néhany vagy egyetlen levélen rezisztenciat indukal egy mdsodik fertdzéssel

szemben, mégpedig olyan novényi részeken, amelyek tdvol esnek a primér
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fert6zés helyétdl. Ezekben az esetekben elsOsorban nekrotikus tiinetek ellen
érvényesiil az ellenédlloképesség gy, hogy a mdasodik fertdzés utan 1étrejott
elhaldsos tiinetek szdma és/vagy mérete csokken (Ross, 1961; Ku¢ és
Richmond, 1977).

Kisérleteinkben egy kiilonleges novényi ellendlld képességgel
foglalkoztunk, ahol két azonos eredetli dohdnyfajhibrid tiineti rezisztencidja
jelentds kiillonbségeket mutatott. A kisérletben kontrollnak szdmitott az a
Nicotiana edwardsonii, amelyet Christie és Hall (1979) allitott el6 a Nicotiana
glutinosa és a N. clevelandii keresztezésével. Ezt a hibridizaciét Cole et al.
(2001) megismételte, és elddllitotta a N. edwardsonii var. Columbia
fajhibridet. A két fajhibrid kozott feltlind kiilonbség az, hogy a ’Columbia’
novényekkel szemben a kontrollnak szamité N. edwardsonii haploid szinten
két kromoszomaval kevesebbet tartalmaz. Tovabbi fontos kiilonbségnek tiint
az a tapasztalat, hogy a ’Columbia’ novények sokkal rezisztensebbek voltak
két dohanyvirus (TMV és TNV) dltal okozott lokalis elhaldsos tiinetekkel
(HR) szemben, mint a kontroll N. edwardsonii. Cole et al. (2004) eredményei
szerint a var. Columbia tiineti rezisztencidja TNV (Tobacco necrosis virus)
fertozés esetén hatékonyabb (akdr 80%-os 1éziészam- ¢és 1ézioméret
csokkenés), mint TMV (Tobacco mosaic virus) fertdzésnél, ahol csak kb.
50%-o0s 1ézidszam- €s lézidméret-csokkenés tapasztalhaté (Cole et al., 2004).
Annak az alapvetd kérdésnek a tisztizdsa, hogy a ’Columbia’ fokozott
rezisztencidja csak a nekrotikus tiinetek mérséklését jelenti-e, vagy a virus
replikdcidja is gatlast szenved, meglepd eredményt hozott. A TNV
replikdciéja a ’Columbia’ noévényekben markdnsan (kb. 90 széazalékkal)
csokkent. Ezzel szemben a TMV replikaciéja kozel ugyanolyan mértékii volt
mindkét fajhibridben, bar a 'Columbia' novényekben kicsit alacsonyabb

értékeket kaptunk. A Columbia’ TNV-fert6zés elleni fokozott rezisztencidja
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tehat két faktorral jellemezhetd: az ellendllé képesség egyrészt a korokozd
gatlasat jelenti, masrészt a tiinetek is mérséklddnek (,,tiineti rezisztencia”). A
TMYV elleni fokozott rezisztencia esetében viszont elsdsorban tiineti ellendllo
képességrol lehet sz6. A TNV-vel és TMV-vel szembeni fokozott rezisztencia
eltérd jellegére nehéz magyardzatot taldlni. Elképzelhetd, hogy a kiilonbség
egy virusreplikdcioét irdnyité enzim eltérdé mitkodésére vezethetd vissza. llyen
enzim lehet pl. a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH). Nicotiana
benthamiana-ban ugyanis a GAPDH-génexpresszié gatldsanak hatdsara
visszaszorul két TNV-vel rokon virus (paradicsom bokrosodas torpiilés virus,
TBSV és uborka nekrézis virus, CNV) replikacidja is, mig a nem rokon TMV
replikdcidja valtozatlan marad (Wang és Nagy, 2008). Terveink kozott
szerepel annak tisztizdsa, hogy a 'Columbia' novényekben gatlédik-e a
GAPDH miikodése.

Az ellendllo képesség mechanizmusat illetden a szalicilsav (SA)
szerepére terelddott a figyelem, mert a SA és a rezisztencia kozotti okozati
Osszefiiggésekre eldzetesen mar tobben ramutattak a novényi korélettani
irodalomban (Métraux et al., 1990, Malamy et al.,1990, Gaffney et al., 1993,
Friedrich et al., 1996). Cole et al. (2004) eldzetes vizsgélatai szerint a
"’Columbia’ ndvényekben fert6zés nélkiil is igen magas a szabad és kotott SA-
szint, és egy patogenezissel kapcsolatos fehérje, a PR-1 tiltermelése is
kimutathaté. Kisérleteink szerint, ha egy SA-felhalmozasra képtelen vagy
csak korlatozottan képes transzgenikus dohannyal (nahG) keresztezziik a
’Columbia’ véltozatot, a SA-szint az F; utédokban teljes mértékben
lecsokken, és a virusrezisztencia is megszinik. Az F; utédokban mind a TNV,
mind a TMV dltal okozott nekrotikus lokalis tiinetek erdssége, de a virus
replikécidja is a nahG-dohany szintjére emelkedik, azaz a rezisztencia eltlinik.

Tobb laboratérium (Gaffney et al., 1993, Delaney et al.,, 1994) azt is
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kimutatta, hogy a  nahG -dohdny fokozottan fogékony a szoveti
nekrozisokkal szemben, amelyeket kiilonboz6 korokozok idézhetnek eld.

Az mar kordbban dltaldnosan ismert volt, hogy a novény kotott SA-
tartalma, amely elsOsorban szalicilsav-glikozid (SAG), 0sszefiiggésbe hozhat6
a novények ellendllé képességével (Hennig et al., 1993, Malamy és Klessig
1992) . Az SAG — mint a novényi glikozidok nagy része — bioldgiailag
inaktiv, bar egy ujabb kozlemény szerint baktériumos fert6zés elleni
rezisztencidban kozvetlen szerepe lehet (Pastor et al., 2011). Figyelemre mélt6
viszont, hogy az SAG szalicilsavva torténd hidroliziséhez mindossze kb. 2 éra
sziikséges, mig a szabad SA szintéziséhez legaldbb 24 6ra kell. Feltételezhetd,
hogy a novény fert6zés esetén elsOsorban az SAG hidrolizisével képes
gyorsan mobilizdlni szalicilsav készleteit, és beinditani a védekezési
reakcidkat (Hennig et al., 1993; Malamy és Klessig, 1992). Mi egy SA
glikozilalasért felelds gén, az UDP-gliik6z:szalicilsav-gliikozil-transzferaz
(NtSGT) expresszidjat vizsgiltuk TMV és TNV fert6zések utdn. Mindkét
virus hatdsdra igen intenziven indukélédott a gén a N. edwardsonii var.
Columbia-ban, de a kontroll N. edwardsonii-ban az indukalas sokkal kisebb
mértékii volt.

Ismeretes, hogy a rezisztenciajelenségeket gyakran molekuldris
markerek megjelenése, aktivéldsa kisérheti. Virusfertozéseknél a rezisztencia
megbizhatd markere az un. patogenezissel kapcsolatos (,,pathogenesis-
related”, PR) gének indukcidja (Dumas és Gianinazzi, 1986, Cutt et al., 1989,
Linhorst et al., 1989). A ’Columbia’ novények fokozott virusellendllo
képessége kb. 50 napos kor utdn alakul ki, amikor a novények fert6zés nélkiil
is nagy mennyiségben kezdenek el termelni egy PR fehérjét (PR-1). A PR-1
fehérje termelésének beinduldsa egygénes, domindnsan 6roklédd tulajdonsag,

amelyet a TPRI (Temporal expression of PR-proteinsl) l6kusz hatiroz meg
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(Cole et al., 2004). Vizsgélataink szerint ’Columbia’ névényekben az NgPR-1
gén mRNS-szintli expresszidja szintén rendkiviill nagymértékli, mdr
egészséges allapotban és virusfertzés utan is, mig a kontroll N. edwardsonii-
ban alig észlelhetd a gén mitkkodése.

A nekrotikus tiinetekkel szembeni ellendlld képesség tobb
kutatécsoport eredménye szerint igen gyakran egyiitt jar az antioxidans-
kapacitas fokozdéddsaval (Levine et al., 1994; Gullner et al., 1995; Fodor et al.,
1997; Kirdly et al., 2002; Mittler et al., 1999; Mou et al., 2003; Magbanua et
al., 2007; Baltruschat et al., 2008; Faize et al., 2011; Lépez-Gresa, 2011).
Kordbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a fokozottan ellendll6 ’Columbia’
dohdnyokban a glutation-S-transzferdz (GST) és aszkorbinsav peroxidaz
(APX) enzimek aktivitisa és egy GST és APX gén expresszidja is
intenzivebb, még egészséges, fertdzetlen dllapotban is, ha az aktivitdsokat a
kontroll N. edwardsonii-hoz hasonlitjuk (Kirdly et al., 2003, 2004). A
nekrotikus tiinetek csokkentéséhez ez a két antioxiddns (glutation-S-
transzferdz és aszkorbinsav peroxiddz) feltehetdleg hozzdjarul, bar ezt
kozvetleniil még igazolni kell. Két masik fontos antioxiddns hatdsi enzim
(katalaz és alternativ oxiddz) azonban tgy tlinik, nem kap szerepet az
ellendllésdgban. Egy kataldz (NgCAT1)- és egy alternativ oxidaz (NtAOX1I-2)
gén expresszidjanak valtozdsait vizsgdltuk mindkét tipusi N. edwardsonii
novényben. A génexpressziok azonban hasonldan valtoztak mindkét tipusban,
vagyis ezek a gének, ill. az altaluk kodolt izoenzimek feltehetden nem
jatszhatnak fontos szerepet a fokozott virusrezisztencidban, ill. a nekrotikus
tiinetekkel szembeni ellendllé képességben. Erdekes viszont, hogy e gének
expresszidja mindkét tipusi novényben mind a TMV, mind a TNV
fert6zésekor atmenetileg csokken (a fertéz€s utan kb. 6 6raval), majd késobb

(a fert6zés utan kb. 20 éraval) visszadll az eredeti szintre. Mindez a lokalis
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1ézi6s hiperszenzitiv virusrezisztencidra jellemzd szoveti nekrotizdcidval,
pontosabban az azt el6idézd programozott sejthaldl kialakuldsdval lehet
Osszefiiggésben. Erre korabban mar tobb publikécié is ramutatott (Mittler et
al., 1998, Yi et al., 1999, 2003, Kiinstler et al. 2007). A feltételezés igazoldsa
céljabol egyes programozott sejthaldlban  szerepet jatsz6  gének
expresszidjanak vizsgélatit tervezzik TMV-vel és TNV-vel fert6zott
novényekben.

Kisérleteink szerint a ’Columbia’ dohdnyok fokozott rezisztencidja
mads, a virusokon kiviil olyan baktériumokkal (Pseudomonas syringae pv.
tomato és pv. tabaci) szemben is érvényesiil, amelyek nekrotikus tiineteket
okoznak. Vizsgalatainkbdl tovabba az is kideriilt, hogy a ’Columbia’ fokozott
tiineti ellendllo képessége egy abiotikus stresszel (a paraquat karositdsaval)
szemben is hatdsos. A ’Columbia’ dohanynak ezt az altalanos rezisztencidjat
ugy lehet magyardzni, hogy ennek a ndovénynek eleve, minden fert6zéstdl €s
stressztOl fiiggetleniil is, magas a szalicilsav- és szuperoxid tartalma is.
Tobbek kozott ezek a biokémiai jellemzok jarulhatnak hozza ahhoz, hogy a
novény folyamatosan egy genetikailag dllanddéan aktivalt, a szerzett
rezisztencidhoz hasonl6é készenléti dllapotban van. Ismert, hogy a névények
szerzett rezisztencidja hosszan tartdé védelmet biztosithat virusokkal,
baktériumokkal és gombdkkal szemben egyardnt (Gaffney et al., 1993;
Vernooij, 1995; Friedrich et al., 1996). .

Az N rezisztenciagén csendesitésének nem vart hatasa

Az egyik legismertebb novényi virusrezisztenciagén (az N-gén) lokalis

nekrozisos ellendllésdgi reakciot (HR) hatdroz meg dohdnyban a dohdny
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mozaik virus (TMV) ellen (Holmes, 1938). Az N-gén eredetileg Nicotiana
glutinosa-bol szarmazik, és hatdsdra a TMV lokalizalédik a nekrotikus 1éziok
kornyékén, és a virus képtelen szisztemizdlédni a ndvényben. Az N-gén
rezisztenciat biztosit az 0sszes ismert TMV torzzsel szemben. Az egyetlen
TMV-vel kozeli rokon virus, amely le tudja torni az N-gén dltal biztositott
rezisztenciat az Obuda paprika virus (Obuda pepper virus, ObPV) (Tébids et
al., 1982). Megemlitendd, hogy az els6 molekularisan izolélt és jellemzett
novényi virusrezisztenciagén az N gén volt (Whitham et al., 1994). Erdekes
jelenség még, hogy az N gén dltal biztositott TMV rezisztencia
homérsékletfiiggd. 28 °C hOmérséklet alatt a rezisztencia mikodik, 28 °C
folott viszont a TMV szisztemizdlddni tud a novényben (Samuel, 1931).

Az N virusrezisztenciagén tehat igen hatdsosnak bizonyult, de az a
mai napig nem ismert, hogy ennek a rezisztenciagénnek mas, TMV-vel nem
rokon virusok fert6zésekor is lehet-e hatdsa az ellendllé képességre? Sajit
kisérleteink azt mutattdk, hogy a széban forgd gén csendesitése (,,gene
silencing”) egy nem rokon virus fertézésére éppen ellenkezden hatott, mint azt
varni lehetett. A géncsendesités ugyanis a TMV-vel szembeni rezisztenciat a
dohédnyban csokkenti, de a TNV-fertdz€s esetében a rezisztencia fokozddik,
azaz a virus mennyisége csokken.

Balaji et al. (2007) az N-gént Nicotiana edwardsonii (NE)-ban
csendesitették, €s azt észlelték, hogy ennek hatdsara a rezisztencia csokkent a
TMV-vel szemben. Ezt a kisérletet megismételtiik, ill. megerdsitettiik: ezek
szerint az N-géncsendesitett N. edwardsonii-ban TMV fert6zés utan a lokalis
nekrotikus tiinetek (HR) késve alakultak ki a vadtipusi novényhez
viszonyitva. A jelenség hatterében az all, hogy a csendesitett névényekben a
1ézi6k koriil a TMV sejtrdl sejtre torténd (lokdlis) terjedése fokozddik (Balaji
et al, 2007). A TMV szisztemikus terjedésének vizsgdlatindl sajat
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kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a géncsendesitett novényekben a
szisztemikus nekrotizalodds 3-5 nappal kordbban jelentkezik a vadtipushoz
képest, mert a virus terjedése intenzivebbé vilik. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy az N-gén a virus lokdlis és szisztemikus terjedésére hat
elsésorban, azaz a virus gazdanovényen beliili terjedését akadalyozza, vagyis
emiatt rezisztens az N-génnel bir6 ndvény.

Kisérleteink szerint az N-gén csendesitése a TNV-re tigy hat, hogy a
tiinetek, azaz a nekrotikus lokélis 1éziok szama lényegesen csokken. Meglepd
eredmény volt viszont, hogy ebben az esetben a virus mennyisége is
jelentdsen csokken, vagyis itt valédi virusreplikacio-gatlasrél van szd! A
TMYV ellen haté6 N-rezisztenciagén csendesitése tehdt a TNV fertézésekor a
rezisztencidt novelte, mégpedig valddi virusellenes rezisztencidt okozott,
nemcsak tiineti ellendllé képességet. Azt is igazoltuk, hogy a TNV-vel
szembeni fokozott rezisztencidban nem visz szerepet két j6l ismert védekezési
gén, egy patogenezissel kapcsolatos (PR) gén (NgPRI) és a szalicilsav-
glikozildlas kulcsenzimjét kodolé gén (NtSGT). A két gén expresszidja az N-
géncsendesitett novényekben a TNV fertézése utdn ugyanolyan mértékben
vagy kevésbé indukalddott, mint a vadtipusu novényekben. Mindez arra utal,
hogy az N-géncsendesitett N. edwardsonii-ban a TNV-vel szembeni fokozott
rezisztencia oka nem a védekezési rendszer emelt szintli indukcidja.

Valéban meglepd, hogy kisérleteink szerint egy adott virussal (TMV)
szemben hatdsos rezisztenciagén csendesitése éppen ellenkezden hathat egy
nem rokon virus (a TNV) fert6zésére. A jelenség mechanizmusit nem
ismerjiik, de nem kizart, hogy a TMV ellen haté N-rezisztenciagén terméke
egy nem rokon virus (TNV) fertézésekor fogékonyséagi faktorként mukodik.
Erre vannak példdk gombds betegségek esetében (Lorang et al., 2007; Sweat

et al., 2008). Ismert példa az arpa lisztharmat elleni rezisztencidjaért felelOs
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mlo5 gén hatdsa is, amely két masik, nekrotr6f novénypatogén gomba
fertozésekor fogékonysdgot indukal (Jarosch et al., 1999; Kumar et al., 2001).
Figyelemre mélt6, hogy a N. edwardsonii-ban talalhaté N-gén szekvencidja 9
nukleotidndl mutat eltérést a Whitham et al. (1994) 4ltal elsdként publikalt
dohdnyszekvenciatol, és ezekbdl 2 pontmuticié az aminosavszekvencia
megviltozdsat eredményezi (Cole et al., 2004). Elképzelhetd tehdt, hogy az N-
gén 4ltal kodolt fehérje N. edwardsonii-ban miikkodd valtozata a TMV-vel
szemben rezisztenciat hataroz meg, mig egy masik virus, a TNV fert6zésénél
fogékonysagi faktorként hat. Jelenleg természetesen nem kizdrhaté az sem,
hogy ezt a faktort egy, az N-génnel rokon gén kddolja, hiszen egy adott gén
csendesitése a vele legaldbb 80%-ban homoldg szekvencidju rokon gének
mukodését is gatolja (Baulcombe, 1999). Erre utalnak Balaji et al. (2007)
eredményei: egy, az N-génnel 83%-ban homol6g N. edwardsonii-szekvencia
csendesitésével is sériill a TMV-vel szembeni rezisztencia: tehat akdr ez vagy

egy hasonl6 N-génhomoldg is kddolhatja a TNV fogékonysagi faktort.
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OSSZEFOGLALAS

A novényi betegségrezisztencia kiillonbozé forméai és mechanizmusai
koziil (lasd: 1. tablazat) az un. gén-génnel szembeni rezisztencia, amely
rendszerint a hiperszenzitiv reakcié (HR) tiineteivel kapcsolatos, a
legismertebb. Az volt a miultban az éaltaldnos vélemény, hogy ez az
ellendllésagi forma a novénynemesités szempontjabodl is a legfontosabb. A
gyakorlat azonban erre a véleményre racafolt, mert kideriilt, hogy ez a
rendkiviil specifikus, gén-génnel szembeni ellendllé képesség nem tartos.
Azt tapasztaltdk, hogy mintegy 6-10 éven beliill a legtobb esetben a
rezisztencia elvész, mert a kérokozo6 populdcidban kialakulnak olyan térzsek
(patogén rasszok), amelyek képesek az el6zdekben ellenallé novényfajtakat
is megfertdzni. A disszertdcid olyan tartés rezisztencia jelenségekkel
foglalkozik, amelyek részletei kidolgozasra véarnak.

1.) Az egyik kérdés az, hogy a gazdanovény rezisztencia, ill. a nemgazda-
rezisztencia esetében milyen szerepe van az ellendllé képességben a reaktiv
oxigénfajtadknak (ROS)? Ez a disszerticié az egyik legfontosabbnak vélt
ROS, a szuperoxid (O,"™) szabadgyok szerepével foglalkozik. Az elmult két
évtizedben végzett kutatdsok szerint a kiillonbozd reaktiv oxigénfajtdknak
kozponti szerepe lehet a rezisztens novényben a kérokozok géitlasdban vagy
elolésében. A disszertdcioban vazolt kisérletek szerint a fogékony
novényekben, ahol a patogén a betegségre jellemzd tiineteket kialakitja,
nincs O, felhalmozddas a fertdzés utdn. A biotréfokkal és a Phytophthora
infestans-szal ~szemben rezisztens novényekben a O, mindig
felhalmozddik, rendszerint 48 ordval a fert6z€s utdn. Az eredmények szerint
a tlinetmentes nemgazda-rezisztencia mechanizmusa abban kiilonbozik a
gazdarezisztenciatol, hogy az emlitett ROS sokkal kordbban, 24 6ra milva

halmozédik fel a fertdzott, de ellendlldé novényben. Ezt a tényt a
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disszertacioban vazolt kisérletek 21 novény/patogén kombindcié esetében
igazoltdk. Valoszinlileg ez a biokémiai jelenség az egyik oka annak, hogy a
nemgazda-rezisztencia altaldban tiinetmentes, azaz nem észlelhetd a HR,
mert a Oy~ koérokozét gatld, ill. 0l6 hatdsa igen kordn érvényesiil a
novényben. Ezekbdl a kisérletekbdl az is kideriilt, hogy a specifikus
gazdarezisztenciat, de a nem specifikus tiinetmentes nemgazda-rezisztencidt
is ugyanaz a mechanizmus irdnyitja. Csupdn abban van kiilonbség a két
ellendllosagi forma kozott, hogy az els6ben a patogéneket gatlé O,
valamint a bioszintézisében kozponti szerepet vivé NADPH-oxiddz
aktivitdsa is viszonylag késOn fejti ki hatdsit, a nem specifikus nemgazda-
rezisztencia esetében azonban a fert6zés utdn igen korai idépontban
aktivalédik mind a NADPH-oxid4dz enzim, mind a szuperoxid.
2.) A maésik nem specifikus rezisztenciaforma, amelyet vizsgdlat targyava
tettiink, a nekrotikus tiinetekkel szembeni ellendll6 képesség. Ezt a kérdést
két Nicotiana edwardsonii fajhibrid 6sszehasonlitdsdval vizsgaltuk. El6z6
kutatdsokbdl kideriilt, hogy a Nicotiana edwardsonii var. Columbia hibrid
lényegesen rezisztensebb a dohdny mozaik virus (TMV) és a dohdny
nekrézis virus (TNV) dltal okozott lokdlis nekrotikus tiinetekkel (HR)
szemben, mint a régebben elddllitott Nicotiana edwardsonii. A
disszertacioban leirt eredmények szerint a TNV-vel szembeni ellendllosag
mind a virusreplikdcié visszaszoritdsdval, mind a tiinetek mérséklésével
kapcsolatban van. A fokozott TMV-rezisztencia azonban els@sorban tiineti
ellendllé képesség, mivel a virus replikdciéja az ellendlldé novényekben
lényegében valtozatlan marad.

A nekrotikus tiinetekkel szembeni fokozott ellendlld képesség
mechanizmusanak f6 eleme a szalicilsav, hiszen a var. Columbia

novényekben fertdzetlen, azaz egészséges dllapotban is magas a
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szalicilsavszint, de fert6zés utdn a kontroll novényekkel Osszehasonlitva a
'‘Columbia' novényekben a szalicilsav-képz6dés még fokozddik. A kotott
szalicilsav bioszintézisének egyik kulcsenzimjét kodold gén expresszidja is
fokozottan indukdlédik a 'Columbia' novényekben. Ez a gén az UDP-
gliik6z:szalicilsav-gliikozil-transzferdz  (NtSGT), amelynek aktivalédasa
intenzivebb volt a var. Columbidban, mint a kontroll hibridben. Erdekes
megjegyezni, hogy a var. Columbia ndvényekben fertézetlen allapotban a
szuperoxid szint is magasabb. Egyes irodalmi adatok szerint a szalicilsav
jelenléte, ill. hatdsa és a ROS aktivdldsa kozott Osszefiiggés lehet. A
szalicilsav, mint rezisztenciafaktor kordbbi rezisztens gazda/parazita
kapcsolatokban is bizonyitdst nyert. A disszertacié azzal bizonyitotta a
szalicilsav kozponti szerepét ebben a rezisztenciaformdban, hogy a
kisérletekbe egy transzgenikus N. tabacum cv. Xanthi (nahG) névényt vont
be, amely a szalicilsav képzésére csaknem képtelen. A var. Columbia
novényeket kereszteztiik a nahG-novényekkel, amelynek kovetkeztében az
elsé keresztezési utédnemzedékben (F;) a szalicilsavszint szinte teljesen
lecsokkent, €s a virusrezisztencia is megsziint.

A szalicilsavval 0sszefiiggd rezisztenciafolyamat megnyilvanul mas
korokozokkal szemben is, olyanokkal amelyek nekrotikus tiineteket
okoznak. A disszertacié kimutatta, hogy a Pseudomonas syringae pv. tabaci
€s a pv. tomato baktériumok altal okozott nekrotikus tiinetekkel, valamint az
abiotikus paraquat stresszel szemben is érvényesiilt a 'Columbia' névények
magas szalicilsav-tartalommal, Osszefiiggd tiineti rezisztencidja. A
baktériumos fert6zéseknél a 'Columbia' névények fokozott rezisztencidja a
kérokozé szaporoddasdnak gatlasaban is megnyilvanult.

3.) A harmadik téma a rezisztencia és a géncsendesités viszonyat vizsgélja.

A TMV ellen hatdsos N-rezisztenciagén csendesitése a varakozdsoknak
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megfeleléen a TMV-vel szembeni rezisztencidt gatolja. Kisérleteink
eredményei szerint a Nicotiana edwardsonii-ban az N-rezisztenciagén
csendesitése fokozza a TMV novényen beliili terjedését; a nekrdzisok
szisztemikus megjelenése, vagyis a virus terjedése tobb nappal kordbban
észlelhetd ezekben a novényekben, mint a nem csendesitett kontrollban.
Ezzel szemben kimutattuk, hogy a TMV-vel nem rokon TNV fert6zése ellen
éppen ellenkezdleg hat az N-gén csendesitése. Ebben az esetben ugyanis
fokozddik a rezisztencia, azaz csokken a virus mennyisége, és a tiinetek is
mérséklodnek. A kisérletek szerint Nicotiana edwardsonii-ban az N-gén
csendesitése a TNV elleni rezisztencia sordn nincs kapcsolatban két
patogenezissel kapcsolatos védekezési gén, az NgPRI és az NiSGT
expresszidjanak valtozasaval. Kisérleteink szerint a két védekezési gén
expresszidja TNV fert6zés utdn ugyanolyan mértékben aktivalédik a vad N.
edwardsonii novényekben, mint a transzgenikus, géncsendesitett dohany
novényekben. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az N-gén csendesitése
altal kialakulé fokozott TNV-rezisztencia nem a védekezési gének
aktivaldsan keresztiil valosul meg. A részletesebb mechanizmus kideritése a
jovore var. Az N-gén csendesitésével kapcsolatos kisérletek taldn
legfontosabb tanulsdga, hogy egy adott virus ellen hat6 rezisztenciagén -
vagy egy ahhoz nagymértékben hasonlé nukleotidszekvencidji gén -

terméke egy masik virus fertézésekor fogékonysagi faktorként hathat.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A ndvényi rezisztenciaformdk mélyebb megismerése céljabol
végzett kisérleteink két olyan ellendllésagi tipust elemeztek, amelyek a nem
specifikus rezisztenciacsoportba tartoznak, valamint egy olyan specifikus
rezisztenciaformat vizsgéltak biokémiai és molekuldris  bioldgiai
szempontbdl, amely egy ismert rezisztenciagén csendesitésével (,,gene

silencing”) volt kapcsolatos. Az 4j tudomanyos eredmények a kovetkezok:

1. Huszonegy noOvény/patogén kombindcioban egy fontos ROS,
szuperoxid (0,") vizsgdlata alapjdn megéallapitottuk, hogy a
fogékony kapcsolatokban (amikor a tipikus betegség kialakul), a
fert6zés utdn nincs O, felhalmozddéds. Az olyan gazdarezisztens
novényekben, ahol a hiperszenzitiv reakcié (HR) is kialakul, van
O," akkumuldcié, mégpedig a fert6zés utdn 48 o6ra koriil. A
nemgazda-rezisztens névényekben jelentésen kordbban, kb. 24 6ra
utdin van O, akkumuldcid, és ez Osszefiiggésbe hozhaté a
tiinetmentességgel. A tiinetmentes nemgazda-rezisztens
ndvényekben a O, korai felhalmozdddsa egyiitt jar az NADPH-
oxiddz enzim korai aktivdloddsaval, amely a széban forgd reaktiv
oxigénforma képzésében kozponti szerepet jatszik.

2. A rezisztens novények fert6zés utdni O, képzOdésének gatlasdval
vagy visszaszoritdsdval, az eredetileg rezisztens novény részlegesen
fogékonnya vilik. Ezek szerint a O, (feltehetéen a hidrogén-
peroxid [H,O;] és hidroxil szabadgyok [OH'] is) a ndvénykorokozok
gitlasdnak vagy elolésének fontos — bar nem kizardlagos -

meghataroz6  tényezdje. A nemgazda-rezisztencidban egy
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szuperoxid dizmutdz (SOD) és a BAX-inhibitorl génjének atmeneti
aktivdloddsa szerepet jatszhat a tiinetmentességben (a HR
gatlasdban).

Korabbi vizsgalatok szerint a Nicotiana edwardsonii egyik véltozata,
a var. Columbia, azért mutat rezisztencidt a dohdny nekrézis virus
(TNV) és dohdny mozaik virus (TMV) fert6zés lokélis nekrotikus
tiineteivel szemben, mert egészségesen, de fertdz€s utin is nagy
mennyiségl szalicilsavat halmoz fel, vagyis genetikailag dllandéan
aktivalt ,rezisztens” allapotban van. Kimutattuk, hogy a szalicilsav
mesterséges csokkentésének kovetkeztében az ellendlld képesség
megsziinik, vagy nagyon jelentdsen csokken.

A rezisztencia a TNV-fertézott N. edwardsonii var. Columbia
novényekben nemcsak a tiinetekkel szemben érvényesiil, hanem a
TNV replikacidja is gatlodik. A TMV-vel szemben viszont
elsOsorban a tiinetek (nekrézisok) gatlasdban nyilvanul meg a var.
Columbia ellendllé képessége, a virusreplikacié alig gatlédik. Ez a
rezisztencia jelentésen csokkenti két baktérium fertézésének
nekrotikus tiineteit, valamint a baktériumszaporodast, és hatdsos egy
abiotikus (paraquat-) stressz szoveti elhaldsai ellen is.

A TMV-vel szemben hatdsos N-rezisztenciagén csendesitése a N.
edwardsonii-ban éppen ellenkezéen hat a TNV, azaz egy nem rokon
virus fertézésére, mint a TMV-re. Az N-gén csendesitése fokozza a
TMV terjedését, vagyis a rezisztencia csokken, mig a TNV-fert6zés
esetén a rezisztencia fokozddik, azaz a virus mennyisége csokken. V.
edwardsonii novényekben az N gén-csendesitése nincs hatdssal egy
patogenezissel kapcsolatos gén (NgPRI), valamint egy szalicilsav

anyagcserével kapcsolatos gén (NtSGT) kifejezddésére, vagyis a
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TNV-vel szembeni fokozott rezisztencia nem ezek segitségével
valosul meg. Ezek szerint egy adott virus ellen hat6 rezisztenciagén,
vagy egy ahhoz nagymértékben hasonlé nukleotidszekvencidji gén,
terméke egy masik virus fertdzésekor fogékonysagi faktorként

hathat.
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