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BEVEZETES ES CELKITUZES

Mind a névényi, mind az éllati (humdn) betegségrezisztencidnak sokféle
formdja van. Mindkét esetben hatdsos lehet a velesziiletett (innate)
rezisztencia és a szerzett (acquired) rezisztencia. Az el6zOnél
megkiilonboztethetiink nem specifikus (altalanos), ill. specifikus ellenallo
képességet. Az utdbbi esetben immun-memoridt vagy a ndvényeknél
stressz-memoridt. A novényi betegség-ellendllésag kiilonbozo formdit az 1.
tablazat foglalja Ossze.

1. tablazat

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

A rezisztencia formai

Mechanizmus
VELESZULETETT (innate) REZ.
Nem specifikus (altalanos) rez.
- Nemgazdanovény-rezisztencia HR, ROS, BAX-inhibitor,
PEN gének
- Alap (bazilis) rezisztencia baktériumok Flagellin/FLS2 interakcid,
ellen ROS, antimikrobidlis anyagok
- Nem rasszspecifikus mlo rezisztencia és Sejtfalvastagods,

kvantitativ rezisztencia (lassi sporuldlas)
gombapatogének ellen
- Nekrézisos tiineteket okozo stresszek
elleni rezisztencia
Specifikus rezisztencia
(fajta / patogén rassz specificitas)
- Extrém rezisztencia (tlinetmentes
gén-génnel szembeni rezisztencia)
*Rx virusrezisztencia HR nélkiil

antimikrobialis vegyiiletek, ROS

Nagy antioxidans kapacités

Ismeretlen
*Tiinetmentes rozsdarezisztencia
HR nélkiil
- Gén-génnel szembeni rezisztencia ROS, fitoalexinek,
(R-gén/Avr-gén kolcsonhatds) HR-rel | fenoloxidécio, stresszproteinek
- Rezisztencia a patogének toxinjai Enzimes detoxifikalds,
ellen toxinreceptorok hidnya
- Géncsendesités Idegen RNS felismerése és

lebontésa ribonukleazokkal

SZERZETT (acquired) REZISZ

Egy primér fert6zés utin szerzett Szalicilsav, antioxiddnsok,
rezisztencia egy masodik fert6zés ellen géncsendesités,
,Stressz-memoria” rizobaktériumok




A velesziiletett nem specifikus rezisztencia szdmos kiilonbozo
patogénnel szemben is hatdsos lehet. A specifikus ellendlloképesség azt
jelenti, hogy egy novényfajta csupan egy vagy néhdny korokozo torzzsel
(rasszal) szemben mutat rezisztenciat, masokkal szemben azonban nem. Itt
tehat fajta/patogén torzs specificitdsrol van sz6. Ez a rezisztencia a fertdzési
helyeken sok esetben lokdlis nekrdzisok (hiperszenzitiv reakcid, HR)
kialakuldsdval jarhat egyiitt, més esetekben tiinetmentes.

A nem specifikus rezisztenciaformdk koziill a novényvildgban a
legéltalanosabb a nemgazda-rezisztencia. A szokvanyos novény-korokozo
kapcsolat dltaldban tiinetmentes nemgazda-rezisztenciat eredményez, azaz a
novény minden egyede ellenalld, mert nem alkalmas arra, hogy a kérokozdok
gazdanovénye legyen. Ez a jelenség ugyan régdta ismert, de a mai napig
nem tisztdzodott, hogy mi gitolja vagy o6li meg a kérokozét a nemgazda-
rezisztens novényben. (cf. Schulze-Lefert és Panstruga, 2011). Tobb
kutatéhely — igy a Novényvédelmi Kutatdintézet — eredményei szerint a
nemgazda-rezisztencia egyik elsOdleges oka lehet az 1n. reaktiv
oxigénfajtak (ROS) és az ezek hatdsat semlegesitd antioxiddnsok
kolcsonhatasa (Adém et al., 1989; Hafez és Kirdly, 2003; Apel és Hirt,
2004).

A novények kiilonbozo stresszekre (pl. szdrazsag, homérsékletvaltozas,
korokozé fertdzés) adott vélasza tobbek kozott a reaktiv oxigénfajtdk (ROS)
felhalmozddasa, amely oxidativ stresszhez vezet. Oxidativ stressz sordn a
novényben felborul a ROS (prooxiddnsok) és az antioxiddnsok kozotti
egyensily a ROS javdara. A reaktiv oxigénfajtdk kozé tartoznak a
parositatlan elektronnal rendelkezé oxigén szabadgyokok (pl. O, OH)
valamint olyan molekuldk, mint a H,O, és a szingulett oxigén (102),
melyekbdl reakcidik sordn szabad gyokok képzddnek.

A reaktiv oxigénfajtdk koziil a szuperoxid (O,7) specifikus (HR
tiinetekkel egyiitt jar6) novényi betegség rezisztencidban jatszott szerepére
eldszor Doke és munkatérsai hivtdk fel a figyelmet (Doke, 1983; Doke és
Ohashi, 1988). Kés6bb tobben is ramutattak arra, hogy a HR tiinetekkel
egyiitt jar6 nemgazda-rezisztencidban tobbféle ROS-nak is lehet szerepe
(Bestwick et al., 1998; Zurbriggen et al., 2009; Kwak et al., 2009).

Egy madsik nem specifikus rezisztenciaforma a nekrotikus tiinetekkel
szembeni ellenall6 képesség. Ilyenkor a novények csak tiineti szinten
mutatnak  ellendllésdagot, a koérokozd  gitldsara vagy  elolésére
sziikségszertien nem keriil sor (Barna et al., 1993; Devadas és Raina, 2002).
Az ilyen tipusu rezisztencidban a szalicilsavnak (SA) és egyes



antioxiddnsoknak van alapvetd szerepe (Barna et al., 1993; Vlot et al.,
2009). Sajat kisérleteim egyik elézménye Cole et al. (2004) megfigyelése:
virusfertéz€s utdn a nekrotikus tiinetekkel szembeni rezisztencia nem
egyforma két dohany fajhibridben, amelyek azonos sziilokt6l szarmaztak
(Nicotiana glutinosa x N. clevelandii). A N. edwardsonii var. Columbia
TMV és TNV virusfertdzésekkel szemben tiinetileg rezisztensebb volt, és
egészségesen is joval tobb szalicilsavat tartalmazott, mint a mésik fajhibrid,
a N. edwardsonii. .

A specifikus novényi rezisztencia egyik nemrég felfedezett formdja a
géncsendesités poszttranszkripcionalis tipusa (PTGS). Ez a mechanizmus
a ,parazita” nukleinsavak, igy a viroidok, virusok és transzpozonok ellen
alakult ki. A fert6zések soran pl. a virus nukleinsav, mint idegen RNS, sajat
maga ellen hat6 géncsendesitést indukal, vagyis virus nukleinsav-
degraddlédést okoz (Baulcombe, 1996; Burgyan, 2007). A csendesiilt gén
ilyenkor ugyan atirédik, de a messenger RNS degradalédik. Ez a
mechanizmus a transzgenikus novényeket el6dllité novénynemesitésben
(ahol a hasznos gén csendesiilésére keriilhet sor), nem kivédnatos jelenség.
Hasznos viszont, ha egy novényi gén funkcidjanak tisztdzasdhoz az adott
gént csendesiteni szeretnénk.

Jelen disszertici6 a nem specifikus rezisztenciaformdk koziil a
nemgazda-rezisztencia és a nekrotikus betegségtiinetekkel szembeni
ellendlld képesség egyik tipusdnak biokémiai és molekuldris bioldgiai
mechanizmusdt kivdnja megvildgitani. A specifikus rezisztencidval
kapcsolatban egy olyan ) esetet mutat be, amikor egy adott virus ellen
hatdsos rezisztencia gén csendesitése (gene silencing) egy masik, nem rokon
virussal kapcsolatban nem fogékonysdgot eredményez, hanem rezisztenciat.

A disszertacio 6 célkitiizései:

1. Prooxiddnsok (reaktiv oxigénfajtdk, ROS), elsdsorban a szuperoxid
€s az antioxiddnsok szerepének tisztdzasa a tiinetmentes (HR-t0l nem fiiggd)
nemgazda-rezisztencidban, 4arpa-, ill. buza-lisztharmattal szembeni
inkompatibilis drpa reakcidkban.

2. Egy nekrotikus tiinetekkel szembeni rezisztencia kialakuldsaban
szerepet kapnak-e az antioxiddnsok, illetve a szalicilsav?

3. Egy virus rezisztencia gén (N) csendesitése hatdssal van-e egy nem
rokon, masik virus fert6zésére?



ANYAG ES MODSZER

A Kisérletekhez felhasznalt novények:
Hordeum vulgare cv. Ingrid Mla, Mlo, 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, cv. Kecskeméti 3F
Nicotiana tabacum cv. Xanthi, N. tabacum cv. Xanthi nahG
N. benthamiana N. edwardsonii, N. edwardsonii var. Columbia
Solanum tuberosum cv. White Lady, S. tuberosum cv. Hopehely
Vitis vinifera cv. Nimrang, cv. Kismish vatkana cv. Bianca

A Kisérletekhez 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)
Dohanylisztharmat (Golovinomyces orontii, BP-1TOB)
Fitoftéra (Phytophthora infestans)Sz016lisztharmat (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
Dohéany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV, Ul torzs)
Dohény nekrozis virus (Tobacco necrosis virus, TNV, E torzs)

A buza- ill. drpalisztharmatos fertdzést fertdzOtoronyban végeztiik, 7
napos egyleveles novényekre szortuk a konidiumokat. Paradicsom- uborka-
€s dohdnylisztharmatos fert6zés soran az inokulumforrasként szolgdld
novény leveleit hozzaérintettiik az &ltalunk fertdzni kivant novény
leveleihez.

A bulza- 4arpa- és zabrozsddval 7 napos egy leveles novényeket
fertdztiink. A fert6zéshez az uredospordkat keményitd oldatban (3,3 g /100
ml viz) szuszpendaltuk.

Phytophthora infestansszal torténd fertdzéshez sporangiumszuszpenzoét
készitettiink, ezt a szuszpenzidt permeteztiik a levelekre.

Pseudomonas syringae baktériumokkal valé fertdzéshez az 1 napos
baktériumtenyészetekbdl szuszpenzi6t készitettiink (7x10° cfu/ml, ill. 7x10®
cfu/ml), melyet sebzés utan a levelekbe infiltraltunk.



TMV-vel és TNV-vel torténd fertdzé€s sordn a virust tartalmazé
leveleket karborundummal és csapvizzel (kb. 1 g levél és 10 ml csapviz)
mozsarban eldorzsoltiik, ezzel az inokulummal kentiik be a fert6zni kivant
novény leveleit.

Szuperoxid-dizmutaz és katalaz bejuttatasa arpalevélbe

Antioxidansokkal torténé kezeléshez szuperoxid-dizmutdaz 3000 U/ml,
és kataldz 5000 U/ml vizes oldatat infiltrdltuk a novények levagott leveleibe
(Kiraly et al., 2008).

Arpalevelek hékezelése

Az intakt arpaleveleket 49 °C-os vizbe meritettiik 45 mdésodpercre, a
leveleket szdradds utan fertdztiik.

A szuperoxid felhalmozédas kimutatasa biokémiai médszerrel

A szuperoxid-szabadgyok reakcidba 1ép a nitro-blue-tetrazoliummal
(NBT), és sotétkék szinli formazdan képzédik. Az NBT-t
vakuuminfiltrdl4ssal juttattuk a levelekbe (Adém et al., 1989). A leveleket
20 percig megvildgitottuk, majd szintelenitd oldatba helyeztiik. A kék szin
1ddbeli megjelenését regisztraltuk.

Génkifejezodési vizsgalatok

A fertozott levelekbodl teljes novényi RNS-t  vontunk ki
szilikagélmembran-oszlopos moédszerrel. Az adott génnek megfeleld cDNS
szintéziséhez €s sokszorositdsdhoz az RNS-bOl reverz transzkripcidval
egybekotott  nukleinsav-sokszorositdst ~ (RT-PCR)  végeztiink. A
génexpresszids kiillonbségek kimutatdsdhoz a mintdkat 1%-os agardzgélen
futtattuk meg, referencidnak (konstitutiv kontroll) dohdnyndl egy aktin-,
arpandl egy ubiquitingén expresszidjat tekintettiik. A génkifejezddés
kvantitativ kimutatdsahoz az tn. valds ideji (real time) kvantitativ RT-PCR
mddszert hasznaltuk.. A génkifejez0dés kiillonbségeinek szdmszeriisitéséhez
az Gn. 2" moédszert (Livak és Schmittgen, 2001) alkalmaztuk, belsé
referenciaként a kordbban emlitett gének szolgaltak.

Szabad és kotott szalicilsav mérése

Szabad és kotott (savasan hidrolizalhatd) szalicilsav méréséhez a
Meuwly and Métraux (1993), ill. Cole et al. (2004) 4ltal leirt modszert
alkalmaztuk. A szalicilsav mérést nagy teljesitményli folyadék
kromatogréafidval (high performance liquid chromatography, HPLC),
deaktivélt, reverz féazisi oszlop segitségével, fluorometrids detektorral
végeztiik.

Paraquatos kezelés

25 uM és 50 uM-os paraquatoldatot készitettiink csapvizben. Az
oldatokat levelekbe injektdltuk, az injektalt teriiletet korberajzoltuk. A
megjelend nekrézis nagysdgabdl és terjedésébol kovetkeztettink a



paraquattal szembeni rezisztencidra. Negativ kontrollként a leveleket
csapvizzel infiltraltuk.

Novénypatogén virusok kimutatasa

TMV és TNV kimutatdsa enzimhez kotott ellenanyag vizsgdlat (ELISA,
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) segitségével

A viruskoncentracié kimutatdsahoz (virus kopenyfehérje detektdlasa
ELISA-val) Clark és Adams (1977) valamint Tébids et al. (1982) modszerét
hasznaltuk. TMV detektdlashoz Bioreba (Reinach, Svidjc), mig TNV
kimutatashoz Loewe (Sauerlach, Németorszig) gyartmanyu
egységcsomagot hasznaltunk, TMV Ul, ill. TNV-E szerotipusra generalt
antitestekkel.

TMYV és TNV kopenyfehérjéjének termelodéséért felelos gén kimutatdsa
polimerdz lancreakcio (RT-PCR) alkalmazdsdval

Novénypatogén virusok kimutatdsdhoz a virusfert6zott novényekbol
teljes novényi RNS-t vontunk ki szilikagélmembran-oszlopos mddszerrel.
Az adott virusgénnek megfeleld cDNS szintéziséhez €s sokszorositisahoz az
RNS-bdl reverz transzkripcidval egybekotott nukleinsav-sokszorositdst (RT-
PCR) végeztiink. A cDNS szintézishez az adott virusgénre tervezett reverz
(visszainduld) inditészekvenciat alkalmaztuk. A kapott cDNS-bdl végeztiik
el a polimerdz lancreakcidt az adott virusgénre specifikus inditészekvencidk
felhaszndlaséaval.

Novénykorokozé baktériumok (Pseudomonas syringae pv. tomato,
P. syringae pv. tabaci) kKimutatasa

A baktériumszdm meghatdrozasdhoz a fert6zott novény leveleibol
kivdgott 0,9 cm atmér6jii levélkorongokat 10 mM-os kélium-foszfat-
pufferben (pH 7,0) dorzsoltik el, majd tobbféle higitisban King’s B
tdptalajra szélesztettiik, és a megjelend kolonidkat megszamoltuk (Ott et al.
2006).

NADPH-oxidaz enzim aktivitisanak mérése

A NADPH-oxiddz  enzimaktivitdis  megdllapitisdhoz  eldszor
sejtmembrant izolaltunk (Xia et al. 2009). Fotométeres meghatarozas sordn
a reakcidelegybe (50 mM HEPES pH 6,8, 0,2 mM NADPH, 0,3 mM NBT)
50 ul szuszpendalt csapadékot adtunk (Addm et al. 1997).



EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

1. A nemgazda-rezisztencia és a gazdarezisztencia lényegének
tisztazasa

Huszonegy gazda/patogén kombindciéban meghatdroztam, hogy a
szuperoxid (O,") felhalmozddds a fert6zés utdn mikor kovetkezik be. A
gazda/patogén kombinacidkban fogékony, tin. gazdarezisztens és nemgazda-
reziszten novények fordultak eld. A szuperoxid felhalmozddasat a nitroblue-
tetrazolium (NBT)-festéssel teszteltem.

- A fogékony gazda/patogén kolcsonhatdsok esetében nincs
szuperoxid felhalmozddds. A gazdarezisztens novényekben (ahol a HR is
megjelenik), a fertdzés utdn 48 ora koriil akkumuldlédik ez a ROS. A
nemgazda-rezisztens novényekben mindig kordbban (24 6éraval a fert6zés
utdn) észlelhetd a O, felhalmozdéddsa. Ez a korai akkumulédcio
Osszefiiggésbe hozhat6 a nemgazda-rezisztens tipus tiinetmentességével (a
HR hidnyaval). A korai O,  képzés viszont kapcsolatban van a NADPH-
oxiddz aktivdldédasdval, amely enzim kozponti szerepet visz a szuperoxid-
képzésben.

- A nemgazda-rezisztencia egyes eseteiben a SOD és a BAX-inibitorl
gén iddlegesen aktivalodik, de késObb visszaszorul. Ennek a folyamatnak
szerepe lehet a tiinetmentességben, azaz a HR hidnydban

- Ha a lisztharmat-ellendll6 arpdban a fert6zés utdni O,  -képzést
hésokkal gatoljuk vagy visszaszoritjuk, ezzel eldsegitjik a fogékony
novényi reakciot az eredetileg ellendlld arpalevelekben. Ezek szerint a
rezisztens novényekben a fert6zés hatdsara felhalmoz6dé ROS-vegyiiletek
(els6sorban a O, de feltehetéen a H,O, és a OH' is) a kérokozok
gatlasanak vagy elolésének fontos — bar nem kizarélagos - meghatarozo
tényezoi.



2. Nekrotikus tiinetekkel szembeni rezisztencia mechanizmusanak
vizsgalata

Két dohanyfaj keresztezé€sébodl (Nicotiana glutinosa x N. clevelandii)
szarmazik a Nicotiana edwardsonii. Egy udjabb, hasonld keresztezés
eredménye a N. edwardsonii var. Columbia. A két keresztezési szarmazék
egymastol eltérd rezisztencidt mutat a virus-okozta nekrotikus tiinetekkel
szemben. A rezisztencia mechanizmusat vizsgdlva a kovetkezd
eredményekre jutottam:

- A N. edwardsonii var. Columbia a dohdny nekrézis virus (TNV)
fertézésével szemben valddi rezisztencia-valasszal tlinik ki, ami azt jelenti,
hogy mind a virus replikdci6ja, mind a nekrotikus tiinetek képzése
visszaszorul, ha a reakcidkat a masik keresztezési szarmazék valaszahoz
hasonlitjuk. Ha a ’Columbia’ novényeket a dohdny mozaik virussal (TMV)
fert0zziik, akkor elsOsorban csak tiineti rezisztenciarol besz€élhetiink, a virus-
replikacio gatlasarol kevésbé.

- Ha a var. Columbia dohdnynovényt egy szalicilsav-felhalmozddasra
nem képes transzgenikus (nahG) dohanyvonallal keresztezziikk, a
szalicilsavszint teljesen lecsokken, és a virusrezisztencia (TNV és TMV
fert6zésénél egyarant) megsziinik. A szalicilsav tehat fontos szerepet jatszik
a ’Columbia’ novények rezisztencidjaban.

- A kisérletek alapjéan feltételezhetd, hogy a *Columbia’ novényekben
egy allanddan aktivélt ,szerzett rezisztencia” mikodik, mert ezekben a
novényekben nemcsak a szalicilsav-, de a O, *~ koncentracié is mdr
fertdzetlen allapotban is magasabb, mint a fogékonyabb masik keresztezési
szarmazékban.

- A novényi rezisztencidt jelzd patogenezissel kapcsolatos egyik
fehérje génjének expresszidja (NgPRI) a ’Columbia’ novényekben mar
fertdzetleniil is rendkiviil erds, mig a fogékonyabb N. edwardsonii-ban még
a virusos fertézés utan is alig detektalhat6. A NgPRI gén aktivaldédasa is
jelzi a ’Columbia’ novények fokozott rezisztencidjat.

- A szalicilsav éltal biztositott rezisztenciafolyamat elhaldsos tiineteket
eldidéz6 baktériumokkal (Pseudomonas syringae pv. tabaci és P. syringae
pv. tomato) szemben és abiotikus stresszekkel (paraquat) szemben is
hatdsosnak mutatkozott.



3. A TMV ellen haté N virusrezisztencia gén csendesitésének hatasa
egy nem rokon virus (TNV) altal eloidézett fertézésre

A kutatasi eredmények vélaszt adnak arra a kérdésre, hogy a dohany
mozaik virus (TMV) ellen hatdsos N rezisztencia gén ,kikapcsoldsa”, azaz
poszttranszkripciondlis csendesitése milyen hatdssal van egy madsik, nem
rokon virus, a dohdny nekrézis virus (TNV) altal eldidézett fertozésre.

- Ha a Nicotiana edwardsonii-ban az N rezisztencia gént csendesitjiik,
csokken a novény rezisztencidja a TMV fert6zéssel szemben, vagyis
fokoz6dik a fogékonysdg, mert a virus terjedése a géncsendesitett
novényben tobb nappal korabban észlelhetd, mint a nem csendesitett
kontrollban.

- Az N-gén csendesitése a TNV-vel fertézott dohdnyban nem
csokkenti, hanem fokozza a rezisztencidt, vagyis a TNV mennyisége és a
kivaltott tiinetek (HR) eréssége csokken. Ez az N géncsendesités tehat eltérd
hatast fejt ki a nekrodzis virussal kapcsolatban, mint a TMV-vel.

- A N. edwardsonii-ban az N-gén csendesitése altal kivaltott fokozott
TNV rezisztencia oka nem a patogenezissel kapcsolatos gének indukcidja,
mivel két ilyen védekezési gén (NgPR-1 és NtSGT) expresszidja TNV
fert6zés utan kozel azonos mértékben aktivalédott mind a vadtipusi, mind a
transzgenikus géncsendesitett novényekben.

Ertékelésként megdllapithaté, hogy a nem-gazda rezisztencia egyik
meghatéroz6 oka a korai O, felhalmozédds. Ez a jelenség okozhatja, hogy
a legtobb nemgazda-rezisztencia esetében a HR kialakuldsa is
megakadalyozddik, vagyis lathat6 tiinetek nem jelennek meg a fert6zott, de
rezisztens novényi részeken. A  gazdarezisztens novényekben is
felhalmozddik a O, amely itt is gétolja a patogéneket, de legtbb esetben a
késon bekovetkezd gatlas miatt a hiperszenzitiv reakcié (HR) kialakulhat.
Fogékony novényekben a fertdzés utdn nem halmozddik fel a kdros O, .
Ezt a torvényszertiséget huszonegy gazda/patogén kapcsolatban igazoltam.
Ismeretes, hogy a szuperoxid felhalmozddéasa kovetkeztében egyéb ROS
tipusok is keletkezhetnek, amelyeknek ugyancsak szerepiik lehet a patogén
gatlasdban, ill. a HR sordn a lokdlis nekrotikus tiinetek kialakuldsaban. A
leggyakoribb ROS tipusok a hidrogén-peroxid (H,O,), valamint a beldle
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keletkez hidroxil-szabadgyok (OHe). A hidrogén-peroxid karos hatdsdt
tobb rezisztens novény/patogén kombindcidban is észlelték (cf. Kirdly et al.,
2007).

A nekrotikus tiinetekkel szembeni virus rezisztencia (TMV és TNV)
egyik alapja a szalicilsav rezisztenciat fokozd hatdsa. Ez a rezisztencia
nagymértékben csokken azokban a Nicotiana edwardsonii var. Columbia
novényekben, amelyeket egy  szalicilsav-felhalmozasra  képtelen
transzgenikus (nahG) dohanyvonallal kereszteztem. A ’Columbia’
novényekben egy allanddan aktivalt rezisztencia mitkodik, mert ezekben a
novényekben nemcsak a szabad- és Kkotott szalicilsav-, de a Oy
koncentraci6 is mér fertdzetlen dllapotban is magasabb, mint a fogékonyabb
véltozatban. A szalicilsav 4ltal biztositott rezisztencia a nekrotikus tiineteket
el6idézd baktériumokkal és abiotikus stresszel szemben is hatdsos. A
’Columbia’ novényekben egy PRI protein génjének expresszidja mar
fertdzetleniil is rendkiviil erds, mig a fogékony Nicotiana edwardsonii-ban
alig kimutathatd, még a virusfertézés utdn is. Ez a jelenség a
’Columbia’ndvények fokozott rezisztencidjanak megbizhaté markere.

Kisérleteim sordn beigazolddott, hogy egy virusrezisztencia gén
csendesitése egy novényi virusfertézésre eltéré modon hat kiilonb6zd, nem
rokon virusok fertdzésére. A kisérletekben kimutattam, hogy az N
virusrezisztencia-gén csendesitése teljesen ellenkezd mddon hat a dohdny
mozaik virusra, mint a dohany nekrézis virusra.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Huszonegy gazda/patogén  kombindcié  vizsgdlata  alapjan
megallapitottuk, hogy a fogékony kapcsolatokban (amikor a tipikus
betegség kialakul), a fertdzés utdn nincs szuperoxid (O,") felhalmozddas.
Az olyan gazdarezisztens ndvényekben, ahol a hiperszenzitiv reakci6 (HR)
is kialakul, van O, akkumuldcié, mégpedig a fertézés utdn 48 6ra koriil. A
nemgazda-rezisztens novényekben jelentdsen kordbban, kb. 24 6ra utan van
0O, akkumuléci6, és ez Osszefiiggésbe hozhaté a tiinetmentességgel. A
nemgazda-rezisztens novényekben a O, korai felhalmozdddsa egyiitt jar az
NADPH-oxidaz enzim korai aktivalodasaval, amely a szoban forgé reaktiv
oxigénforma képzésében kozponti szerepet jatszik.

2. A rezisztens novények fert6zés utdni O, képzOdésének gatldsaval
vagy visszaszoritisdval, az eredetileg rezisztens novény részlegesen
fogékonnya valik. Ezek szerint a O, (feltehetéen a hidrogén-peroxid
[HyO,] és hidroxil szabadgyok [OH'] is) a ndvénykorokozok gatldsdanak
vagy elolésének fontos — bar nem kizarélagos - meghatarozé tényezdje. A
nemgazda-rezisztencidban egy szuperoxid dizmutdz (SOD) és a BAX-
inhibitor]  génjének  4tmeneti  aktivdléddsa szerepet jitszhat a
tiinetmentességben (a HR gatldsaban).

3. Korabbi vizsgalatok szerint a Nicotiana edwardsonii egyik valtozata,
a var. Columbia, azért mutat rezisztenciit a dohany nekroézis virus (TNV) és
dohany mozaik virus (TMV) fert6zés lokdlis nekrotikus tiineteivel szemben,
mert egészségesen, de fertdzés utdn is nagy mennyiségli szalicilsavat
halmoz fel, vagyis genetikailag allandéan aktivdlt ,rezisztens” allapotban
van. Kimutattuk, hogy a szalicilsav mesterséges csokkentésének
kovetkeztében az ellendll6 képesség megsziinik, vagy nagyon jelentdsen
csokken.

4. A rezisztencia a TNV-fertozott N. edwardsonii var. Columbia
novényekben nemcsak a tiinetekkel szemben érvényesiil, hanem a TNV
replikacidja is gatlodik. A TMV-vel szemben viszont elssorban a tiinetek
(nekrézisok) gatlasaban nyilvanul meg a var. Columbia ellendll6 képessége,
a virusreplikdcié alig gatlodik. A szalicilsavtartalommal 0Osszefiiggod
rezisztencia jelentésen csokkenti két baktériumos fert6zés nekrotikus
tiineteit, valamint a baktériumszaporodast, €s hatdsos egy abiotikus
(paraquat-) stressz szoveti elhaldsai ellen is.

5. A TMV-vel szemben hatdsos N-rezisztenciagén csendesitése a N.
edwardsonii-ban éppen ellenkezden hat a TNV, azaz egy nem rokon virus

12



fertozésére, mint a TMV-re. Az N-gén csendesitése fokozza a TMV
terjedését, vagyis a rezisztencia csokken, mig a TNV-fertdzés esetén a
rezisztencia fokozddik, azaz a virus mennyisége csokken. N. edwardsonii
novényekben az N gén-csendesitése nincs hatdssal egy patogenezissel
kapcsolatos gén (NgPRI), valamint egy szalicilsav anyagcserével
kapcsolatos gén (NtSGT) kifejezddésére, vagyis a TNV-vel szembeni
fokozott rezisztencia nem ezek segitségével valosul meg.
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