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KIVONAT

Haromféle koérokozo-névény kolcsdnhatdsban vizsgaltuk a betegségrezisztencia
kiilonbo6z6 tipusait kisérd biokémiai és genetikai valtozasokat.

A burgonya Rx1 rezisztenciagénje a burgonya X virussal (Potato virus X, PVX)
szembeni tlinetmentes extrém rezisztenciat (ER) hatarozza meg. Kimutattuk, hogy az
Rx1 gént kifejez6 dohany (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) a hazai PVX Ny
torzzsel szemben is ER-t ad. A virusreplikaci6 korai gatlasa miatt az ER-nél nincs id6 a
HR tinetek (hiperszenzitiv lokélis nekrozis) kialakitasara, de a virusgatlas
mechanizmusa tisztazatlan. Egy reaktiv oxigénfajta (reactive oxygen species: ROS), a
szuperoxid (O,") felhalmozddasa az ER-t mutaté ,,Rx” dohanyban jol korrelélt a PVX
rezisztencidval. A PVX-szel fert6zott ,Rx” dohdnyban a szuperoxid szintjének
mérsékelése (antioxidans infiltralas, keresztezés ROS-termelésben gatolt dohannyal) az
ER-t megtorte igy hiperszenzitiv reakcid (HR) szerli lokalis nekrozis alakult ki, és a
PVX - titer megnétt. PVX-re fogékony dohanyban (cv. Samsun NN) egy
szuperoxidképzé agenssel (riboflavin/metionin) torténd kezelésre részleges PVX -
rezisztencia alakult ki: a HR-szeri lokalis nekrozis megjelenésével a virusszint is
alacsonyabb volt. A PV X-szel szembeni tinetmentes (ER) és a dohany mozaik virussal
(Tobacco mosaic virus, TMV) szembeni HR tipusl rezisztenciat az ,,Rx” dohanyban
Osszehasonlitva kimutattuk, hogy az ER soran a HR-nél aktiv névényi védekezési
folyamatok (pl. sejthalél-, ill. ROS-szabalyozd gének, antioxidansok miikdése) alig
észlelhetok.

A ndvényi betegségrezisztencia kertészeti oltassal is atvihetd, de a rezisztencia
atvitelének élettani hattere nem ismert. Egy paprikalisztharmatra (Leveillula taurica)
fogékony étkezési paprika (Capsicum annuum cv. Total) rezisztenssé valt, ha ellenallé
cseresznyepaprikara (C. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) oltottuk. Az oltéssal
atvihetd, tiinetmentes (HR nélkiili) lisztharmat rezisztencia jol korrelalt a szuperoxid -
felhalmozédassal és a NADPH-oxidaz — aktivitassal. Emelett tobb mas védekezési
folyamat miikddése is eldrejelezte: magas szabad szalicilsavszint, spontan sejtelhalasok,
magas CaPR-1, CaPR-2, alacsony CaMlol, CaMlo2 génexpresszi6. A lisztharmat
rezisztencia néhany biokémiai markere (fokozott NADPH-oxidaz aktivitds, magas
CaPR-1, CaPR-2, alacsony CaMlol, CaMlo2 expresszid) az oltott, rezisztens paprikak
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utoédainak felében 6roklédott. A markerek koziil négy (fokozott NADPH — oxidaz -
aktivitds, magas CaPR-1 és CaPR-2, alacsony CaMlo2 expresszid) feltehetéen
kapcsoltan 6roklddik, nagyrészt ugyanazokban az utédokban fordult elé. Harom marker
(fokozott CaPR-1 és CaPR-2 génexpresszio, alacsony CaMlo2 expresszio) a
keresztezett sajat gyokerit fogékony és rezisztens paprika F; utddainak [Total (Q) x
Szentesi (3)] felében szintén kapcsoltan 6rokl6dott.

Egy fontos ndvényi ROS, a szuperoxid felhalmozodasa meghatarozo tényezdje két,
tinetmentes (HR nélkili) rezisztencianak: dohanyban a PVX-szel szembeni extrém
rezisztencidnak és paprikdban a lisztharmattal szembeni, oltdssal atvihetd

ellenalldsagnak.
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ABSTRACT

Accumulation of the plant reactive oxygen species (ROS), superoxide (O," )
contributes to symptomless (no HR-type necrosis) resistance: in tobacco, extreme
resistance (ER) to Potato virus X (PVX) and in pepper, graft-transmissible resistance to
powdery mildew (PM, Leveillula taurica). Reduction of O, =~ (ROS) accumulation
during ER to PVX partially breaks ER, while elevation of O," ~ levels in PVX
susceptible tobacco confers partial PV X resistance: HR-necrosis appears and PV X titers
decrease. In PM-resistant pepper (‘Szentesi’, Szentesi+Total grafts) O,"~ accumulation
correlates with NADPH oxidase activity and graft-transmissible PM resistance.
Biochemical markers of graft-transmissible PM resistance (NADPH oxidase activity,
high CaPR1, CaPR2, low CaMlol, CaMlo2 expression) are inherited in progeny of
resistant pepper. Further research should clarify function(s) of O," ~ in symptomless

plant disease resistance.
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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A ndvények altalaban sikeresen védekeznek az dket tdmado korokozok
fertdzésével szemben, de ez olykor mellékhatasokkal is jarhat, pl. a
megtamadott névényi szévetek elhalasaval, vagy lassabb novekedéssel.
A betegségek elleni vedekezés (rezisztencia) akkor hatékony, ha gyors
lefolyasu, a kérokozét hamar hatéstalanitja, és igy a névényi szervezet
eréforrasait kevésbé koti le. Ilyenkor a gazdandvény Aaltaldban
tiinetmentesen képes az adott korokozo fertdzésének ellendllni. A
novénynemesités, ill. a mezOgazdasagi gyakorlat szdmara ezért fontos
lehet az olyan termesztett novényfajtak eldallitdsa, amelyek egy vagy
tobb korokozoval szemben tlinetmentesen képesek védekezni.

A novényi betegségrezisztencia kialakulasa szamos élettani folyamattal
kapcsolatos: Ilyenek pl. az antimikrobialis vegyiiletek felhalmozddasa, a
sejtfal megerdsitése, a lokalizalt sejt- és szovetelhalas (HR), valamint a
reaktiv oxigénfajtak (reactive oxygen species: ROS) felhalmozddasa. A
ROS, azon beldl is a szuperoxid (O," 7) és hidrogén-peroxid (H,0,)
kettdés szerepet jatszanak a novényi betegségrezisztencidban: Kis
koncentracidban a rezisztencia jelatvivéi, mig nagy mennyiségben a
gazdandvényt és a korokoz6t is karosithatjak.

Az Rx1 gén altal a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) ellen
biztositott Un. extrém rezisztencia tlnetmentes, azaz hiperszenzitiv
reakcio (HR, lokalis sejt- és szovetelhalas) nélkuli extrém ellenalld
képesség nyilvanul meg burgonyaban és dohanyban (Bendahmane et al.,
1999). Ennek az extrém rezisztencidnak az okat a kutatok abban lattak,

hogy a virusreplikacio gatlasa olyan koran kovetkezik be, hogy nincs id6
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a hiperszenzitiv tunetek kialakitdsara. A virusgatlas mechanizmusa
azonban mind ez idaig ismeretlen.

Az MTA ATK Novényvedelmi Intézetében végzett eldkisérleteink
szerint a PVX fertézésre extrém rezisztens dohanyban (Nicotiana
tabacum cv. Samsun NN Rx1) kismértékben megemelkedik a szuperoxid
mennyisége, a fogékony novényekhez képest. Ezek szerint a PV X-szel
szembeni tinetmentes, extrém rezisztencia egyik oka az Rx gén Altal
biztositott nagyon korai szuperoxid (ROS) felhalmozddas lehet, amely a
virus replikaciojat gatolhatja.

A Kkertészeti oltassal atvitt  betegsegrezisztenciat Ujabban a
z6ldségndvenyeknél is egyre gyakrabban alkalmazzak, els6sorban a talaj
eredetli korokozok ellen (Louws et al., 2010; Al-Mawaali et al., 2012,
Guan és Zhao, 2012). Az oltassal atvitt rezisztencia pontos élettani,
biokémiai és genetikai hattere azonban jelenleg tisztazatlan.

Az MTA ATK Novényvédelmi Intézetében és a Szegedi
Tudoméanyegyetem  Mezdgazdasagi  Kardan  végzett  eldzetes
megfigyeléseink szerint a paprikalisztharmat (Leveillula taurica)
gombaval szemben rezisztens cseresznyepaprika (Capsicum annuum var.
cerasiforme), mint alany, atadhatja rezisztenciajat a raoltott fogékony
étkezesi paprikanak (C. annuum).

A fokozottan lisztharmatrezisztens (tinetmentes) Szentesi
cseresznyepaprikaban, ill. a rdoltott, eredetileg fogéekony fajtaban viszont
joval nagyobb mértékii a szuperoxid-felhalmozodas, mint a sajat gyokerii

fogékony paprikaban.
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Doktori munkam 6 célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. Dohényban az Rx1 gén altal a burgonya X virus (PVX) ellen

biztositott tlinetmentes, Un. extrém rezisztenciaban van-e tényleges

szerepe a fertdz€s utani korai szuperoxid felhalmozddasnak?

Hogyan befolyasolja az extrém rezisztenciat, ha a novényi
szuperoxid (ROS) mennyiségét csokkentjiuk (antioxidansok
infiltralasaval, ill. ROS-termelésben gatolt dohannyal torténd
keresztezéssel)?

Kialakithaté-e a PVX - rezisztencia, ha fogékony névényekben
ROS-képz6 agensek segitségével a szuperoxid mennyiségét
noveljuk?

A PVX-szel szembeni tlinetmentes extrém rezisztencidban
hogyan valtozik egyes védekezessel kapcsolatos névenyi gének
expresszidja, 6sszehasonlitva a dohany mozaik virus (TMV)
fertézésére kialakulo hiperszenzitiv (HR, lokalis sejt- és

szovetelhalds) tipusu ellenéllé képességgel?

2. Cseresznyepaprikdban (Capsicum annuum var. cerasiforme) a

paprikalisztharmat-gomba (Leveillula taurica) fertézésével szembeni,

oltassal atviheto tiinetmentes rezisztencia élettani hatterének feltarasa.

A cseresznyepaprika oltassal atvihetd lisztharmat rezisztenciaja
egyutt jar-e a kérokozo gatlasaval?

A lisztharmatrezisztens noveények nagy szuperoxid - tartalma
milyen 0Osszefuggésben all a rezisztenciaval, ill. a novény

vedekezési folyamataival?
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e A szuperoxid felhalmozddasahoz kapcsolodd génexpresszids, ill.
enzimaktivitas -  valtozasok, mint rezisztenciamarkerek,
oroklodnek-e a rezisztens sajat gyokert, ill. oltott paprikak

utddaiban?
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2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. A novenyi betegsegrezisztencia legfontosabb formai

A gazdandvény - koérokozd kapcsolatok alapvetéen kétfélék lehetnek:
kompatibilisek (fogékonyak) vagy inkompatibilisek (rezisztensek). A
ndvényekben az evolicié soran sokféle rezisztenciaforma alakult ki az
Oket tamadd korokozokkal szemben. A rezisztenciaformak két alapvetd
csoportja a velesziletett (innate) valamint a szerzett (acquired)
rezisztencia. A velesziiletett rezisztencian beliill megkiilonboztetheté az

un. altalanos vagy nem-specifikus, és a specifikus ellenallo kepesség.

2.1.1. Altalanos (nem-specifikus) rezisztencia

Az altalanos ellendllo képességre jellemzd, hogy minden, a ndvény
szamara idegen organizmus szaporodasat gatolja. A ndvényvilagban a
legaltalanosabb, nem specifikus ellenallésag az un. nemgazdandvény-
rezisztencia (Heath, 2000; Nurnberger és Lipka, 2005; Gill et al., 2015;
Lee et al., 2017), amikor egy adott névényfaj minden egyede rezisztens a
legtobb korokozd faj minden toérzsével (rasszaval) szemben. Ez a
tobbnyire tiinetmentes (sejt- és szovetelhalas nelkdli), esetenként lokalis
szOvetelhaldssal hiperszenzitiv reakcidval (HR) Kkisért vedekezés az
¢lévilagban leginkabb elterjedt és egyik leghatékonyabb és legtartdsabb
ndvényi rezisztenciaforma, hiszen a legtébb ndvény a legtobb
korokozoval szemben ellenallo (Mysore és Ryu, 2004; Schulze-Lefert és
Panstruga, 2011).
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Dolgozatom témavalasztasa miatt kiilon megemlitendd az altaldnos (nem
specifikus) ellenall6 képesség két tiunetmentes (lathatd szovetelhalas
nélkali) formaja: a nem rassz-specifikus mlo rezisztencia és az un.

kvantitativ rezisztencia.

2.1.1.1. Nem rassz-specifikus mlo-rezisztencia

Ezt a szabad szemmel tlinetmentes rezisztenciaformat arpaban fedezték
fel, amely az arpa - lisztharmatgomba (Blumeria graminis f. sp. hordei)
kiilonb6z6 patogén rasszai ellen hatasos és az Mlo gén recessziv mutans
alléljei (mlo) kodoljak. Az mlo mutéciok altal meghatarozott rezisztencia
egy tartos, nem rassz-specifikus, szabad foldon is hatasos lisztharmat-
ellenalldsdgot biztosit szdmos termesztett tavaszi arpafajtaban mér
hosszu évtizedek ota (Jergensen, 1992). Az mlo-rezisztens névényekben
a lisztharmat altal megtamadott, de ellendllo epidermisz sejt un.
papillakat (sejtfal-vastagodasokat) képez, amely feltételezhet6en gatolja a
fertdz6 gomba novekedését (Koga et al., 1990; Hiickelhoven et al.,
1999). Az Mlo gén terméke egy transzmembran fehérje, amelyet a
lisztharmat-rezisztencia, ill. a noévényi sejthalal negativ regulatoranak
tekintenek (Buschges et al., 1997), és az arpan kivul tébb mas egy- és
kétszikli ndvényben is megtalalhatd, tobbek kozott buzaban,
paradicsomban és paprikaban (Consonni et al., 2006; Zheng et al., 2013a;
Acevedo-Garcia et al.,, 2014). Ezek szerint az mlo mutacidk altal
meghatarozott, nem rassz-specifikus rezisztencia a noévényvilagban
elvileg egy meglehetésen daltalanosnak tekinthetd lisztharmat-

ellenallosagi forma lehet.
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2.1.1.2. Kvantitativ rezisztencia

Ez az altalanos (nem specifikus) rezisztenciaforma voltaképpen egy lassu
sporulaciot eldidézé vagy csak enyhe fogékonysagi tlinetekben
megnyilvanuld (rate-limiting) ellenalloképesség. Hangsulyozandd, hogy
ilyenkor a rezisztencidnak nincs szabad szemmel lathato, nyilvanvald
tinete. A kvantitativ rezisztenciat (lassu sporulécio) rozsdabetegsegeknel
és pl. a burgonya fitoftoras betegsége esetében irtak le (Song et al.,
2003). A védekezési folyamat sejtszintii és molekularis mechanizmusa is

tisztazatlan.

2.1.2. Specifikus (gén-génnel szembeni) rezisztencia

Az Un. gén-génnel szembeni (gene for gene) specifikus ellenall6
képesség (gazda-rezisztencia) talan a legismertebb és leginkabb kutatott
novényi rezisztenciaforma, amely csak genetikailag meghatarozott
korokoz6 - novény kapcsolatokban miikodik, és sok esetben a
megtamadott novényi sejtek/szOvetek és a korokozé halalaval
(programozott sejthaldl) jar egyitt (hiperszenzitiv /talérzékenységi/
reakcio, HR) (Klement, 1982; Goodman és Novacky, 1994). E
rezisztenciaforma felhasznalasadval sikeresen eldallithatok rezisztens
novényfajtak, de az ellenalld képesség egy adott kdrokozdnak csak
egyetlen vagy néhany torzsével (rasszaval) szemben érvényesil, és a
korokozo Uj torzsek (rasszok) kialakitasaval hamar le tudja torni ezt a
tipusu névényi vedekezést (Flor, 1971; Jones és Dangl, 2006; Bent és
Mackey, 2007).
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Dolgozatom témavalasztasa miatt kilon megemlitends, hogy a specifikus
(gen-génnel szembeni) ellenalld képességnek léteznek tlinetmentes (HR

nélkali) tipusai is, az Un. extrém rezisztencia, ill. ,,immunitas”.

2.1.2.1. Extrém rezisztencia és ,,immunitas”

A specifikus (gén-gennel szembeni) rezisztencia kilénleges formaja az
extrém ellenalléképesség, amelyet régebben ,,immunitas”-nak vagy
»~immunis valasz”-nak neveztek. Itt nem fejlédik ki a HR, azaz nincsenek
lokélis sejt- és szdveti elhalasok az ,,immunis” névény megtamadott
szervein. Az extrém rezisztencia elsdsorban virusfertézésekkel szemben
érvényesul. A legalaposabban jellemzett extrém rezisztencia a burgonya
X virus (Potato virus X, PVX) ellen érvényesil, a rezisztenciat a
burgonya Rx1 vagy Rx2 génje iranyitja (Bendahmane et al., 1999, 2000).
Ez egy tipikus gén-gennel szembeni rezisztenciamechanizmus, amely
gyorsan kialakul, és emiatt nem teszi lehetové a HR kifejlodését. Ehhez
formailag hasonlé ,,immunis” gyors valasz észlelheté bizonyos
buzafajtdknal a szérrozsda (Puccinia graminis f. sp. tritici) néhany
torzsevel (rasszaval) szemben (Stakman et al., 1944). A névenyi extrém
rezisztencia, ill. ,,immunitas” pontos élettani-biokémiai hattere jelenleg
nem ismert, igy az sem, hogy mi 6li meg vagy mi gatolja a virust, ill.

gombaét az extréem maddon ellenallé névényben.

2.1.3. Az altalanos (nem-specifikus) és specifikus rezisztencia kozotti
kapcsolat — a névények két védelmi vonala
Az ut6bbi évek kutatasai szerint a névényekben az altalanos és specifikus

rezisztencia folyamatai egymasra epulnek (Tsuda és Katagiri, 2010;
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Spoel és Dong, 2012; Gassmann és Bhattacharjee, 2012; Dangl et al.,
2013). A novények elsé védelmi vonala az altalanos, nem-specifikus
rezisztencia, amelyet dontéen a — korokoz6 és nem korokozo -
mikroorganizmusok  sejtfelszini molekularis mintézatai (microbe-
associated molecular pattern, MAMP; pathogen-associated molecular
pattern, PAMP) valtanak ki, amikor ezeket felismerik a ndvények
korokozo-felismeré receptor fehérjéi (pathogen recognition receptor,
PRR). Ez az un. alap (bazélis) rezisztencia, amely tiinetmentes és
valamennyi koérokozdval szemben megnyilvanul (Jones és Dangl, 2006;
Boller és Felix, 2009; Lacombe et al., 2010). Egyes kdérokozok viszont
képesek gatolni ezt a nem-specifikus rezisztenciat, mivel olyan, un.
effektor fehérjéket juttatnak a névénybe, amelyek elésegitik a korokozod
bejutasat, terjedését, igy kialakul a fogékonysag. Bizonyos névényekben
azonban ilyenkor miikddésbe 1ép egy masodik védelmi vonal, amely az
adott novényfajtara és korokozo torzsre (rasszra) specifikus ellenalld
képességet (gén-génnel szembeni vagy gazda-rezisztenciat) eredményez,
ugyanis egy adott novényi rezisztenciagén fehérjetermeke (R fehérje)
kozvetleniil vagy kozvetve felismeri a korokozd megfeleld effektorat
(avirulencia /Avr/ fehérjéjét) (Flor, 1971; Gassmann és Bhattacharjee,
2012; Dangl et al., 2013).

A gén-génnel szembeni vagy gazdarezisztencia tobbnyire sejt-, ill.
szoveti elhalassal (HR) jar, mig a nemgazda-rezisztencia altalaban
tinetmentes (nincs HR), tehat Iényegében azonos a PAMP-indukalta,
nem-specifikus (alap) rezisztenciaval. A tiinetmentes (l-es tipusu)
nemgazda-rezisztencia (Mysore és Ryu, 2004; Senthil-Kumar és Mysore,

2013) egyik lehetséges oka a gazda-, és a nemgazdandveny kozotti
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viszonylag nagyobb rendszertani tavolsag (pl. dohany eés arpa),
feltehetben azért, mert a korokozd effektorai “nem talaljak” a
fogékonysag kialakitdsdhoz szlikséges novényi célfehérjéket, de a
gazdarezisztencia indukéaldsdhoz szikséges R  fehérjéket sem.
Ugyanakkor bizonyos esetekben a nemgazda-rezisztencia is jarhat HR-rel
(ll-es tipus), altaldban akkor, ha a gazda- és a nemgazdandvény kozeli
rokonok (pl. dohany és paprika) és ezért a korokozo effektorok névényi
celfehérjéi is hasonldk (Schulze-Lefert és Panstruga, 2011).

2.1.4. Szerzett rezisztencia

A szerzett rezisztencia soran egy tobbnyire sejt- és szoveti elhalassal jaro
elsddleges fertdzEs utan a novény rezisztens lesz késébbi fertézésekre, ill.
abiotikus stresszekkel szemben (Ku¢, 1982; Ryals et al., 1996; Fu és
Dong, 2013). llyenkor a szerzett rezisztencia az els6 fertézés kornyékén
(lokélisan) vagy egészen tavoli novényi szervekben (szisztemikusan) is
kialakulhat (Ross, 1961a, b). Ez a rezisztenciatipus tehat nem specifikus,
és ez azt is jelenti, hogy altalaban az indukalt rezisztenciat kivaltd
aktivatorok sem specifikusak, rendszertanilag egymastol tavol allé
novényekben is miikodnek, és kémiailag egymastol eltéré vegyuletek. A
szalicilsav (SA) az elsé olyan vegyiiletek egyike, amelyrdl kimutattak,
hogy névényi betegség ellenalldsagot valt ki. A szerzett rezisztencidban a
SA felhalmozddasa az els6é fert6zés utdn a tavoli levelekben is
megfigyelheté (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990), de nem ez a
vegyiilet a szisztemikus jelatvivé, hanem tobbek kozott a SA metilalt

szarmazéka (MeSA) és egyéb vegyuletek (pl. azelainsav, pipekolinsav,
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glicerin-3-foszfat, DIR1 lipid transzfer protein) (Park et al., 2007; Adam
etal., 2018).

2.2. A novenyi betegségrezisztencia fontosabb biokémiai faktorai

A novények kulonféle élettani-biokémiai mechanizmusokon alapulo
stratégiakkal igyekeznek védekezni a kdrokozdk tamadasa ellen. llyen
vedekezési stratégiak az antimikrobialis vegyuletek (pl: fitoalexinek)
felhalmozddasa, a sejtfal megerdsitése (papillaképz6dés), lokalizalt sejt-
és szoOvetelhalas (hiperszenzitiv reakcio, HR), reaktiv oxigénfajtak
felhalmozddasa (Goodman et al., 1986; Jones és Dangl 2006; Torres,
2010; Spoel és Dong 2012; Lehmann et al., 2015).

Dolgozatom témavalasztasahoz kapcsolodoan elsésorban 1) a reaktiv
oxigénfajtdk és az azokat semlegesit6 antioxidansok, 2) az un.
patogenezissel kapcsolatos (PR) fehérjék, ill. kodold genjeik (PR gének),
valamint 3) egy fontos hormonvegyllet, a szalicilsav (SA) novényi
betegségrezisztenciaban betoltott szerepe kerll ismertetésre.

2.2.1. Reaktiv oxigénfajtak, antioxidansok, névényi betegségrezisztencia
A novények kiilonbozd stresszekre (pl. szarazsag, hémérsékletvaltozas,
korokozo fertézése) adott valasza tobbek kozott az un. reaktiv
oxigénfajtak (reactive oxygen species: ROS) felhalmozodasa, amely
oxidativ stresszhez vezethet. Bizonyos mértéki alland6 ROS-
felnalmozodas eukaridta (novényi) szervezetekben normaélisnak
tekinthetd (pl. fotoszintézis és 1égzési lanc elektrontranszportja), de a

novények aktivan is képesek ROS eloallitasara korokozok tdmadasa (és
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egyeb stresszek) esetén. Oxidativ stressz soran viszont a ndvényben
felborul a ROS (prooxidansok) és az antioxidansok kozotti egyensuly a
ROS javara. A reaktiv oxigénfajtak kozé tartoznak a pérositatlan
elektronnal rendelkezd oxigén - szabadgyokok, pl. a szuperoxid (O27),
hidroxilgyok (OH"), valamint olyan molekulak, mint a hidrogén-peroxid
(H,0,) és a szinglett oxigén (*O,), melyekbdl reakcidik soran szabad
gyokok képzodnek.

A szuperoxid (O,") molekularis oxigénbdl egyelektronos redukcidval
keletkezd, mérsékelten reakcioképes, rovid €letidejii forma. Nem képes a
membranokon keresztili diffGziora, de protonalt form4ja, a hidroperoxil
(perhidroxil) - gydk (HO,"), lipidoldékonyabb. A szuperoxid - és a
hidroperoxil - gyok az ¢16 sejtekben sav - bazis egyensulyt alkot. A
szuperoxid kozvetlenll hidrogeén-peroxidda redukalddik, ez altalaban
spontan (enzimes katalizis nélkili) folyamat, de szuperoxid-dizmutaz
(SOD) segitségével is lejatszodhat (Elstner, 1982; Cadenas, 1989;
Sutherland, 1991; Apel és Hirt, 2004; Halliwell és Gutteridge, 2015).

A szuperoxid-dizmutazok a bennik talalhaté fémek alapjan harom
kiilonb6z6 csoportba sorolhatok: vas szuperoxid-dizmutazok (FeSOD),
mangéan szuperoxid-dizmutazok (MnSOD) és réz-cink szuperoxid-
dizmutdzok (Cu-ZnSOD). Szdmos noOvényi sejtszervecske, mint a
Kloroplasztisz, a mitokondrium, a peroxiszoma, a citoplazma és az
intercellularis tér is mind tartalmaznak szuperoxid-dizmutazt (Alscher et
al.,, 2002; Miller, 2012). A vas szuperoxid dizmutazokra (FeSOD)
jellemz6, hogy a novényi sejt kloroplasztiszaiban fejtik Ki hatasukat. A
MnSOD  enzimek  eukariota  sejtek  mitokondriumaiban  és

peroxiszomaiban talalhatéak meg. A réz-cink szuperoxid dizmutazok
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(Cu-Zn SOD) aktivitasat a citoplazméaban, a periplazmatikus térben,
illetve a kloroplasztiszokban és az extracellularis térben figyelték meg. A
citoplazméban taldlhatd6 Cu-Zn SOD izoenzimek a sejtmagban is
eléfordulhatnak (Ogawa et al., 1996). A kloroplasztiszok és a citoplazma
Cu-Zn SOD-ot kodold génjei az intronok szdma es pozicidja alapjan
kiilonboztethetok meg (Kliebenstein et al., 1998).

Az oxigén tobbi aktiv formdja (ROS) révid idén beliil hidrogén-
peroxidda (H,0;) alakul, amely — a tébbi ROS-hoz képest — aranylag
stabil molekula, elektromosan semleges, emiatt kevésbé reakcidkepes
(Halliwell, 2006; Halliwell és Gutteridge, 2015). A H,0; keletkezésének
egy masik lehetdésége a pH-fiiggd sejtfal peroxidazok altal katalizalt
reakcié (Bolwell és Wojtaszek, 1997; O’Brien, 2012). A H,0
aquaporinok kdzvetitésével képes athatolni a sejtmembranokon, ezaltal a
novényi apoplasztbdl (sejtfalbol) bejutni a sejt belsejébe, a citoszolba
(Pastori és Foyer, 2002). A sejtekben levé H,O, spontan vagy katalaz
enzim segitseégevel vizzé (H,0) és molekularis oxigénné (O,) alakul at
(Elstner, 1982; Cadenas, 1989; Sutherland, 1991; Halliwell, 2006).

A reaktiv oxigénfajtak kozil a szuperoxid (O,") HR tinetekkel
(lokalizalt sejt/szovetelhalds) egyitt jard ndvényi gazdarezisztencidban
jatszott lehetséges szerepére virusos- (dohany mozaik virus, Tobacco
mosaic virus, TMV) és oomicétas (Phytophthora infestans) fert6zéseknél
mar kdzel 30 éve felhivtak a figyelmet (Doke, 1983a, b; Galal et al.,
1993; Doke és Ohashi, 1988). A NADPH-oxidaz enzim altal termelt
szuperoxid a megtamadott novényi sejtek plazmamembranjaban
halmozodott fel, de csak a HR-t mutatd rezisztens novényekben.

Hasonlot tapasztaltak baktériumos fertézésre HR-tipusu nemgazda-
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rezisztenciat mutaté dohanyban is (Adam et al., 1989). Kés6bb tobben is
ramutattak arra, hogy a HR tunetekkel egyltt jar6 nemgazda-
rezisztencidban tobbféle ROS-nak — igy a szuperoxidnak és hidrogén-
peroxidnak is — szerepe lehet (Bestwick et al., 1998; Zurbriggen et al.,
2009; Kwak et al., 2009).

Az in planta O, -termelésért felelés gének (NADPH-oxidaz és Rac
GTPaz) inaktivalasa a baktériumos- és oomicétas fertézésekkel szembeni
HR-tipusu nemgazda-rezisztencia visszaszoruldsaval jart (Yoshioka et
al., 2003; Moeder et al., 2005; An et al., 2017). Ujabb kutatasok szerint
egyes ROS vegyuletek, tébbek kozott a szuperoxid, a tlinetmentes gazda-
és nemgazda-rezisztencidban egyarant fontos tényezo lehet, feltehetéen
azért, mert a megtamadott novényi sejtekben célzottan termel6dé ROS
idében gatolja a kérokozot és megakadalyozza a HR-re jellemzd lokalis
sejt- és szOvetelhalast (Bendahmane et al., 1999; Kiraly et al., 2013;
Kinstler et al., 2018).

A hidrogén-peroxid (H,0;) a HR-tipusi nemgazda és gazdarezisztencia
egyik meghataroz6 faktora kiilonboz6 Pseudomonas syringae
patovarokkal fert6zott szojaban, saldtdban és dohanyban (Levine et al.,
1994; Bestwick et al., 1998; Yoda et al., 2009). Egy hidrogén-peroxidot
bont6 enzim, a katalaz taltermeltetése dohanyban a TMV-vel szembeni
HR-tipusu gazda-rezisztencia csokkenését eredményezte (Talarczyk et
al.,, 2002). Az éarpa lisztharmattal szembeni gazda- és nemgazda-
rezisztencidja soran a megtamadott epidermiszsejtekben hidrogen-
peroxid halmozodik fel (Hickelhoven et al., 1999, 2001). Hasonld
lokalizalt H,O, - felhalmozo6dast tapasztaltak tehénborsdban, amely

tlinetmentes nemgazda-rezisztenciaval reagalt az Erysiphe



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2019.007

cichoracearum lisztharmatgomba fert6zésére. A rezisztencia azonban
részlegesen visszaszorult, ha a leveleket katalazzal kezelték, feltehetéen a
H,O, lebomlasa miatt (Mellersh et al., 2002).

A reaktiv oxigénfajtak és az antioxidansok novényi korfolyamatban
jatszott szerepe alapvetden kiilonbozhet az Un. biotrof és nekrotrof
korokozok fertdzése esetén. A  biotréf korokozoknak (gombak:
lisztharmatok, peronoszpérak, rozsdak, valamint a virusok, €s
fitoplazmak) ¢él6 novényi sejtekre van sziikségiik, hogy a gazdaszervezet
tapanyagait felhasznalhassak. Biotrof kérokozok fertézésekor fogékony
novényekben magas antioxidans (pl. SOD, aszkorbat-peroxidaz,
glutation, aszkorbinsav) kapacitas mérhetd, viszont jelentésen csokken a
ROS-felhalmozddas és igy feltehetéen a korokozogatlasa is (El-Zahaby
et al., 1995; Vanacker et al., 1998; Mittler et al., 1998; Harrach et al.,
2008). Ezzel szemben a nekrotrof korokozdok (pl. Botrytis cinerea,
Fusarium culmorum) fitotoxinjaik és sejtfalbontd enzimjeik segitségével
tobbek kozott ROS - termelést — és csokkend antioxidans kapacitast —
indukélnak és roncsoljak a ndvényi sejteket, hogy igy a sziikséges
tapanyagokhoz hozzajussanak (Govrin és Levine, 2000; Able, 2003;
Barna et al., 2012; Harrach et al., 2013; Spanu és Panstruga, 2017).

A reaktiv oxigénfajtak alapvetden kettds szerepet jatszanak a novény-
korokozé kolcsonhatdsokban. Egyrészt korladtozzdk a kdrokozok
terjedését, ennek kovetkeztében a fert6zés helyén lokalis sejtelhalast
(HR) is el6idézhetnek, masrészt — alacsonyabb koncentraciéban -
jelatvivoként indukaljak az antioxidansok és a patogenezissel kapcsolatos
(PR) gének/fehérjék Aaltali védekezési valaszokat az érintett teriileteket

korllvevo sejtekben (Levine et al., 1994; Torres et al., 2005; Pogany et
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al., 2009). Allandéan nagy mennyiségi hidrogén-peroxidot termeld
transzgenikus dohany-, burgonya- és kaposztandévények rezisztenssé
valtak kuldnféle névénykorokozé baktériumokkal szemben, elsésorban a
baktériumok hatékony géatlasa és/vagy el6lése miatt (Chamnongpol et al.,
1998; Wu et al., 1995; Lee et al., 2002). A kutatasok azt is igazoltak,
hogy biotrof korokozokra (pl. lisztharmatok, virusok) fogékony
ndvényekben rezisztencia indukalhatd, ha a leveleket a fert6zés utan 24
oran belul 20-50 mM hidrogén-peroxiddal vagy H,O,-, ill. szuperoxid-
termelést el6idéz0 vegyiiletekkel (riboflavin és metionin, xanthin ¢és
xanthin-oxidaz, glikoz és glikoz-oxidaz) kezelték (Jordan et al., 1992;
Hafez és Kiraly, 2003; El-Zahaby et al., 2004; Bacso et al., 2011). Ezek
szerint az egyes reaktiv oxigénfajtak patogéngatld hatasa nagymértékben
hozzajarulhat a novényi betegségrezisztencidhoz. A ROS hatésai
fokozottan érvényesiilhetnek virusos fertézéseknél, hiszen ezek a
biotrofnak tekinthet6 korokozok — a baktériumok és gombak tobbségevel
ellentétben — bejutnak a gazdasejtek intracellularis terébe, ahol a
citoszollal és a sejtalkotokkal érintkeznek. Ezek alapjan logikusnak tlinik,
hogy az antiviralis vedekezési valaszok nagymértékben tamaszkodnak a
sejten belili, ROS-termeléssel kapcsolatos biokémiai folyamatokra
(Hernandez et al., 2015; Kinstler et al., 2015).

2.2.2. A NADPH-oxidazok szerepe a ROS-képzddésben és a névényi
betegsegrezisztencidban

A szuperoxid (O,") képzddése eukaridta szervezetekben nagyrészt a
NADPH-oxidaz enzim kozremiikodésével torténik. A NADPH-oxidaz a

sejtek plazmamembranjaban talalhato, leginkabb stresszek és korokozok
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hatdsara aktivalodik, az altala generdlt ROS (O,") a koérokozd
likvidalasdban és a (ndvényi) betegségrezisztencia jelatvitelében jatszik
szerepet. Doke és munkatarsai (Doke, 1985; Doke és Miura, 1995)
novényekben elsdként mutattak ki egy NADPH-fiiggd szuperoxid-
generald enzim mikodését Phytophthora infestans-szal fert6zott
rezisztens burgonyagumoék plazmamembran frakciojaban. A NADPH-
oxidaz Gn. kalcium-fiiggd enzim, a sejtekben 1évé kalcium (Ca®") is
indukélja. Dohanyban ¢és ludfiiben (Arabidopsis thaliana) a szuperoxid
termeléséért felelés NADPH-oxidazt a Ca®* kozvetleniil és egy Ca*'-
fliggd proteinkinazon (CPKS5) keresztill kozvetve is képes aktivalni
(Keller et al., 1998; Sagi és Fluhr, 2006; Dubiella et al., 2013; Gilroy et
al., 2014). Ezek szerint névényekben a Ca®* kulcsszerepet jatszhat a ROS
vegyuletek (O, és H,0,) képzddésében, és a ndvény ROS
koncentréaci6ja a Ca®* “szint biokémiai indikétora lehet.

A novényi NADPH-oxidaz enzimeket és kodolo génjeieket az eml6sOk
fagocitaiban talalhatd, az an. respiratory burst (,1égzési robbanas”)
folyamatadban (kérokozok elminalasa) részt vevé NADPH-oxidaz
alegységgel (gp91phox) val6 hasonlosag alapjan fedezték fel (Groom et
al., 1996; Keller et al., 1998; Torres et al., 1998). A novényi NADPH-
oxidazok a korokozo fertézési jellegétdl és az aktivaldodas modjatol
fliggben eltér6 modon jarulnak hozza a ROS-képzddéshez és
betegsegrezisztenciahoz (Suzuki et al., 2011; Marino et al., 2012).
Nicotiana benthamiana-ban pl. két NADPH-oxidaz (RBOH) gént irtak
le: az NbDRBOHA konstitutivan, de csak kismértékben fejez6dik ki, mig
az NbRBOHB gént a P. infestans INF1 elicitora indukalja, de mindkét

gén mukodése sziikséges a korokozoval szembeni rezisztencidhoz
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(Yoshioka et al., 2003). Alternaria brassicicola-val fert6zott ludfitben az
AtRBOHD gén, ill. a kodolt enzimfehérje kettds szerepet jatszik: a gomba
altal Kkarositott novényi sejtek elhalasat idézi eld, mig a szomszédos
sejtekben gétolja az elhalast (Pogany et al., 2009). Altalaban a NADPH-
oxidaz (RBOH) gének expresszidjanak hianya fokozza a névény
fogékonysagat biotrof korokozokkal (pl. lisztharmatok) szemben, ezt
tobb gazdandvény - lisztharmat-kapcsolatban is kimutattak, tébbek
kozott ladfii/Golovinomyces cichoracearum (Berrocal- Lobo et al. 2010)
és arpa/Blumeria graminis f. sp. hordei (Proels et al. 2010)
kombinacidkban. Ezek szerint a névényi NADPH-oxidaz-fiiggé ROS-
termelés ténylegesen szerepet jatszhat ezen korokozok gatlasaban,
amelyhez hozzgjarulhat a novényi lokalis sejt/szoveti elhalds (HR)
(Kirdly et al. 1993; El-Zahaby et al., 2004), ill. a megtédmadott
gazdasejtek papillaképzése (sejtfalvastagodasok) (Proels et al. 2010).
Ugyanakkor a  NADPH-oxiddz-mutans  novények  fert6zése
nekrotrofokkal gyakran fokozza a rezisztenciat. Ezt tapasztaltdk pl. A.
brassicicola-val fertézott ludfiilben és Botrytis cinerea-val fertézott N.
benthamiana-ban (Asai €s Yoshioka, 2009; Pogany et al., 2009). A
NADPH-oxidazok altal termelt ROS ezek szerint eldsegitheti a névény
nekrotrofok altali kolonizaciojat, vélhetden a megtamadott gazdasejtek

elhalasanak el6segitésével (Govrin és Levine, 2000; Barna et al., 2012).

2.2.3. A patogenezissel kapcsolatos fehérjék és a novényi
betegségrezisztencia
Az Un. patogenezissel kapcsolatos (PR) fehérjék egészséges

novényekben altaldban nem halmozdédnak fel. A PR fehérjék
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termelddését, ill. a koédold gének indukcidjat kérokozo fertdézés, valamint
abiotikus stressz indukalja (Van Loon et al., 2006). A PR fehérjék és
gének korai, er6s aktivalodasa az inkompatibilis novény — korokozo
kolcsonhatasok (azaz rezisztencia) jellemzdje (Bell et al., 1986; Van
Loon et al, 2006). A kompatibilis kolcsonhatdsoknal (azaz
fogékonysagnal) azonban inkdbb a patogenezis késdi szakaszaban
¢észlelhet6 PR gén/fehérje indukcid, amikor a fertdzott ndovény mar
lathatéan karosodott (Reiss és Bryngelsson 1996; Manandhar et al., 1999;
Schultheiss et al., 2003; Yeom et al., 2011). Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy egyes PR fehérjek — megfelel6 id6ben és helyen felhalmozddva —
szerepet jatszhatnak a betegseg elleni rezisztencia kialakitasaban.

A PR gének Kkifejez6dését els6ként dohany mozaik virussal (TMV)
fertdzott novényben mutattdk ki (Van Loon és Van Kammen, 1970;
Gianinazzi et al., 1970). PR géneket konstitutivan kifejez6 transzgenikus
dohanyok vizsgalata azonban egyértelmiien bizonyitotta, hogy legalabb
harom PR génnek, ill. fehérjének nincs tényleges szerepe a
virusfert6zésekkel szembeni rezisztenciaban (Cutt et al., 1989; Linthorst
et al., 1989). Virusfertézések esetén csak egy PR gén hozhatod
kdzvetlenll kapcsolatba az ellenall6 képességgel. A PR-10 gének
ribonukleazt kdédolnak, és paprikdban a PR-10 génnek, ill. fehérjének
kdzvetlen szerepe van a TMV-vel szembeni rezisztencidban, a virus
genomi RNS-ének lebontésa révén (ribonukledz aktivitas) (Park et al.,
2004). A PR-10 fehérjék funkcionalis jelentéségét paprikaban és
dohéanyban nekrotrof korokozé gombakkal szembeni rezisztenciaban is
Kimutattdk és a PR-10 ribonukledz aktivitasaval, ill. a citokinin -

felhalmozodas serkentésével hoztdk oOsszefuiggésbe (Soh et al., 2012;
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Agarwal et al., 2016). Bakteridlis fertézéseknél sem egyértelmii a PR
fehérjek szerepe a rezisztenciafolyamatokban. Rayapuram et al. (2008)
szerint a PR-13 fehérje antimikrobialis hatdst fejt ki Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000-el fert6zott Nicotiana attenuata-ban,
azonban egy masik PR fehérje, a PR-1 nem rendelkezik antimikrobidlis
aktivitassal, csupan a rezisztencia markere. Ugyanakkor egy Kitinazt
kodolé dohany PR-3 gén (NtPR-Q) taltermeltetése fokozta a Ralstonia
solanacearum-mal szembeni rezisztencidt (Tang et al., 2017).
NoOvénykorokozo gombakkal fert6zott rezisztens ndvényekben mar a 90-
es evekben ramutattak a PR fehérjék lehetséges funkciojara. Egy babbdl
szarmazo kitinazt kifejezd transzgenikus dohany fokozottan ellenallt a
Rhizoctonia solani fertézésével szemben (Brogue et al., 1991).
Feltételezhetd, hogy a nagy mennyiségben termelt kitindz hatékonyan
bontja a korokozok sejtfaldban talalhatd kitint. Késébb tovabbi
eredmények bizonyitottak, hogy a Phytophthora infestans, Uromyces
fabae, és a Rhizoctonia solani korokozokkal szembeni rezisztencidban
kdzvetlen szerepe lehet egyes PR géneknek, ill. fehérjéknek (Vigers et
al., 1992; Rauscher et al., 1999; Liu et al., 2011). Az eredmények szerint
a PR-1 és PR-5 fehérje kozvetlenul gatolja a gomba hifainak novekedését
és differencidlodasat. A PR-1 fehérjér6l Gjabb kutatasok kideritették,
hogy a kérokoz6 gombakat tébbféle élettani-biokémiai mechanizmus
segitségével is kepes gatolni: a gombasejtfalban levé szterolvegyuleteket
megkoti, védekezesi szignalpeptidként mikodik ¢és a  korokozod
effektorainak egyik célfehérjéje (lasd Breen et al., 2017).

Néhany PR fehérje olyan enzimaktivitassal rendelkezik, amely alapjan

vedekezési funkciojuk (kérokozokra kifejtett gatlo hatasuk) kdzvetlenil
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Osszefligg a novény ROS termelésevel. A dohany PR-9 fehérjéjérdl
kimutattak, hogy egy ligninképzo peroxidaz, amely korokozo fert6zésnél
feltehet6en részt vesz a megtdmadott novényi sejtek papillaképzéséhez
szlikséges H,0, termelésében (Lagrimini et al., 1987). Az arpa PR-15 és
PR-16 fehérjéek oxalat-oxidaz, ill. oxalat-oxidaz-szerii (szuperoxid-
dizmutaz) enzimaktivitasa pedig H,O,-t halmoz fel a lisztharmattal (B.
graminis f. sp. hordei) szemben rezisztens névényben (Zhang et al.,
1995; Wei et al., 1998). A novényi PR fehérjék, sokoldalu biokémiai-
élettani hatasaik réven, egyes gazda - kodrokozo kapcsolatokban
kozvetleniil felelosek lehetnek a rezisztenciaért, bar a fert6zés
elorehaladott fazisaban fogékonysagi faktorokként is hathatnak, és a
szOveti nekrozissal és/vagy korokozd felhalmozddasaval egyutt jard
stressz markerei lehetnek.

2.2.4. A szalicilsav jelentosége a névényi betegségrezisztenciaban

A szalicilsav (SA) egy kulcsfontossagu szabalyoz6 ndvényi hormon a
virusokkal, gombakkal, baktériumokkal szembeni rezisztencia — tobbek
kdzOtt az un. szerzett rezisztencia (lasd korabban) — kialakitasaban (Vlot
et al., 2009). A SA a fert6zés helyén felhalmozodva egy transzkripcios
kofaktort, az NPR1 gén (Nonexpressor of PR Genes 1) fehérjetermékét
aktivalja (Mou et al.,, 2003; Spoel és Dong, 2012). Ezt kovet6en
els6sorban PR fehérjéket és antioxidans enzimeket kodold vedekezési
gének indukaldédnak a fertézés helye koriil és a tavoli szdvetekben
egyarant, kialakitva a lokalis, ill. szisztemikus szerzett rezisztenciat. Az
SA betegségrezisztenciaban jatszott szerepének egyik kdzvetlen

bizonyitékul szolgalnak az SA szintézisére, ill. felnalmozasara képtelen
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transzgenikus novényekben végzett fertézéses kisérletek. Ezek a dohany-
¢és ludfiindvenyek fokozottan fogékonyak voltak tébbfele koérokozora
(nem tudtak szerzett rezisztenciat kialakitani egy késobbi fert6zésre)
(Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994; Wildermuth et al., 2001; Vlot
et al., 2009). A ndvényekben in vivo szintetizalt SA altalaban valamilyen
raktarozott formava alakul at, ez leggyakrabban a szalicilsav 2-O-R-D-
glikozid (SAG) (Lee és Raskin, 1999; Song, 2006). A szalicilsav-
glikozidok bioldgiai funkcidja nem ismert (Hennig et al., 1993), de
mivel lebomlasukbdl szabad SA keletkezik, kozvetetten szerepet
jatszhatnak névényi betegségrezisztencidban (Yao et al., 2007; Pastor et
al., 2013). A szalicilsav ndvényekben tovabbalakulhat a rezisztencia
szisztemikus jelatvitelében részt vevé metilszalicilsavva (MeSA) (Park
et al., 2007), melynek szintén létezik glikozilalt formaja (MeSAG)
(Dean et al., 2003).

Novényekben a ROS - termelés szorosan Osszefugg a szalicilsav
metabolizmusaval, ill. hatdsdval. A ROS vegyiiletek (pl. H20,)
kivalthatjak a SA felhalmozddasat (Neuenschwander et al., 1995; Leon et
al., 1995). Ugyankkor a SA fokozhatja a H,O, akkumulaciojat, tébbek
kozott azért, mert kdzvetlenil gatolja tobb H,O,-lebonto (antioxidans)
enzim aktivitdsat. Ilyen enzimek pl. a kataldz, aszkorbéat-peroxidaz,
glutation-peroxidaz vagy glutation-S-transzferdz (Chen et al., 1993;
Durner és Klessig, 1995; Manohar et al., 2015). A szerzett rezisztencia
soran azonban a megnovekedett SA — szint végsé soron eldsegiti az
antioxidansok (glutation, aszkorbat) és antioxidans enzimek (glutation-S-
transzferaz, glutation-peroxiddz, aszkorbat-peroxiddz) szintézisét, ill.
aktivitasat (Fodor et al., 1997; Urbanek Krajnc et al., 2011). Ennek
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fontossagat igazolja, hogy egy szalicilsav-felnalmozasra és normalis
virus (TMV) - rezisztenciara képtelen transzgenikus dohanyban az
antioxidansok aktivitasa is visszaszorul (Kiraly et al., 2002b). A ROS
vegylletek és a SA a rezisztens ndvényekben kdlcsonhatnak a redukalt
glutationnal (GSH) is. Kimutattak, hogy a H,O, ndveli a sejten beluli
GSH-szintet, amely aktivalja a szalicilsavas jelatvitelt az abiotikus
(oxidativ) stressz és a korokozok elleni védekezésben egyarant (Ghanta
etal., 2011; Han et al., 2013; Herrera-Vasquez et al., 2015).

Altalanosan elfogadott, hogy a SA a biotrdf korokozok elleni
rezisztenciat indukalja, mig egy masik névényi hormon, a j&zmonsav
(JA) a nekrotrofok és a sebzések (pl. rovar kartétel) elleni védekezésért
felelos (Glazebrook, 2005; Grant és Lamb, 2006; Barna et al., 2012). A
SA elsésorban a PR gének indukélasan keresztll fejti ki hatasat, mig a JA
mas tipusi védekezési géneket/feherjéket aktival (pl. Jasmonate
inducible protein — JIP — gének). A SA és JA altal indukalt jelatvitel, ill.
rezisztenciafolyamatok kdlcsondsen elnyomjak egymast (antagonista
hatas). Spoel és munkatarsai (2007) kimutattak, hogy ladfti (A. thaliana)
fertézése biotroéf gombaval aktivalja a SA jelatvitelt és elnyomja a JA-
indukélta védekezést, és feltehetden emiatt néhet meg a fogékonysag egy
nekrotrof késobbi fertézésevel szemben. A SA és JA Altal indukalt
rezisztencia kozotti  kolcsonhatds azonban tobb mint egyszeri
antagonizmus: pl. Abd ElI Rahman és munkatarsai (2012) szerint a
nekrotrof  Botrytis cinerea a SA-jelatvitel aktivalasaval teszi
fogékonyabba a paradicsomot sajat fert6zésével szemben. Ugyanakkor
baktériummal (Pseudomonas syringae pv. tomato) fert6zott ladfiiben a

korokozo egy JA-hatast utdnzd toxin segitségevel nyomja el a SA
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jelatvitelt, igy indukalva fogékonysagot a névényben (Laurie-Berry et al.,
2006).

2.3. Novénykorokozd virusok

A virusok lényegében fert6zd genetikai informaciok. Felépitésiiket
tekintve nukleoproteinek, genomjuk egy- vagy kétszali DNS-bél
(dezoxiribonukleinsav) vagy RNS-bdl (ribonukleinsav) all, amelyet
kdpenyfehérje véd. Az RNS virusoknal a genom a kodoldé informacio
szempontjabol lehet pozitiv (+) vagy negativ (-) iranyultsdgu (sense)
RNS (Horvath és Gaborjanyi, 1999; Hull, 2014). A virusok csak ¢16
szervezetekben képesek fejlodni és sokszorozodni (replikalodni), mivel
onall6 anyagcserével nem rendelkeznek (biotrofok, obligat parazitak).
Replikaciojukhoz a gazdasejt fehérje- és nukleinsav-szintetizalo
rendszerét programozzak at, hogy a parazitalt sejt anyagait és
organellumait (riboszomait) hasznositva épitsék fel magukat és
sokszorozOdjanak. A novénykorokozo virusok komoly, akar vilagszinti
jarvanyokat is okozhatnak, éves szinten ez kb. 30 milliard USD-nek
megfelelé terméskiesést jelent (Nicaise, 2014). A mezOgazdasagi
gyakorlatban a ndvényi virusrezisztencia leginkabb a megfelel6
rezisztenciagének hasznalataval, ill. a virusvektorok elleni vegyszeres
ndvényvédelemmel oldhaté meg.

Dolgozatom témavalasztasa miatt az alabbiakban két névénykdrokozo

virus (PVX és TMV) jelentdségét targyalom réviden.
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2.3.1.Burgonya X virus (Potato virus X, PVX)

A burgonya X virus (Potato virus X, PVX) a potexvirusok csaladjaba
tartozo, elsésorban burgonyat fert6z6 virus, de PVX-re fogékonyak a
Solanaceae novénycsalad més fajai is (pl. a termesztett dohény,
Nicotiana tobacum). Jelent6sége, hogy valamennyi burgonyat termeszto
orszagban el6fordul, a fertdzottség altal eldidézett termésveszteség 10-
20% korali (Horvéath és Gaborjanyi, 1999; Hull, 2014). Bar a PV X-szel
vald fertdzés Onmagaban csak enyhébb mozaikosodast, levélszél —
fodrosodast okoz, gyakran mas virusokkal egyitt, komplex formaban lép
fol, ilyen  esetekben a  kartétel  lényegesen  sulyosabb.
Dohanynovényekben a  leginkdbb  tanulmanyozott, PV X-szel
szinergizmusra képes virus a potyvirusok csoportjaba tartozé burgonya Y
virus (Potato virus Y, PVY). A két virussal egyszerre megfertézott
novényekben a szisztemikus tinetek joval erételjesebbek, és a PVX
szintje is tobbszorosére nd (a PVY mennyisége valtozatlan marad, vagy
inkabb csdkken) azokhoz a ndvényekhez képest, amelyek csak az egyik
virussal voltak fertdzve (Goodman és Ross, 1974; Vance, 1991). A PVX
fonalszerti, flexibilis virion, nukleinsava egykomponensi, egyszala
+RNS. A virus genomjaban kodolt 6t fehérje egyike a virus
kdpenyfehérjéje (coat protein: CP), amely a virus replikaciojaért, sejtrol
sejtre valé terjedéséért és enkapszidaciojaért (,,becsomagolddaséaért™)
felel (lasd pl. Chapman et al., 1992). Reverz genetikai kisérletek
igazoltdk, hogy az Rx rezisztenciagének altal meghatarozott védekezési
(avirulencia fehérjét) (Goulden et al., 1993; Bendahmane et al, 1995).

Egy masik, kdpenyfehérjével kapcsolatos vedekezési rendszer a CP altal
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kozvetitett rezisztencia, ennek lényege, hogy a novény nagy
mennyiségben termeli a virus eredeti CP-t, ezért a fert6zés soran a
novény sejtjeibe jutd virusrészecskék (virionok) rezisztenciagén(ek)
miikddése nélkiil is gatlodnak. Ezt a jelenséget eldszor a dohany mozaik
virus esetében irtak le. Azok a transzgenikus dohanyndvények, melyek
rendelkeztek a TMV kdpenyfehérje — génjével, rezisztenssé valtak a
TMV ¢és a vele kozeli rokonsagban 4allo virusok fertdzésével szemben
(Powell-Abel et al., 1986). Ugyanilyen CP altal kdzvetitett rezisztenciat
leirtak PV X esetében is (Hemenway et al., 1988; Spillane et al., 1997).

2.3.1.1. Az Rx gének altal meghatarozott, tlinetmentes (extrém)
virusrezisztencia

A gén-gennel szembeni (specifikus) rezisztencia tiinetmentes is lehet,
ilyen pl. az Un. extrém rezisztencia, a gazdanovények rendkivil gyors és
hatékony ellenall6 képessége, amely tdbbféle virussal szemben is
megnyilvanulhat (pl. PVX, sz6ja mozaik virus /Soybean mosaic virus,
SMV/ vagy tarlérépa gondorodés virus /Turnip crinkle virus, TCV/)
(Bendahmane et al., 1999; Cooley et al., 2000; Hajimorad es Hill, 2001).
A vadburgonya (Solanum) — fajokbdl szarmazd Rx rezisztenciagének
(Rx1 és Rx2) altal meghatarozott, PV X-szel szembeni ellenallosag is egy
hiperszenzitiv reakcio (lokalis sejt/szdveti elhalds, HR) nélkdli,
tinetmentes (extrem) rezisztencia, amely burgonyaban és dohanyban egy
kivetelével valamennyi ismert PV X térzs ellen hatdsos (Goulden et al.,
1993; Bendahmane et al., 1999, 2000). Annak ellenére tehat, hogy az Rx
fehérjék szerkezete hasonlit a HR-rel jar0 rezisztenciat meghatarozo

gének fehérjetermékeihez, az Rx altal kdzvetitett extrém rezisztencia nem
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jar hiperszenzitiv reakcioval. Az extrém rezisztencia miikddése arra
enged kovetkeztetni, hogy a fertézés helyén fellépd sejt-, ill. szOveti
nekrozis, és a patogén terjedésének gatlasa egymastdl fliggetlen valaszok
a novényekben, ugyanis a két folyamat (nekrotizacio és rezisztencia)
élettani és genetikai szempontbdl is szétvalaszthato, virusos-, gombas- és
baktériumos fertézéseknél egyarant (Kiraly et al., 1972; Yu et al., 1998;
Bendahmane et al., 1999; Cole et al., 2001; Coll et al., 2010; Kunstler et
al., 2016). A PVX-szel, ill. mas virusokkal (pl. TCV) szembeni extrém
rezisztencia olyan gyorsan kialakul (a korokozo azonnal gatlodik), hogy
nincs lehetéség a HR (ndvényi sejt/szoveti elhalds) kifejlodésére
(Bendahmane et al., 1999; Cooley et al., 2000).

Az extrém ellenall6 képesség pontos mechanizmusa azonban tisztazatlan.
Elképzelhetd, hogy a PVX-szel szembeni tinetmentes, extrém
rezisztencia egyik oka a nagyon korai szuperoxid-felhalmozodas, amely a
virus replikéciojat gatolhatja (Bendahmane et al., 1999). El6kisérleteink
szerint a PV X — fert6zésre extrém rezisztens dohanyban (N. tabacum cv.
Samsun NN Rx1) kismértékben megemelkedik a szuperoxid (O,7)

mennyisége a fogékony novényekhez képest.

2.3.2. Dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV)

Adolf Mayer 1886-ban igazolta, hogy a dohany mozaikos betegsége
atvihet fertéz6 dohanyndvény szovetnedvével. A TMV-t, egyben az
els6 virust, Dmitrij Ivanovszkij fedezte fel 1892-ben a dohany
mozaikbetegségének tanulmanyozasa soran. A TMV a novények széles
korét fert6zi, de gazdandvényei elsGsorban a Solanaceae csaladbdl

szdrmaznak. A virus szabalyos pélcika formdja, merev, helikalis
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szimmetridju, szerkezete egy cs6 formdju kopenyfehérjébol (kapszid), és
egy benne elhelyezkedd virusgenombol all. A virusgenom pozitiv,
linearis lefutasti egyszala RNS. A virus fertdzése vektor nélkil,
mechanikailag torténik (lasd pl. Horvath és Gaborjanyi, 1999). Nem
steril koriilmények kozott, szobahOmérsékleten a TMV extrém stabil
szerkezete miatt akar 50 évig is meglrzi fertézoképességét, a csupasz
genom stabilitasa azonban nem nagyobb, mint barmely mas egyszall
RNS-é (lasd pl. Hull, 2014).

2.3.2.1. Az N gén altal meghatarozott, lokalis sejt/szdveti elhalassal (HR)
jaro virusrezisztencia

A gén-génnel szembeni (specifikus) gazda rezisztencia egyik
legismertebb modellje a Nicotiana glutinosa-b6l szarmazé N (nekrozis)
rezisztenciagént hordozo dohanyndvények és a TMV kolcsonhatasa
(Holmes, 1938). Az N gén a TMV mellett a t6bbi rokon tobamovirussal
szemben is ellenallé képességet biztosit, kivéve az Obuda paprika virust
(Obuda pepper virus, ObPV), amely képes &ttérni ezt a rezisztenciat
(Tobias et al., 1982; Csilléry et al., 1983). A TMV az N gént vagy mas
rezisztenciagént nem hordoz6 novényekben szisztemizalodik és
mozaikos tuneteket okoz, de az N gént kifejez6 gazdaban a virus kb. 2
napon beliill a fertézési helyek koril kialakuldé HR-tipust lézidkban
(sejt/szoveti elhalas), ill. azok kornyekén lokalizalodik (Goodman és
Novacky, 1994). Az N gén fehérjetermékének szerkezete hasonlit a
tipikus rezisztencia gének fehérjéihez (TIR-NBS-LRR, azaz un. Toll
interleukin 1 tipusu receptor, nukleotid kdtdhellyel és leucinban gazdag

ismétlédésekkel) (Whitham et al., 1994; Marathe et al., 2002). Az N
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faktorat, azaz effektorat) ismeri fel, ez a kdlcsonhatas indukalja a HR-t
(Padgett és Beachy, 1993). Feltételezheté azonban, hogy ezt a HR-tipusU
rezisztenciat (virusgatlast) elsésorban nem a sejt/szoveti elhalds okozza.
Egyrészt a TMV néhany N gént hordozd Nicotiana — fajban viszonylag
alacsony hémérsékleten (18-20 °C) képes a szisztemikus terjedésre, és
ilyenkor szisztemikus nekrozis alakul ki (Zaitlin, 1962). Méasrészt a virus
a HR — 1éziok korili €16 sejtekben még akkor is megtalalhato, mikor a

I€zi0 terjedése mar megéllt (Da Graga et al., 1976; Wright et al., 2000).

2.4. Lisztharmatgombak

A vildgszerte elterjedt, kozel 700 fajt szamlalé lisztharmatgombéak
(Erysiphales) a gazdasagi szempontbdl legjelentésebb karokat okozé
biotr6f novénykorokozok koze tartoznak. Gazdandvényeik kozott
talnyomdrészt kétszikii ndvenyfajokat tartanak szamon (lasd pl. Braun,
2011), és ezek kozott jelen van a termesztett ndvényfajok tdlnyomé
tobbsége is, pl. gabonafélék, zéldseg- és gyimdolcsfajok, disznévénykeént
termesztett fas- és lagyszaru fajok, valamint mas haszonndvények is,
ami arra utal, hogy ezek a koérokozok komoly kihivast jelentenek a
névényvédelem szamara. Az 1990-es években a legnagyobb
mennyiségli fungicidfelhasznalas a  termesztett novények
lisztharmatgombéakkal megfékezésére iranyult (Hewitt, 1998).

A lisztharmatgombak vegetativ tenyészteste a tomlésgombakra jellemz6
alharantfalas micélium, ennek elhelyezkedése a legtébb nemzetségnél

epifitikus. lvartalan szaporodasuk az egysejtli, ovalis alaku, szintelen,
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konidiumokkal torténik, amelyek (nemzetségtél fiiggéen) kulonféle
tipusu konidiumtartokon jonnek létre. Ivaros alakjaikra a kleisztotécium
(Gjabb szohasznalattal: kazmotécium) jellemz6, amelyben egy vagy
tobb aszkusz (tomld), azokban pedig aszkosporak talalhatok (Glits és
Folk, 2000; Heffer et al., 2006).

A lisztharmatgombak elleni bioldgiai névenyvedelem legfontosabb
eszkOze a rezisztens fajtdk nemesitése és termesztése. Ezek szamos
esetben megfelel6 védelmet nyudjtanak a korokozé ellen. A
ndvénytermesztesi gyakorlatban évtizedek ota leginkabb az mlo gének
altal meghatarozott rezisztencia biztosit tartds, nem rassz-specifikus,
szabad foldon is hatasos ellenallosagot arpalisztharmattal (B. graminis f.
sp. hordei) szemben szadmos termesztett tavaszi arpa fajtdban
(Jargensen, 1992). Az mlo rezisztenciat Gjabban blzalisztharmat ellen is
sikerGlt létrehozni agy, hogy a buza harom, MLO fehérjét kodold
homeoalléljaban célzott genszerkesztéssel mutaciokat indukaltak (Wang
etal., 2014).

Dolgozatom témavalasztdsa miatt az alabbiakban a paprikalisztharmat

(Leveillula taurica) jelentéségét ismertetem roviden.

2.4.1. A paprikalisztharmat (Leveillula taurica) jelentisége

A vildg szamos orszagaban, ahol intenziv paprikatermesztés folyik,
leirtAk mar ezt a lisztharmatgombat (Leveillula taurica, anamorf:
Oidiopsis taurica). Gazdanovénykorét tekintve fert6zése leginkabb az
étkezesi paprikdn (Capsicum annum) észlelhetd, de megjelenése nem
zarhaté ki mas paprikafajokon sem (pl. Capsicum chinense). Ismeretes

még a Solanaceae csalad egyéb fajain torténé Kkarositasa, mint a
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paradicsom, tojasgyimolcs vagy petdnia. Kulfoldi adatok alapjan a
korokozo tamadja még az uborkat, hagymat, articsokat, gyapotot,
emellett szdmos vad ndvényfajon is leirtdk eléfordulasat (Braun és Cook,
2012). A paprikalisztharmat a mérsékelt égovi kliman csak mesterséges
hajtatd rendszerekben — (iveghazban, fdliasatorban — fordul el6 és a
leveleken okoz tlineteket (tropusi éghajlaton a termést is megfert6zi). Ha
koran, a hajtatas kezdetén jelentkezik a levélfertdzés, az akar 30%
termésvesztést is okozhat. A paprikalisztharmat Magyarorszagon. 1972
Ota van jelen, leginkdbb a paprikahajtatasban okoz gazdasagi karokat,
szabadfoldi termesztésben - eddigi ismereteink szerint - nem fordul el
(Glits és Folk, 2000).

Fontos megemliteni, hogy a Leveillula nemzetségen belil a fajok
elkolonitése nem egyértelmli, a L. taurica elnevezés valdjaban egy
fajkomplexet jel6l, amelyhez tobb bioldgiai faj tartozik (lasd pl. Zheng et
al., 2013b). A paprikalisztharmat életmddja tobb szempontbol is eltér a
tobbi lisztharmafajétol. A levél géazcserenyilésain hatol be a névénybe,
majd a sejt kdzotti jaratokban terjed, ezt kovetden mintegy 18-21 napos
lappangasi id6 utan a levél fonakjan a gazcserenyilasokon at megjelennek
a konidiumtartok, rajtuk a konidiumokkal (hemiendofitikus életmod).

A jol ismert lisztharmatfajok (pl: buza-, &rpa-, paradicsomlisztharmat)
micéliuma (gombafonal) kizarolag a megfert6zott levelek felszinén képez
fehéres, lisztes bevonatot. Paprikain viszont a lisztharmat a levelfondkon
alakul ki, ami joval nehezebben észlelhet6. Kritikus tényezé tehat a
betegség korai felismerése, ugyanis ilyenkor a névényallomany akar fele
mar fertézott lehet (Elad et al., 2007; Zheng et al., 2013a). A hajtatas

soran el6szor foleg az idGsebb (alsd) leveleken jelentkeznek a tlnetek,
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amelyek késobb a fiatal leveleken is megjelennek. A fertdzés terjedésével
a levél felszinén is jelentkezhetnek tiinetek, sarga foltok formajaban
(klordzis). Erés fert6zés esetén a konidiumtelepek (lisztharmat) is
megjelennek a levél felszinén. Késobb a levelek elbarnulnak
(nekrotizacid), kanalasodnak majd elszaradnak. A levélvesztés hatasara
csokken az asszimilacios feliilet, igy viragvesztés, rossz terméskotddes,
illetve termésvesztés is kialakulhat. Er8s fertézés hatasara 2-4 kg/m?
termésveszteseg is jelentkezhet intenziv hajtatds soran (Cerkauskas es
Buonassisi, 2003; Zheng et al. 2013a). A felborult biologiai ciklus
hatasara a ndvények hamarabb ¢regednek, igy a betakaritasra is korabban
kertl sor. Az ilyen névények kalciumfelvétele akadalyozotta valik, igy a
bogydkon jelentkezhet a kalciumhiany tipikus tlnete (csucsrothadas, a
bogyok vége megbarnul), ezaltal a termés piaci értéke jelentésen
csokken.

A paprikalisztharmattal szembeni rezisztencidval feltehetden Osszefiigg a
novenyek megfelel6 kalciumfelvétele, ill. kalciumellatottsdga. Egy hazai
cseresznyepaprika (C. annum var. cerasiforme) fajtanak (cv. Szentesi)
ugyanis nemcsak a kalciumfelvétele jo (Lantos, 2011), de hajtatasban a
fert6zés tlinetei is nem vagy alig jelentkeznek (Lantos et al., 2012). A
gyakorlatban a paprikalisztharmattal szemben leginkabb intenziv
fungicides kezelésekkel védekeznek. A rezisztencia (R) — gének
hasznalata nem tinik hatasosnak, feltehetéen azért, mert ezt az
oligogénes rezisztenciat a megjelend 0j koérokozO rasszok viszonylag
hamar le tudjak torni. A recessziv mlo gének (mutaciok) altal a
paprikalisztharmattal szemben biztositott tartés, nem rassz-specifikus

rezisztencia viszont a jovOben igéretes lehet, mivel a paprikaban két
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mikodé Mlo gént is leirtak, amelyek hozzajarulnak a lisztharmat-

fogékonysaghoz (lasd pl. Zheng et al. 2013a).

2.5. A Kertészeti oltassal atviheté novényi betegségrezisztencia

A hazai hajtatasi gyakorlatban egyes zOldségnovények kertészeti
oltasanak alkalmazéasa az elmult évtizedek fejleménye. A fas szard
novenyek példajat kdvetve a zoldségndvenyek oltdsat a szaporitashoz
soroljak a magyar szakkonyvek, pedig az oltas jelenleg alkalmazott
formajanal kicsit anakronisztikus szaporitasrol (a termesztett novények
életfolyamatainak Ujrakezdesere iranyulé tevékenysegrol) beszélni,
hiszen két magbdl allitunk elé egy névenyt. Talan helyesebb lenne az
oltast fitotechnikai muveletetként (kozvetlentl a névényekkel végzett, a
novények egyedi kezelésével jard tevékenységként) ertelmezni. Az oltas
széles kort elterjedését tdpanyag-hasznositasi, valamint névényvédelmi
problémék indokoljék. Leginkabb a kabakosok és a paradicsom oltasa
keriilt el6térbe az utdbbi években, az oltott paprika hajtatdsa
vilagviszonylatban is csak keves terlletet fed le. Az alanyvalasztasnal
fontos kdvetelmény a jo adaptacios készség, a kivalo viz- és tapanyag-
hasznositd képesség, valamint a betegségrezisztencia (Ombddi, 2005;
Warschefsky et al., 2016).

Az oltas eldsegitheti bizonyos genotipusos ¢s fenotipusos tulajdonsagok
atvitelét az alanyrdl a a raoltott nemes névényre, ilyen példaul a RAPD
DNS-profil, valamint a termés forméja és szine (lasd pl. Taller et al.,
1998, 1999; Tsaballa et al., 2013). Paprikdban és mas Solanaceae

fajokban (paradicsom, tojasgyumélcs) azt is kimutattdk, hogy ket
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novényfaj egyedeinek egymasra oltasa a nemes részben a DNS -
metilaciés mintazatokat is megvaltoztatja és ezek a valtozasok
oroklédnek (Wu et al., 2013; Warschefsky et al., 2016). Rengeteg adat
létezik az oltassal atviheté novényi betegségrezisztenciaval kapcsolatban
is, de ezek a munkak leginkabb a talajban, a gyokeérzetet karositd
betegségek elleni védekezésrdl szamolnak be (King et al., 2008; Louws
et al., 2010; Al- Mawaali et al. 2012; Guan és Zhao 2012). A ket
legismertebb ilyen eset az eurdpai sz616 (Vitis vinifera) raoltasa észak-
amerikai vad alanyokra (Vitis labrusca és mas fajok), a sz6l6gyokértetii
(Phylloxera vitifoliae) altal kivaltott filoxéra jarvany megfékezésére (lasd
pl. Mudge et al., 2009) valamint citrusfélék raoltasa narancsra a fitoftoras
gyokérbetegség kivédésére (Wutscher, 1979). Virusos és baktériumos
fertézésekkel szembeni rezisztencianak oltassal torténd atvitelére is
vannak peldak (Sule és Burr, 1998; Vuli¢ et al., 2013; Zhao és Song,
2014).

Ujabb kutatasok szerint azonban néhany, a leveleket karosit6 gombaés
betegséggel szemben is hatdsos lehet az oltassal atvitt rezisztencia, pl.
uborkdban lisztharmat (Podosphaera xanthii) és peronoszpora
(Pseudoperonospora cubensis) ellen is (Louws et al., 2010; Sakata et al.,
2006). Ezek az eredmények olyan, oltdssal atvihetd szignalmolekuldk
jelenlétére  utalnak, amelyek a raoltott ndvényi  részben
betegsegrezisztenciat  indukalhatnak. A jelenség  lehetséges
biokémiai/genetikai mechanizmusa azonban Ienyegében ismeretlen, bar a
cseresznyenek oltassal atvihet virusrezisztenciajban igazoltdk a virus
eredetli kis interferald RNS-ek (SiRNS) szerepét (Zhao és Song, 2014). A

novényi betegségek elleni vedekezésben fontos szerepet jatszo
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fenilalanin-ammonia-liaz enzimmel kapcsolatban viszont kimutattak,
hogy a szubsztrat névényi fenolvegyiletek koncentracidja nem mindig
korrelal az oltassal atvitt betegségrezisztenciaval (Guan és Zhao, 2012;
Wallis et al.,, 2013). Ugyanakkor oltott zoldségnévényekben (pl.
paradicsom, tojasgyumolcs, uborka) az abiotikus stresszekkel szembeni
fokozott ellenallo képesség nagyobb antioxidans enzimaktivitasokkal jar
egylitt, mint a sajatgyokerti novényekben (He et al. 2009; Wei et al.
2009; Guan and Zhao 2012; Shu et al., 2016). A fentiek alapjan
feltételezhetd, hogy a ROS — felhalmozddas is hozzajarulhat az oltott
novények fokozott stressztiiréséhez, ill. betegség — ellenallésagahoz.
Eldzetes eredményeink szerint egy hazai cseresznyepaprika (C. annum
var. cerasiforme) — fajtan (cv. Szentesi) a lisztharmatos fert6zés tiinetei
gyakorlatilag nem jelentkeznek és ez az ellenall6 képesség oltassal
atviheto egy fogékony étkezési paprikara (cv. Total) (Lantos et al., 2012).
Elképzelhetd, hogy ebben a jelenségben egyes ROS vegyileteknek is
lehet tényleges szerepe. Elbkisérleteink szerint ugyanis a Szentesi
cseresznyepaprikaban, ill. a rdoltott, eredetileg fogékony fajtaban (cv.
Total) egyarant joval nagyobb mértékii a szuperoxid (O;")

felhalmozddasa, mint a sajat gyokerti fogékony paprikaban.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A kisérletekhez felhasznalt névények

Nicotiana tabacum cv. Samsun Rx1 és N rezisztenciagént egyuttesen
hordoz6 vonala (Bendahmane et al., 1999) valamint két, a lucerna
ferritinjét taltermelé dohanyvonal (cv. SR1): C8 és F9 (Deak et al.,
1999). A novények Uveghazi koérilmények kdzott voltak nevelve, 8 héten
at. Az egyes dohanyvonalak keresztezését (F1 utddok nyerése reciprok
keresztezésekkel) szintén tiveghdazi koriilmények kdzott végeztiik.
Capsicum annuum cv. Totél, toltenivald étkezési paprika, Capsicum
annuum var. cerasiforme cv. Szentesi cseresznyepaprika, ‘Kalocsai A’,
‘Kalocsai M’, ‘Global’, ‘Koral’, ‘Garai Fehér’, ‘Orias’ (ezek szintén
cseresznyepaprika - fajtak), illetve a ‘Totadl’ és ‘Szentesi’
cseresznyepaprikak oltvanyai (Szentesi alanyra oltott Totéal) és
keresztezett F; utodai [Total () x Szentesi (3)]. A novények lveghazi
koralmények kozott voltak nevelve 14 héten at. A paprikakeresztezéseket
szintén Uveghazi koralmények kdzott végeztik.

Az oltds 8 hetes novényeken tortént. Az alany és nemes novényeket
sziklevél folott 45 fokos szogben borotvapenge segitségével elvagtuk,
majd az egyszerli parositas elvét kdvetve a “‘Szentesi’ cseresznyepaprika
gyokér részét (sziklevéllel) és a Total ndvény sziklevél folotti részét egy
olt6 klipsz segitsegével egymasba helyeztiik (lasd 20. 4bra). A kéthetes
edzetési folyamatot (25 °C, 90% relativ paratartalom) kdvetden az oltasi

eredés kb. 65%-os volt.
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3.2. A kisérletekhez felhasznélt névenyi korokozok

e Dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV, U1 t6rzs)
e Burgonya X virus (Potato virus X, PVX, Ny izolatum)
(Ahmadvand et al., 2012)

e Paprikalisztharmat (Leveillula taurica)
A virusok fenntartasa fogékony dohanygazdanévényen (TMV: Nicotiana
tabacum cv. Samsun nn, PVX: Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN) tortént
uveghazban (TMV), illetve Panasonic MLR-352 névénynevel6 kamraban
(PVX). A novénynevel6 kamraban a novények 16 6rds hosszunappalos
fotoperiddus szerint nottek, 110 uE m® s* »happali” fényerésség mellett,
a hdmérsékletet ,,nappal” 25 °C, ,.éjszaka” 22 °C-on tartottuk. A virusos
inokulacidhoz a fert6zott fogékony ndvények felsé leveleit mozsarban,
csapvizzel, abrazivum (karborundum) hozzdadasaval doérzsoltik el (kb. 1
g levél / 10 ml csapviz). Az igy nyert inokulummal mechanikai Gton
(levelek bedorzsolése) fertéztink. A kontrollinokulalast  (mock
inokulaléas) karborundumos csapvizzel végeztik.
A paprikalisztharmatot (Leveillula taurica) egy Szentesi parikatermeszt
uveghazban izolaltuk és fogekony paprika — gazdanévényen (cv. Total)
tartottuk fenn Panasonic MLR-352 névénynevel6 kamraban, a dohanynal
emlitett koriilmények kozott. A lisztharmattal torténd mesterséges
fertézést a Zheng és munkatarsai altal (2013a, b) leirtak szerint végeztlk,
kiveve, hogy a paprika levelekre a lisztharmat-szuszpenziot (25.000

konidium/ml) egy finom ecsettel vittik fel.
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3.3. A szuperoxid kimutatasa

A szuperoxid-szabadgydk mérése nitro — blue — tetrazoliu — klorid (NBT)
(Sigma-Aldrich, Németorszag) segitségevel tortént. A szuperoxid
reakcioba 1ép az NBT-vel, és sotétkék szinli formazan képzodik, amely
szabad szemmel érzékelhetd.

A méréshez 1 mg/ml koncentracioju NBT-oldatot hasznéltunk 10 mM-os
kalium-foszfat  pufferben  (pH=7,8)  feloldva. Az  oldatot
vakuuminfiltralassal juttattuk a levelekbe (Adam et al., 1989). A
leveleket 15 percig erés fény alatt megvilagitottuk, majd szintelenitd
oldatba (0,15 w/v % trikldrecetsav, etanol es kloroform 4:1 arényd
elegyében) helyeztiik két napra (Hickelhoven és Kogel, 1998). Az
elszintelenedett leveleket ezutdn glicerin és desztillalt viz 1:1 aranyd
elegyeben taroltuk, majd a leveleket foliara kiteritve az eredményeket
digitadlisan dokumentaltuk (,,szkennelés”). Az NBT - festést a
nyilvanosan hozzaférhetd ImageJ szamitogépes program

(https://imagej.nih.gov/ij/) segitségével mennyiségileg értékeltik.

3.4. Sejthalal festés paprika levélszovetekben

Paprika levélszovetekben az elhalt sejteket laktofenolos Tripankék-
festéssel hivtuk el6, Pogany et al. (2009) moddszere szerint, kis
valtoztatassal. A fest6-torzsoldatot (10 g fenol, 10 ml glicerin, 10 ml
tejsav, 10 ml desztillalt viz és 0,02 g Tripankék /Sigma-Aldrich,
Németorszag/) 96%-o0s etanolban higitottuk 1:2 ardnyban majd a higitott
festékben a leveleket 1 percig foztiik €s 4 napig inkubaltuk. Ezt kdvetden


https://imagej.nih.gov/ij/
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a paprikaleveleket telitett klorél-hidrat [Cl;CCH(OH),] oldatban (1 kg

Kloral-hidrat 400 ml desztillalt vizben feloldva) szintelenitettik.

35. PVX - fogékonysag Kkialakitdsa rezisztens dohanyban

antioxidans enzimek (SOD és CAT) infiltralasaval

Rezisztens (cv. Samsun NN Rx1) és fogékony (cv. Samsun NN) kontroll
dohanynévenyek PVX-szel fertézott leveleinek egyik felét a
virusfert6zés utan kozvetlenul 10 mM kalium-foszfat pufferben (pH=7,8)
feloldott szuperoxid-dizmutaz (SOD, 3000 U/ml) és katalaz enzimekkel
(CAT, 5000 U/ml) infiltraltuk, injekcios tii és fecskendd segitségével. A
masik (kontroll) levélfelet 10 mM kalium-foszfat pufferrel infiltraltuk.

3.6. PVX - rezisztencia kialakitasa fogékony dohanyban szuperoxid

(ROS) képzo agens infiltralasaval

PVX - fertézésre fogékony dohany (cv. Samsun NN) virusfertézott
leveleinek egyik felét a virusfertézés utan 2 oraval szuperoxidot (O2")
képz6 agenssel (66 uM riboflavin, 10 mM L-metionin) infiltraltuk,
injekcios ti és fecskendd segitségével, a kordbban leirtak (Bacso et al.,
2011) szerint. A masik (kontroll) levélfelet pufferrel (10 mM kélium-
foszfat, pH= 7,8) infiltraltuk.
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3.7. Génkifejezédési vizsgalatok, a PVX és TMV RNS-szintii és a

paprika lisztharmat (Leveillula taurica) DNS-szintii kimutatasa

Dohanybdl és paprikabdl (egészséges, ill. PVX-, TMV - virusokkal és
paprikalisztharmattal fert6zott levelek) teljes névenyi RNS-t vontunk Ki.
A folyékony nitrogénben lefagyasztott leveleket mozsarban eldorzsoltik,
majd az eldorzsolt szovetbol szilikagélmembrén-oszlopos maodszerrel
(Plant Total RNA Extraction Miniprep System, Viogene, USA, ill. SV
Total kit, Promega), a készletekhez mellékelt utasitasoknak megfeleléen
vontuk ki az RNS-t. A kapott RNS mennyisegét és tisztasagat
spektrofotométeren (NanoDrop ND-1000) ellendriztiik. Az RNS (és
DNS) elnyelési maximuma 260 nm hullamhossznal van. Az RNS
mennyiségét a mintdkban az Ajs értékkel hataroztuk meg: RNS
koncentracio =Agg X higitas/25 (molaris kioltasi egytthatd). Az Aogo
érték pedig a fehérjével valo szennyezettségre utalt. Az Ayeo/Azgo aranyt
1,6 és 2,0 szélsdértekek kozott fogadtuk el megfelelonek. Ezt kdvetden a
mintakat megfuttattuk  1%-os formaldehid-agar6z-gélen, és az
elektroforézis utdn a kivont RNS koncentraciojat és epségét
etidiumbromidos festéssel UV-fényben ellendriztiik. A génkifejez6dés
vizsgalatdhoz  reverz  transzkripcidval  egybekotdtt  nukleinsav-
sokszorositdst (RT-PCR: reverse transcription polymerase chain
reaction) hasznaltunk. El6szér a hirvivé (messenger) RNS-t
szaporitottuk fel (RT - 1épés, azaz cDNS - szintézis), oligoDT
inditészekvencia (primer) segitségével, a reagenst gyartd leirdsat
kovetéen (RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit,

Fermentas, Litvania). A kovetkezd 1épésben az adott génnek megfeleld
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cDNS-t sokszorositottuk (PCR), a készletet gyartdo (KAPA Biosystems,
USA) utasitasai szerint. A PCR-t még a folyamat exponencialis fazisaban
allitottuk le, tehat minden vizsgalt génnél olyan, kuldn-kulon beéllitott
ciklusszammal dolgoztunk, ahol még megmaradtak a kilonbségek a
kiilonboz6  atirodasi  szintek kozott. Az RT-PCR-t  kOvet6en a
génexpresszios kuldnbségek kimutatasahoz a mintakat UV-fényben
fluoreszkalé GelRed (GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10 000X, Biotium
Inc., USA) festékkel festett, 1%-0s agardzgélen futtattuk meg,
referencianak (konstitutiv kontroll) dohanynal és paprikanal egy-egy
aktin gén expressziojat tekintettik. Az agardzgélt gélkiértékeld
rendszerben (Alphalmager EP), UV-fényben (A = 302 nm) lefotoztuk.
Ezzel a modszerrel a génkifejezddés szemikvantitativ mdédon mérhets. A
génkifejezddés érzékenyebb, kvantitativ kimutatasdhoz az Un. valds idejl
(real time) kvantitativ RT-PCR modszert hasznaltuk, a reagenst gyarto
(KAPA Biosystems, USA) (tmutatdsa szerint. A PCR-t kovetéen az
adatokat a miszert (BIO -RAD CFX 96) gyart6 cég (Bio-Rad
Laboratories, USA) altal fejlesztett szamitogépes programmal (CFX
Manager™ 2.1), Excel tablazatkezel$ segitségével értékeltik ki. A
génkifejezédés  kiilonbségeinek szamszerlisitéséhez az un. 27°4CT
modszert (Livak és Schmittgen, 2001; Schmittgen és Livak, 2008)
alkalmaztuk, bels6 referenciaként a kordbban emlitett gének (dohany és
paprika aktingénjei) szolgaltak. PCR-hoz az alabbi génekre specifikus
inditészekvencia-parokat (primereket) hasznaltuk (lasd 3.7.1). A fent
emlitett génkifejezdédést mérd modszerek segitségével detektaltuk RNS

szinten a két, dohanyt fert6z6 virus (PVX és TMV) felhalmozodasat is, a
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virus kopenyfehérjegénekre tervezett inditoszekvencidk (primerek)
segitségével (lasd 3.7.1).

Leveillula taurica kimutatasahoz a fert6zott novényekbdl, valamint a
kontrollként haszndlt egészséges novényekbdl teljes novényi DNS-t
vontunk ki. A folyékony nitrogénben lefagyasztott leveleket mozsarban
eldorzsoltiik, majd az eldorzsolt szovetbdl szilikagélmembran-oszlopos
madszerrel vontuk ki a DNS-t (REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kit,
Sigma Aldrich, Németorszdg). A kivont DNS-b6l szemikvantitativ
polimeraz — lancreakcio (Polymerase Chain Reaction, PCR) modszerrel
(KAPA Tag PCR Kit, KAPA Biosystems, USA) felszaporitottuk a
gomba egyik specifikus ITS szekvenciagjanak (LtLV) egy szakaszat.
Novényi referenciagénként a paprika aktingénjét hasznaltuk, ehhez a
génhez, mint referenciahoz hasonlitottuk a gomba LtLV DNS -
mennyiségét. A fert6zott novényekben igy lényegében a gomba-DNS-
nek a novényi DNS-hez viszonyitott mennyisegét, ezaltal a gomba
felhalmozodasat hataroztuk meg. A kapott PCR — terméket UV-fényben
fluoreszkald GelRed festékkel festett 1%-o0s agarézgélen futattuk meg.
Az agarOzgélt gélkiértékeld rendszerben (Alphalmager EP), UV-fényben
(A = 302 nm) lefotoztuk. Ezzel a modszerrel adott DNS mennyisége
szemikvantitativ modon mérhetd. A mintdkban a gombamennyiségek
kozotti kiilonbségek szamszerisitésére az érzékenyebb valos ideji (real
time) kvantitativ PCR — mddszert alkalmaztuk, a reagenst gyartd (KAPA
SYBR FAST Universal gPCR Kit, KAPA Biosystems, USA) Utmutatasa
szerint. A reakciot egy BIO-RAD CFX 96-os real time PCR -
késziilékben vegeztik el. A PCR-t kovetden az adatokat a miiszert gyartd

cég (Bio-Rad Laboratories, USA) altal fejlesztett szamitogépes
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programmal (CFX Manager'™ 2.1), Excel tablazatkezeld segitségével
értékeltuk Ki. A gomba-DNS-mennyiseg kilénbségeinek
szamszertisitéséhez az un. 27T médszert (Livak és Schmittgen, 2001;
Schmittgen és Livak, 2008) vettik alapul, bels6 referenciaként a

korabban emlitett paprika — aktingén DNS — mennyisége szolgalt.

3.7.1. Felhasznalt primerek

Gén neve, Elére- (forward) és visszainduld (reverse) primer Primer kapcsolodasi
génbanki nukleinsav-sorrendje hémérséklet
azonosito (annealing temperature, T,)
szama
NtAct 5" - CGGAATCCACGAGACTACATAC -3 T,=60°C
X69885 5" - GGGAAGCCAAGATAGAGC - 3’
CaAct 5" - ATCCCTCCACCTCTTCACTCTC -3’ T.=60°C
AY572427 5" - GCCTTAACCATTCCTGTTCCATTATC -3’
TMVcp 5" - ACCCTCGCCGACTACAACAT -3 T,=60°C
AF165190 5" - CAGTAGTGGCGGTCGAAGTG -3’
PVXcp 5’ - GGCATCAGCAGAGCTAGACTG -3’ T.=55°C
X88784 5 -

CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTI

-3
LtLV 5" - AGCCGACTAGGCTTGGTCTT -3’ T.=60°C
MF327258 5" - GCGGGTATCCCTACCTGATT -3’
StIRX1RT 5" - GGAGAAATCCTGCAATATAAT -3’ T.=60°C
AJ011801 5" - CGACCGAACTTACATTTTCCC -3’
NtAOX1-2 5" - GAAACAGTGGCTGCAGTGCC -3’ T.=57°C
S71335, 5" - GTGATACCCAATTGGTGC - 3’
X79768
NtBI-1 5" - GCGACACCTCTGTATGAA -3’ T,=48°C
AF390556 5" - ATGAAAGAAGACCTCCAA -3’
NtCAT1 5" - TCCGCTTGATGTGACTAAA -3’ T.=48°C
AF006067 5" - TCCACCCACCGACGAATA-3
NtGSTphil 5" - CTGGKGAWCACAAGAAGC - 3 T.=50°C
AY206005 5’ - GCCAARATATCAGCACACC -3
NtPR-1a 5" - GCAGATTGTAACCTCGTA-3 T.=60°C
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D90196 5" - CAATTAGTATGGACTTTCG -3’

NtPRB-1b 5’ — GGGATACTCCACAACATTAG -3’ T,=57°C
X66942 5’ — CACATACATATACACACCTC -3

CaPR-1 5 - GTTGTGCTAGGGTTCGGTGT -3’ T,=56°C
AF053343 5" - CAAGCAATTATTTAAACGATCCA -3’

CaPR-2 (GLU) 5’ - ACAGGCACATCTTCACTTACC -3’ Ta=56°C
AF227953 5’ - CGAGCAAAGGCGAATTTATCC -3’

CaMlol 5’ - CAAACATCATTCAAATCCAGCAACACCA-3" | T, =60°C
AY934528 5 - AATTTGATGCATATGGGACGGCGAAGAA - 3’

CaMlo2 5" - CTGGCACAATACAGCGAAAA -3’ T.=60°C
JN896629 5’- TTCATTAGCCCAGCCTTCAT -3’

3.8. Szabad és kotott szalicilsav mérése paprikandvényekben

Szabad és kotott (savasan hidrolizalhatd) szalicilsav méréséhez a
Meuwly és Métraux (1993), ill. Cole et al. (2004) altal leirt modszert
alkalmaztuk. A méréseket Dr. Szalai Gabriella és munkacsoportja (MTA
ATK Mezbégazdasagi Kutatointézete, Martonvasar) végezte. A
kivonashoz vivéanyagként para-hidroxibenzoesavat, belsé standardként
2-metoxibenzoesavat hasznaltak. Az elsddleges feltaras soran a novényi
mintat 8000 g-n centrifugaltak 20 percig, a feltlUszot felretették, utana az
Uledéket  reszuszpendaltak  90%-os  (v/v)  metanolban,  és
Ujracentrifugaltak a mar leirt paraméterekkel. A két fellilisz6 — frakciot
kombindlva a metanolt szobahdmérsékleten, vakuumcentrifugaban
elparologtattak, majd 1 ml 5%-o0s (w/v) triklorecetsavat adtak a mintahoz
és lecentrifugaltdk (8000 g, 10 perc). A felllUszot kétszer extrahaltak
etilacetat:ciklohexan 1:1 ardnyu keverékével. A szabad szalicilsav
meghatarozasdhoz a felsd, szabad fenolvegyiileteket tartalmazd szerves
réteget -20 °C-on taroltak, a kotott szalicilsav meghatarozasahoz pedig az

also vizes fazist hidrolizaltak sosavval, majd centrifugalas (6000 g, 10
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perc) utan a feluliszot kétszer szerves extrakcionak vetették ald a fent
leirt modon. Az igy kapott szerves frakciot taroltak -20 °C-on. Magat a
szalicilsavmérést nagy teljesitményii folyadékkromatografiaval (high
performance liquid chromatography, HPLC), deaktivalt, reverz fazisd
oszlop segitségével, fluorometrids detektorral vegeztek, Meuwly és

Métraux (1993) leirasa szerint.

3.9. NADPH-oxidaz enzim aktivitasanak mérése paprika szovetekbol

A NADPH-oxidéaz enzim aktivitdsdnak meérését a koradbban leirtak szerint
(Adam et al., 1997 és Xia et al., 2009) végeztiik, néhany modositassal. A
kivonashoz nyolcszoros térfogatu kivond puffert (50 mM Tris-HCL, pH
7,5, 0,25 M szdhar6z, 1 mM Na,S,0s5, 1 mM EDTA, 0,6% PVP)
hasznaltunk. Az eldorzsolt, tisztitott levélmintakat 120000 g-n (50 000
rpm) centrifugaltuk 30 percig, 4 °C-on, ultracentrifugdban (BECKMAN
L7-55) (sejtmembran frakcio izolalasa). A centrifugalas végén kapott
csapadekot 0,5 ml kivond pufferben Qjraszuszpendaltuk, és a
szuszpendalt csapadékot hasznaltuk fel azonnal a NADPH-oxidaz
aktivitadsdnak megéllapitdsdhoz. A fotométeres meghatérozas sordn a
reakcioelegybe (100 mM HEPES pH 6,8, 0,2 mM NADPH, 0,3 mM
NBT) 50 ul szuszpendalt csapadéekot adtunk. A NADPH-oxidaz
aktivitasanak specifikus méréséhez a reakcidelegybe tettlink 40 unit/ml
SOD-ot (szuperoxid-dizmutadz) (Sigma-Aldrich, Németorszag). Az
enzimaktivitas kimutatasdhoz ugyanazt a mintat lemertik SOD nélkil és
SOD-dal, a két érték kiilonbsége adta az enzimaktivitast (Adam et al.
1997).
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3.10. Glutation mennyiségének meghatarozasa TMV-vel, valamint

PV X-szel fert6zott dohanyndvényben spektrofotometrias modszerrel

A glutation mennyiségét a fertézések utdn 4 nappal vizsgaltuk, a
kordbban leirt mddszer szerint (Griffith, 1980). A dohanylevelek egy
része TMV-vel, masik részik PVX-szel volt fertézve. A fertézott
ndévényeken Kkivil kontroll-inokulalt (mock), valamint egészséges
ndvényeket is bevontunk a mérésbe. A glutation mennyiségének
meghatarozasihoz a mintaszedést kdvetden -70 °C tarolt 0,5 g novényi
szOvetet folyékony nitrogénben elddrzsoltunk. Az elddrzsolt noveényi
szOvetet 2 ml 6 w/v %-0s metafoszforsavval homogenizaltuk, majd a
mintakat centrifugaltuk (12 000 g, 20 perc, 4 °C). A méréshez a kapott
felildszot hasznaltuk fel. A glutation mérése két forméban tortént.
Egyrészt meghataroztuk az 6sszes glutation-mennyiséget (redukalt és
oxidalt egytt), masrészt az oxidalt glutation-szintet (GSSG). A kettd
kiilonbségébdl pedig megkaptuk a redukalt glutation (GSH) mennyiségét.
A méréshez 100 pl metafoszforsavas felildszot 1,5 ml-es Eppendorf-
cs6be pipettaztunk, majd a pH-jat 1,5 M-os trietanol-aminnal (TEA) 5,5
¢és 6,5 koz¢ allitottuk. Az Osszes glutation mennyiségét az igy elokészitett
oldatban mertiik. Az oxidalt glutation mennyiségenek meghatarozasahoz
szintén 100 pl felildszot mértink Ki, majd a pH stabilizalas utan a
mintakhoz 4 pl 2-vinilpiridint adtunk, mely megkéti a redukalt glutationt.
A mintdkat erdteljesen Osszeraztuk a vinilpiridinnel, melynek
kovetkeztében fehér csapadék képzdodott (megkotddott a redukalt
glutation), majd az igy kapott oldatot mérés eldtt szobahdmérsékleten

egy oran at allni hagytuk. Az el6készitett mintaoldatokban a glutation
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mennyiségének 2:30 perces kinetikajat spektrofotométer segitségével
(Shimadzu, UV-160A), 412 nm-en mértik. A kiivettdba a mintakhoz a
méréshez sziikséges reagens oldatokat kozvetleniil a mérés eldtt adtuk

hozza.

3.11.  Glutation-reduktdz és glutation-S-transzferdz  enzim
aktivitasanak mérése TMV-vel, illetve PVX-szel fertézott dohany

névenyben spektrofotometrias médszerrel

Enzimaktivitast 4 nappal a TMV, illetve PVX virusfertézes utan,
valamint  kontroll-inokuldlt  (mock) és egészséges novenyek
levélszbveteiben mértiink. A 0,5 g frissen szedett levélszovetmintakat 3
ml, 1 mM EDTA-Na,-t és 2,5 w/v % oldhatd polivinilpirrolidont (PVP)
tartalmaz6, 50 Mm TRIS-HCI pufferben (pH = 7,8) homogenizaltuk,
lehtit6tt mozsarakban eldorzsdlve. A mintakat centrifugaltuk (12 000 g,

20 perc, 4 °C), a mérésekhez a feliillisz6t hasznaltuk.

3.11.1. Glutation-reduktaz aktivitasdnak mérése

A glutation-reduktdz (GR) aktivitasdt a NADPH fogyasat mérve
hataroztuk meg spektrofotométer segitsegével (Shimadzu, UV-160A,
Japan), 340 nm-en. A GR enzim 1:30 perces kinetikdjanak vizsgalata
soran az enzim altal katalizalt reakcidban az oxidalt glutation (GSSG)
redukalédik a NADPH oxidacioja kovetkezteben (Klapheck et al., 1990).
A kontrollmintakhoz nem adtunk oxidalt glutationt, igy az 6sszes, nem
csak a GR enzim altal katalizalt reakciokban végbemend NADPH -

fogyas mérhet6 a névényi Kivonatokban. Az enzimet tartalmazé mintak
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abszorbanciaértékébol kivontuk a kontrollmintdknal mért abszorbanciat,
majd a kapott kiilonbségbdl szamoltuk ki az enzimaktivitast. Az
enzimaktivitas mértékegysége pmol NADPH/ g friss novényi szdvet/
perc. A vizsgalathoz harom fuggetlen Kkisérletet végeztink.

Kisérletenként a méréseket két technikai ismétléssel végeztik.

3.11.2. Glutation-S-transzferaz aktivitdsanak mérese

A redukdlt glutation (GSH) konjugacios reakcidit a glutation-S-
transzferdz (GST) enzimek Kkatalizaljak. A vizsgalat sordn az enzim
aktivitasat a glutation-konjugacios reakcidé termékeinek képzddésével
hataroztuk meg spektrofotmetrias modszer segitségével, 340 nm-en. Az
enzim szubsztratjaként 1-klér-2,4-dinitro-benzol (CDNB) szolgalt.
Mintanként egy reakcio mérési ideje 1:30 perc volt. Kontrollként a vak
mintahoz a novényi fellliszo helyett, az azzal azonos mennyiségi
puffert mértik az oldatba. A névenyi feluluszot tartalmazd oldat
abszorbanciaértékébol kivontuk a vak minta abszorbanciajat, majd az igy
kapott kiilonbségb6l szamoltuk ki a GST enzim aktivitasat. Az
enzimaktivitas mértékegysége pmol konjugatum/ g friss névényi szovet/
perc (Mauch és Dudler, 1993).
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4. EREDMENYEK

4.1. A szuperoxid hozzajaruldsa az Rx1 rezisztenciagén altal
burgonya X virus (PVX) ellen biztositott tlinetmentes (extrém)

rezisztenciahoz, dohanyban

A burgonyaban a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) elleni extrém
ellenallésdgot az Rx gének (Rx1 és Rx2) biztositjdk. Ez az ellenallo
képesség olyan hatdsos, hogy a szokvanyos rezisztenciara jellemzé HR
tipusu nekrotikus 1éziok sem jelennek meg a fert6zott rezisztens
leveleken, vagyis a ndvény tinetmentes. Bendahmane et al. (1999)
feltételezte, hogy a HR nekrotikus foltok azért nem jelennek meg az
extrém rezisztencia esetében, mert az Rx gének hatasara a korokozd
virust a ndvény igen koran gatolja, emiatt korai tiinetmentesség all elo,
azaz nincs 1d6 a hiperszenzitiv tiinetek kialakitdsara. A virusgatlas pontos
mechanizmusa mindezidaig ismeretlen, azonban a PVX elleni extrém
rezisztencia (ER) az Rx1 gént Kifejez6 transzgenikus dohanyban is
hatasos és Bendahmane et al. (1999) szerint ennek egyik oka a reaktiv
oxigénfajtak, els6sorban a szuperoxid (O, ") korai felhalmozodéasa lehet.

Doktori munkdm egyik f6 célkitlizése volt annak tisztazasa, hogy az Rx1
gént kifejezd transzgenikus dohdnyban a PVX - fertézésre kialakuld
extrém rezisztencidban van-e tényleges szerepe a fertézés utani korai

szuperoxid - felhalmozddasnak?
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4.1.1. Az Rx1 rezisztenciagén miikodésének kimutatisa transzgenikus
dohanyban

A Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1 transzgenikus
dohanynovények (,Rx”) a burgonya Rx1 rezisztenciagénjét sajat
promoter segitségével fejezik ki. Ezek a névények a burgonya X virus
(Potato virus X, PVX) fertézéssel szemben extrém rezisztensek
(Bendahmane et al., 1999), ellentétben az Rx1 gént nem tartalmazo
kontrolldohannyal (cv. Samsun NN, ,SNN”), melyben a PVX
akadalytalanul replikalodik és szisztemizalddik, bar lathaté tineteket
(enyhe sargulas, ill. mozaik) alig okoz.

Ellenériztiik, hogy az altalunk hasznalt Rx1 transzgenikus
dohé&nyvonalban tényleg kifejezédik-e az Rx1 gen. A geénexpresszidt a
fert6zés utan kiilonb6z6 idopontokban mérve (kvantitativ RT-PCR) a
varakozasoknak  megfeleléen a  nem-transzgenikus  (vadtipusu)
ndvényekben nem kaptunk jelet, mig az Rx1 névényekben igen. Az Rx1
génexpresszid az egészséges Rx1 novényekben is megnyilvanult és
érdekes mddon mechanikai stressz (kontroll /mock/ inokulélas) hatdsara
is, azonban ilyenkor a génexpresszio az id6 fliggvényében kicsit
lassabban emelkedett, mint a PV X-szel fert6zott névényekben, ahol az
Rx1 expresszidja mar a virusfertdzés utan 6 oraval jelentésen megnott (1.
abra). Ezek szerint az Rx1 rezisztenciagén kulonféle stresszhatasokra is
indukalodhat, de a PVX fert6zésére reagal a leggyorsabban, ami az

extrém rezisztencia kialakuldsanak elso 1épése.
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1. dbra: Az Rx1 rezisztenciagén miikodésének kimutatdsa transzgenikus dohanyban (Nicotiana tabacum cv.
Samsun NN Rx1) és az Rx1 gént nem tartalmaz6 kontrolindvényekben (N. tabacum cv. Samsun NN),
kvantitativ RT-PCR-rel (relativ génexpresszid), a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) fertézés, ill.
kontrollinokulacié (,,mock”) utan kiilonb6z6 idépontokban (3, 6, 11 és 24 6ra). 0 h: fert6zetlen névények. A
génexpresszié normalizalasahoz egy dohany aktingén (NtAct) expressziéjat hasznaltuk.

4.1.2. Az Rx1 g¢gén altal meghatarozott, PVX-szel szembeni extrém
rezisztencia kimutatasa dohanyban

Az Adltalunk haszndlt PVX - izolatum (Ny) az Rx1l gént kifejez6
burgonyaban extrém rezisztenciat valt ki (Ahmadvand et al., 2012). Az
Rx1 gént tartalmazd dohanyt PVX-Ny-el fert6zve nem kaptunk szabad
szemmel lathato tiineteket sem az inokulalt, sem a felso leveleken, ami az
extrém rezisztencia kialakulasara utal. A PV X felhalmozodasat az extrém
rezisztens (ER) és fogékony dohanyokban a virus képenyfehérjegénjére
tervezett specifikus inditoszekvenciak (primerek) segitségével, RT-PCR-
rel kovettik nyomon. A novényekrdl a fertdzés utan kiilonbozo
idépontokban szedett levélmintdkban a PVX CP génjének (CP = virus
kdpenyfehérje) expresszidja az ER-t mutatd ndévényekben a virusfertézés
utani 6. oratol meredeken csokkent, mig a fogékony névényekben a
virusszint folyamatosan emelkedett (szemikvantitativ RT-PCR, 2. &bra).
A PVX felhalmozbddas kildnbségeinek pontosabb kimutatasahoz
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kvantitativ RT-PCR-t hasznalva kimutattuk, hogy az extrém rezisztens
dohanyokban a fert6zés utani 5. napra a PVX szintje a fogékony

ndvényekhez képest kdzel egy nagysagrenddel kisebb (3. abra).

467 bp
4 (PVXcep)

il — 230hp

0 hpi 1 hpi 3hpi 6 hpi 1dpi 2dpi i " : : (NtAct)

2. abra: Burgonya X virus (Potato virus X, PVX) felhalmozddasa az Rx1 extrém rezisztenciagént kifejezd
dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a fogékony kontrollndvényekben (N. tabacum cv.
Samsun NN), a virusfert6zés utan kiilonb6z6 idépontokban (1, 3 és 6 6ra, 1 és 2 nap), szemikvantitativ RT-
PCR-rel mérve (PVX CP génexpresszid). Referenciaként egy dohany-aktingén (NtAct) expresszidjat
tekintettiik. 0 hpi = egészséges, fertézetlen névények. (hpi, ill. dpi: a fertdzéstél eltelt orak, illetve napok)

PVX CP
20 -
18 -
16 -
14

12 4

10 + I

Relativ génexpresszid

= o
I

3. abra: Burgonya X virus (Potato virus X, PVX) felhalmozddasa az Rx1 extrém rezisztenciagént kifejezd
dohényban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a fogékony kontrollnévényekben (N. tabacum cv.
Samsun NN), a virusfert6zés utan kiilonb6z6 idépontokban (1, 3 és 6 6ra, 1, 2 és 5 nap), kvantitativ RT-PCR-
rel mérve (PVX CP relativ génexpresszid). A génexpresszié normalizalasahoz egy dohany-aktingén (NtAct)
expresszidjat hasznaltuk.
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4.1.3. A szuperoxid korai felhalmozodasanak mérése NBT -
szOvetfestéssel a PVX-szel szemben extrém rezisztens Rx1 dohanyban

A szuperoxid (O;7) felhalmoz6dasanak kimutatdsdhoz az extrém
rezisztens és fogekony dohanyok PVX-szel fert6zott leveleit nitroblue -
tetrazolium - kloriddal (NBT) festettiik, a virusfertézés utan 1, 2, 3, 6 és
48 oraval (HPI). Eredmeényeink szerint a szuperoxid az extrém
rezisztenciat mutatd levelekben a PV X-fert6zés utani korai idédpontokban
(els6sorban 1 és 2 6ra mulva) halmozddik fel intenzivebben, a fogékony
novényekhez képest (4. &bra). A szuperoxidszint kuilonbségeinek
pontosabb kimutatdsdhoz az NBT - festést szamitdgepes program (Image
J) segitségével kvantifikaltuk. A mérések alapjan egyértelmiinek tiinik,
hogy a virusfertdzés utdn 48 oOrara a szuperoxid mennyisége az ER-t
mutatd Rx1 dohanylevelekben a fert6zetlen, ill. PVX-re fogekony
novényekre jellemzé szintre esik vissza (5. abra). Erdekes, hogy az ER
soran a szuperoxid a fert6z€s utani elsé 6 6rdban halmozodik fel, és a
PVX mennyisége csak ezt kovetéen csokken jelentdsen (3. és 5. abra).
Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az ER soran a szuperoxid

kozvetleniil hozzéjarulhat a fert6z6 virus (PVX) gatlasdhoz.



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2019.007

PVX 0 HPI

Rx1

Rx1 NN

1 HPI 3 HPI
2 HPI :,?h 6 HPI
“d
Rx1 NN 7 DPI

R
PVX CP

4. 4bra: Szuperoxid (O,") felhalmoz6dasa (amire a kék szin utal) az Rx1 extrém rezisztenciagént kifejez6
dohényban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a fogékony kontroll ndvényekben (N. tabacum cv.
Samsun NN), burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) tortén6 fert6zés utan 1, 2, 3 és 6 oraval (0 HPI =
fertdzetlen névények). A szuperoxidot NBT (nitroblue - tetrazolium - klorid) festéssel detektaltuk. Az also

&brarész a PV X-szel szembeni extrém rezisztencia meglétét szemlélteti a vizsgalt névényekben, hasonléan a
2. abrahoz.
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5. &bra: Szuperoxid (O,") felhalmozodas mérése az Rx1 extrém rezisztenciagént kifejezd dohanyban
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a fogékony kontrollndvényekben (N. tabacum cv. Samsun NN), a
burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) torténd fertézés utan 1, 2, 3, 6 és 48 oraval (0 h = fert6zetlen
novények). A szuperoxidot NBT (nitroblue tetrazolium klorid) festéssel detektaltuk, az NBT szovetfestés
kvantifikalasa Image J szamitégépes program segitségével tortént.

4.1.4. Az NBT - szdvetfestés dohanyban specifikus a szuperoxidra

A virusfertézés utan 1 és 2 oraval (HPI) az Rx1 dohanyban tapasztalt
intenziv NBT festddés jelentds mértékben csokkent, ha a leveleket az
NBT mellett szuperoxid-dizmutazzal (SOD, 3000 U/ml) és katalazzal
(CAT, 5000 U/ml) is infiltraltuk (6. dbra). A SOD a szuperoxidot
hidrogén-peroxidda (H,O,) alakitja, mig a CAT a H,0,-t bontja le.
Igazoltuk tehat, hogy PVX fertdzés soran az daltalunk hasznalt

dohé&nyokban az NBT szovetfestés valoban specifikus a szuperoxidra.
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PVX Rx1 + NBT Rx1 + NBT + SOD&CAT

1 HPI
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6. abra: Az NBT (nitroblue - tetrazolium - klorid) szovetfestés a burgonya X virusra (Potato virus X, PVX)
extrém rezisztens dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) specifikus a szuperoxidra (O,7). A
baloldali leveleket a PVX-szel torténé fert6zés utan 1, ill. 2 6raval (HPI) a szuperoxid - felhalmozddas
kimutatasara NBT-vel infiltraltuk, mig a jobboldali leveleket ugyanezekben az iddpontokban NBT-vel,
valamint szuperoxid-dizmutazzal (SOD, 3000 U/ml) és katalazzal (CAT, 5000 U/ml) infiltraltuk.

4.1.5. Antioxidans enzimek (SOD és CAT) infiltralasanak hatasa a PVX-
szel szembeni extrém rezisztenciara Rx1 dohanyban

Ha az Rx1 gént kifejezé dohanyban a PVX fert6zésénél tapasztalt korai
szuperoxid (O,") felhalmozddas ténylegesen hozzdjarul az extrém
rezisztenciahoz, akkor a O~ szint csokkentése antioxidanssal valo
kezelésekkel megtorheti a rezisztenciat (azaz a rezisztens  Rx1
dohényban legalabb részleges fogékonysag alakul ki a PVX fertézésével
szemben). A  hipotézis  bizonyitdsdhoz Rx1 és  fogékony
kontrolldohanyndvények PVX-szel fert6zott leveleinek egyik felét a
virusfertézés utan kozvetleniil szuperoxid-dizmutdzzal (SOD, 3000

U/ml) és katalazzal (CAT, 5000 U/ml) infiltraltuk (a mésik levélfelet
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pufferrel infiltraltuk). Az Rx1 dohanyok extrém rezisztensnek
bizonyultak a PV X-re, de a virusfertéz¢és utani 7. napra a levelek kozel
felében az antioxidans enzimekkel infiltralt levélfélben (SC) szabad
szemmel lathatd, hiperszenzitiv lokélis nekrozisra (HR) emlékeztetd
tiinetek alakultak ki és ezzel egyiitt a PVX mennyisége is jelentdsen
megndtt a hasonld, de tiinetmentes levélfélhez kepest (7. abra).
Feltételezhetd, hogy az extrém virusrezisztencia lassitasa ilyenkor HR
tipusu rezisztenciat eredményez, amely mar nem képes olyan hatékonyan
visszaszoritani a kdrokozd virus replikéciojat (Id. Bendahmane et al.,
1999).

A HR-tlinetekkel jard szoveti nekrdzis megjelenésével jol korrelalt az
NtPR-la gén expresszidja, ez a PVX fertézés utan mar 2 nappal
¢szlelhet6 enyhébb HR-szeri tiineteket mutaté levélfelekben is
egyértelmii volt (8. abra). Egyes PR gének, ill. fehérjék (pl. PR-1a)
ugyanis virusfertdzések soran a rezisztenciaval jard szdveti stressz (HR-
nekrdzis) markerei, bar a rezisztenciaban nincs tényleges szerepik (Cutt
et al., 1989; Linthorst et al., 1989).
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7. &bra: Antioxidans enzimek hatdsa a burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni extrém
rezisztenciara dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1), a PVX fert6zés utan 2 és 7 nappal (DPI).
SC = az inokulalt levelek bal felének infiltralasa szuperoxid-dizmutazzal (SOD, 3000 U/ml) és katalazzal
(CAT, 5000 U/ml); puffer = az inokulalt levelek jobb felének infiltralasa 10 mM kalium-foszfattal (pH=7,8).
A grafikonokon az ,,SC” és ,puffer” jelzésli oszlopok a PVX felhalmozodasat reprezentaljak egy adott
inokulalt levél bal, ill. jobb felében. A baloldali grafikon utolsé négy oszlopa van kinagyitva jobbra fent. HR
= hiperszenzitiv lokalis nekrozisra (HR) emlékeztet6 tiinetek az inokulalt levelek bal felében. Rx és SNN:
extrém rezisztens és fogékony kontroll dohanyvonalak. A PVX felhalmozddasat (PVX CP relativ
génexpresszid) kvantitativ RT-PCR-rel kovettilk. A génexpresszié normalizalasahoz egy dohany-aktingén
(NtAct) expresszi6jat hasznaltuk.
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8. &bra: Antioxidans enzimek hatdsa a burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni extrém
rezisztenciara (ER) dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1), a fert6zés utan 2 és 7 nappal (DPI):
az ER csokkenése korrelal a HR megjelenésével és az NtPR-1a gén fokozott kifejez6désével (kvantitativ RT-
PCR, relativ génexpresszi6, a normalizalasahoz egy dohany aktin gén (NtAct) expresszi6jat hasznaltuk). SC=
az inokulalt levelek bal felének infiltralasa szuperoxid-dizmutazzal (SOD, 3000 U/ml) és katalazzal (CAT,
5000 U/ml); puffer = az inokulalt levelek jobb felének infiltradlasa 10 mM kalium-foszfattal (pH=7,8). A
grafikonokon az ,,SC” ¢és ,,puffer” jelzésii oszlopok az NtPR-1a gén kifejezddését reprezentaljak egy adott
inokulalt levél bal, ill. jobb felében. HR = hiperszenzitiv lokalis nekrozisra (HR) emlékeztetd tiinetek. Rx és
SNN: extrém rezisztens és fogékony kontroll dohanyvonalak.

4.1.6. A ROS - képzddes gatlasanak hatasa a PVX-szel szembeni extrém
rezisztencidra Rx1 dohanyban

Amennyiben dohanyban PVX - fertézésnél a korai ROS (szuperoxid) -
felhalmozodas ténylegesen hozzajarul az extrém (Rx1) rezisztenciahoz,
akkor a ROS képzOdés gatlasa megtorheti a rezisztenciat. Egy
lucernaferritint ~ taltermeld dohanyvonalban az egyik leginkabb
reakcioképes ROS, a hidroxilgyok (OH) termelése visszaszorul (a
ferritin megkoti a ROS - képzddéshez sziikséges vasat, 1d. Dedk et al.,
1999). Az Rx1l gént kifejez6 dohanyvonalat a ferritint taltermeld

novényekkel keresztezve feltételezhetd, hogy az F; utédokban cstkken a
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ROS képzddés és igy az extrém (Rx1) rezisztencia helyett — legalabb
részleges — fogékonysag alakulhat ki a PVX fert6zésével szemben.

Az Rx1 dohanyokat két ferritin tultermelé dohannyal (cv. SRI)
kereszteztilk: a C8 vonalban a lucerna ferritinfehérje szignalpeptid
nélkiili, rovidebb formaja termelddik, mig az F9 vonal a teljes fehérjét
fejezi ki (Deak et al., 1999). A keresztezéseknél el6szor az Rx1 dohany
volt az anya és a C8, ill. F9 vonal az apa (Nt cv. Samsun NN Rx1 ¢ X Nt
cv. SR1 C8 &, ill. Nt cv. Samsun NN Rx1 @ X Nt cv. SR1 F9 &). A
keresztezésekbdl kapott F1 utodndvényekben a transzgének (Rx1, ill. a
C8 és F9 lucerna-ferritingén) mukodését RT-PCR-rel ellendriztiik. A
PVX felhalmozodasat mérve megallapithatd, hogy az F;
utddndvényekben az extrém rezisztencia részlegesen megtort, azaz az
inokulalt levelekben a virusszint jelentdsen nagyobb volt az Rx1
dohanyokhoz képest, de csak a fertézés utani elsé 2 napban (9. abra).
Erdekes, hogy az F; névények nagy részében a PVX inokul4cié utan 5
nappal a fertézott leveleken szabad szemmel lathatod, hiperszenzitiv
lokélis nekrotikus 1ézidk (HR) alakultak ki (10. abra). Feltételezheto,
hogy a ROS képzddésének gatlasaval az extrém virusrezisztencia serul
(lassul), es ez eredményezi a HR tipusu rezisztenciat, amely kevésbé
képes visszaszoritani a PV X replikaciojat (Id. Bendahmane et al., 1999).
A reciprok-keresztezéseket elvégezve (Nt cv. Samsun NN Rx1J4 X Nt cv.
SR1 C8 @, ill. Nt cv. Samsun NN Rx1J3 X Nt cv. SR1 F9 Q) hasonld
eredményeket kaptunk: az Rx1 és a ferritint taltermel6 dohanyok
keresztezéséb6l kapott F; ndvényekben az extrém rezisztencia (ER)
részlegesen megtort, de csak a fertézés utani elsé 2 napban (11. abra),

viszont HR-tipusU nekrotikus 1éziok az inokulalt leveleken csak elvétve
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fordultak el6. A kisérletekben kontrollként az SR1 dohanyt is
kereszteztilk az Rx1 novényekkel. Az igy kapott F; egyedekben az ER
alig csokkent, a ferritin-tultermel6 F1 névényekhez képest. Ezek szerint a
ROS-képzddés ferritint taltermelésbdl adodd csdkkenése specifikusan
képes az extrém rezisztenciat mérsekelni. Erre utal az is, hogy a ferritint
tultermelé dohanyvonalak (cv. SR1; C8 es F9) sokkal fogékonyabbak
PV X-re, mint a két vadtipus (cv. SR1 és cv. Samsun NN) (11. &bra).
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9. 4bra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni extrém rezisztencia (ER) részleges
megtorése ER-t mutaté dohany (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és két fogékony, ferritint taltermel
dohanyvonal (N. tabacum cv. SR1; C8 és F9) keresztezésébdl kapott F1 utédndvényekben, a PVX fertézés
utani elsé 5 napon. A keresztezésekben az Rx1 dohany volt az anya (?). Az inokulalt levelekben a PVX
felhalmozodasat (PVX CP relativ génexpresszié) kvantitativ RT-PCR-rel kdvettik (a normalizalasahoz egy
dohény-aktingén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk) (A): Rx1 dohany keresztezése a C8 vonallal; (B): Rx1
dohény keresztezése az F9 vonallal.
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10. &bra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni extrém rezisztencia (ER) részleges
megtorése ER-t mutaté dohéany (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és két fogékony, ferritint tiltermeld
dohényvonal (N. tabacum cv. SRI; C8 ¢és F9) keresztezésébdl kapott Fi utodndvényekben. A
keresztezésekben az Rx1 dohany volt az anya (?). Az F; novények nagy részében a PVX fert6zés utan 5
nappal az inokulalt levelekben szabad szemmel lathato, hiperszenzitiv lokalis nekrozis (HR) alakult ki (nyillal
jelélve). (A): Rx1 dohéany keresztezése a C8 vonallal; (B): Rx1 dohany keresztezése az F9 vonallal.
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11. abra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni extrém rezisztencia (ER) részleges
megtorése ER-t mutaté dohany (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és két fogékony, ferritin taltermeld
dohény vonal (N. tabacum cv. SR1; C8 és F9) keresztezésébdl kapott F; utddndvényekben, a PVX - fertdzés
utani els6 3 napon. Kontrollként az SR1 dohanyt is kereszteztiik az Rx1 ndvényekkel. A keresztezésekben az
Rx1 dohany volt az apa (&). SNN: fogékony kontrolldohdnyvonal. Az inokulalt levelekben a PVX
felhalmozddasat (PVX CP relativ génexpresszio) kvantitativ RT-PCR-rel kévettiik (a normalizalasahoz egy
dohény aktin gén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk).

4.1.7. PVX - rezisztencia kialakitasa fogékony dohanyban (cv. Samsun
NN) szuperoxidot (ROS) képzé dgens infiltrdaldsaval

Ha az Rx1 gént kifejez6 PVX - rezisztens dohanyban (cv. Samsun NN
Rx1) a szuperoxid korai (ROS) felhalmozddésa téenylegesen hozzajarul az
extrém rezisztenciahoz, akkor fogékony dohanyban (cv. Samsun NN) az
in planta szuperoxidszint ndvelése mérsékelheti a fogékonysagot (azaz a
fogékony NN dohanyban legalabb részleges rezisztencia alakul ki a PVX
fertdzésével szemben). A hipotézis bizonyitdsdhoz PVX - fertdzésre
fogékony dohany (cv. Samsun NN) virusfert6zott leveleinek egyik felét a
virusfert6zés utan 2 oraval szuperoxidot (O;7) képz6 agenssel (66 uM
riboflavin, 10 mM L-metionin) infiltraltuk (a masik levélfelet pufferrel
infiltraltuk). Az igy kezelt cv. Samsun NN dohéany fogékony volt a PV X-
re, de az inokulalt levelek riboflavin-metionin eleggyel infiltralt felében
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(a virusfert6zés utan 3 €és 7 nappal) a virusszint jelentdsen kisebb volt a
pufferrel infiltralt levélfélhez képest (12. dbra). A virusfert6zés utani 5.
napra a riboflavin-metionin eleggyel infiltralt levélfelek nagy részében
szabad szemmel lathato, er6sebb vagy gyengébb, hiperszenzitiv lokalis
nekrozisra (HR) emlékeztet6 tiinetek alakultak ki (13. dbra). A PVX-re
fogékony dohanyban az in planta szuperoxid (ROS) - szint mesterséges
novelése feltételezhetden nem képes extrém rezisztenciat eldidézni, de a

lassabb, HR tipusl rezisztenciat igen, amely részben képes
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12. abra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni rezisztencia kialakitasa fogékony
dohéanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN), szuperoxidot (O,~) képz6 agens (66 uM riboflavin, 10 mM
L-metionin) infiltralasaval az inokulalt levelek egyik felébe (riboflavin), a PVX fert6zés utani elsé 7 napon. A
PVX felhalmozddasat (PVX CP relativ génexpresszié) az inokulélt levelekben kvantitativ RT-PCR-rel
kovettiik (a normalizalasahoz egy dohany-aktingén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk).
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13. abra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni rezisztencia kialakitasa fogékony
dohéanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN), szuperoxidot (O,") képz6 agens (66 uM riboflavin, 10 mM
L-metionin) infiltralasaval az inokulalt levelek egyik felébe (RF). A ndvények nagy részében a riboflavinnal
infiltralt levélfélben a PVX fertdzés utan 5 nappal szabad szemmel lathatod, erdsebb vagy gyengébb,
hiperszenzitiv lokalis nekrozisra (HR) emlékezteto tiinetek alakultak ki. ,,mock” = kontroll inokulalt levelek.

4.2. A PV X-szel szembeni tinetmentes, extrém rezisztencia és a TMV
altal kivaltott, lokalis nekrézissal (HR) jard ellenall6 képesség
osszehasonlitasa dohanyban - védekezéssel kapcsolatos gének és
antioxidansok aktivitasa

A Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1 dohanyban a Burgonya X
virus (Potato virus X, PVX) fertézésekor az Rx1 rezisztenciagén altal
meghatarozott Un. extrém rezisztencia (ER) tlnetmentes, mig az N
rezisztenciagén altal meghatéarozott, dohany mozaik virussal (Tobacco
mosaic virus, TMV) szembeni ellendlldo képességet lokalis sejt- és
szovetelhalas (hiperszenzitiv reakcid, HR) kiséri (Id. Bendahmane et al.,
1999) (14. abra).
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14. abra: Tlinetmentes (extrém) és hiperszenzitiv (HR) virusrezisztencia dohanyban (Nicotiana tabacum cv.
Samsun NN Rx1). Baloldali kép: Az Rx1 rezisztenciagén altal meghatarozott extrém rezisztencia (ER)
burgonya X virus (Potato virus X, PVX) fert6zésekor. Jobboldali kép: Az N rezisztenciagén altal iranyitott
HR dohéany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) fert6zés esetén. A felvételek 2 nappal a virusfert6zés
utan késziltek.

A tinetmentes ER soran a virusgatlas tényleges folyamata nagyrészt
tisztazatlan, bar a fent ismertetett eredményeink szerint a reaktiv
oxigénfajtak (ROS), elsésorban a szuperoxid (O,7), hozzjarulhatnak
ehhez a folyamathoz. Kivancsiak voltunk azonban arra is, hogyan
valtozik egyes védekezési (részben Un. patogenezissel kapcsolatos, PR)
gének expresszidja, valamint egyes nem enzimatikus és enzimatikus
antioxiddnsok mennyisége, ill. aktivitdisa e két virusrezisztencia
mechanizmus (tuinetmentes ER és lokalis nekrozissal jar6 HR) soran?

A tovabbi kisérletek el6tt a PVX-szel szembeni tiinetmentes (ER) és a
TMV-vel szembeni HR tipust virus rezisztenciat — a PVX, ill. TMV
felnalmozodasat — ugyanabban a doha&nygenotipusban 6sszehasonlitva
latszik, hogy az ER mar a virusfertézés utani 6. 6ratol kialakul (a PVX
gatolva van), mig a HR sordn a virusszint a nekrotikus lézidk

megjelenésével (2 nap) még emelkedik (15. abra). Ezek szerint mar a
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fertézés utani elsé 2 napban a HR soran kb. egy nagysagrenddel tobb
virus (TMV) van jelen a gazdandvényben, mint a tiinetmentes ER-nél,

ahol a virus (PVX) szinte teljesen visszaszorul.

1,2 4
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15. dbra: Burgonya X virus (Potato virus X, PVX) és dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV)
felnalmozo6dasa az Rx1 extrém rezisztenciagént kifejez6, PVX-re és TMV-re rezisztens dohanyban (Nicotiana
tabacum cv. Samsun NN Rx1), a virusfert6zés utan kiilonb6z6é idépontokban (1, 3 és 6 6ra, 1 és 2 nap),
kvantitativ. RT-PCR-rel mérve (PVX CP és TMV CP relativ génexpresszio). A génkifejezodés
normalizalasadhoz egy dohany-aktingén (NtAct) expresszi6jat hasznaltuk.

4.2.1. Védekezéssel kapcsolatos gének expresszidja a tlinetmentes ER €s
a HR soran

A PVX-szel szembeni tiinetmentes (ER) és a TMV-vel szembeni HR
tipusu rezisztencianal elészor két, Gin. patogenezissel kapcsolatos (PR)
gén (NtPR-1a és NtPRB-1b), valamint egy szintén PR génnek tekinthetd,
stresszre jOl indukalédé gen (glutation-S-transzferaz, NtGSTphil)
expressziojat vizsgaltuk. ER esetén a PV X - fertézés utan 1 és 3 oraval az
NtPR-1a expresszidja kissé nétt, majd a 6. o6ratdl fokozatosan csokkent.

A TMV fert6zése altal kivaltott HR-nél viszont az NtPR-1a expresszio a
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fertézés utan 1 6ratol az 1. napig fokozatosan emelkedett, majd a 2. és 5.
napra (amikor a HR-1éziok kifejlédnek) mar kb. tizszeresére nott. (16.
adbra). Az NtPRB-1b gén expresszioja mindkét rezisztenciatipusnal
kezdetben nétt, és a fertézést kovetd 2. napon tetdézott. Az 5. napra
viszont az ER-t mutato (PVX - fert6zott) novényekben az eleve alacsony
NtPRB-1b mRNS szint teljesen visszaszorult. Ebben az idépontban a
TMV - fertézott novényekben (HR) is megfigyeltiink jelentésebb
visszaesést, de a NtPRB-1b expresszi6 még igy is igen magas szinten
maradt (16. abra). PVX - fert6zott, ER-t mutaté novényekben az
NtGSTphil expresszidja rendkiviil alacsony szinti volt és a fert6zés
soran 5 napig alig névekedett. TMV fert6zott, HR-t mutatd névényekben
ugyanakkor a fert6zés utan 2 és 5 nappal az NtGSTphil kifejezodése
tobbszorosére nétt, a NtPRB-1b-hez hasonl6 expresszios trendet kovetve
(16. abra).
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16. dbra: Harom védekezési (stressz) gén (NtPR-1la, NtPRB-1b és NtGSTphil) kifejez6dése burgonya X
virussal (Potato virus X, PVX) és dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) fert6zott, PVX-re és
TMV-re rezisztens dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) a virusfert6zés utan kiilonb6z8
idépontokban (1, 3 és 6 oOra, 1, 2 és 5 nap), kvantitativ RT-PCR-rel mérve (relativ génexpresszi6). A
génkifejez6dés normalizilasdhoz egy dohany-aktingén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk, a kapott
eredményeket a kontroll inokulalt (,,mock’) mintak értékeihez is normalizaltuk.
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A PVX-szel szembeni tiinetmentes (ER) es a TMV-vel szembeni HR
tipusu rezisztencianadl figyelemmel Kkisértuk harom tovabbi olyan
dohénygén aktivitasat is, amelyek a sejthalal gatlasban (BAX inhibitor-1,
NtBI-1), ill. a ROS - felhalmoz6dés szabalyozasaban (alternativ-oxidaz,
NtAOX1-2 és kataldz, NtCatl) jatszanak szerepet. Az NtBI-1 gén
expresszidja a HR-nél (TMV - fert6zés) eleve joval nagyobb mértékii
volt, és folyamatosan emelkedett, a fertdzés utani 2. naptdl az NtBl-1
mRNS szintje a kezdeti érték tobbszordsére nott, dsszhangban a HR-
tipusu nekrotikus 1ézidk kialakulasaval. Tinetmentes ER-nél (PVX -
fertézés) viszont a fertézés utani 6. oratol az eleve kismértéki NtBI-1
expresszid stagnalt, majd erésen visszaszorult (17. abra). Az NtAOX1-2
expresszidja mindkét rezisztenciatipusnal (ER és HR) a fert6zést kdvetd
3. Oraban visszaesett. A 6. 0ratol a tiinetmentes ER-nél (PVX fert6zés) az
NtAOX1-2 génexpresszio lényegében stagnalt, majd csokkent, mig HR-
nél (TMV fert6zés) az NtAOX1-2 mRNS szintje kb. a kétszeresére
emelkedett, még joval a HR-1éziok megjelenése el6tt (6 HPI) (17. abra).
A hidrogén-peroxidot lebonto, katalazt kddoldé NtCatl expresszidja ER-
nél a PVX fertd6zés utan 3 oraval kb. a kétszeresére nott, de innentdl
kezdve a génexpresszio stagnalt, majd csokkent. HR soran, a BAX
inhibitorhoz és az alternativ-oxidazhoz hasonloan, az NtCatl-nal is
megfigyelhetd volt a fertézés utan 3 oOraval a génexpresszio atmeneti
visszaesése, de ezutdn az NtCatl expresszidja kb. a kétszeresére nott,

még a HR-1éziok megjelenése el6tt (1 DPI) (17. abra).
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17. &bra: Sejthaldl gatlé (NtBI-1=BAX inhibitor-1), ill. ROS felhalmoz6dast szabalyozé gének (NtAOX1-2
=alternativ-oxidaz és a NtCatl=katalaz) kifejez6dése burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) és dohany
mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) fert6zott, PVX-re és TMV-re rezisztens dohanyban (Nicotiana
tabacum cv. Samsun NN Rx1) a virusfert6zés utan kiilonb6z6é idépontokban (1, 3 és 6 ora, 1, 2 és 5 nap),
kvantitativ. RT-PCR-rel mérve (relativ génexpresszid). A génkifejez6dés normalizalasdhoz egy dohéany-
aktingén (NtAct) expresszi6jat hasznaltuk, a kapott eredményeket a kontroll inokulalt (,,mock”) mintak
értékeihez is normalizaltuk.
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Osszességében a vizsgalt védekezési (PR) gének expresszidja a
tiinetmentes ER (PVX fert6zés) esetén csak feleakkora mértékben vagy —
a PR gének, az NtBI-1 és NtGSTphil esetén — kb. egy nagysagrenddel
kisebb mértékben indukalddott, mint a lokalis nekrotikus 1ézidkkal jard
HR-nél (TMV fertézés). Ennek oka feltehetéen az, hogy az ER
rendkiviil gyors lefolydsu, mar a virusfertézés utan 6 oraval kialakul (1d.
2., 3. és 15. &bra), ezért hosszabb tdvon nincs szilkség a vedekezési

gének fokozott expresszidjara.

4.2.2. Glutation felhalmozodasanak meghatérozasa a tlinetmentes ER és
a HR soran

A glutation egy olyan nem enzimatikus antioxidans, amely nemcsak a
ROS semlegesitésében, de a betegségrezisztencia jelatvitelében is fontos
szerepet jatszik. A virusfert6zés utan 4 nappal az Ossz-glutation szintje
(redukalt és oxidalt glutation) a HR (TMV - fert6zés) esetében
megemelkedett, mig a tiinetmentes ER (PVX fert6zés) sordn nem
valtozott szignifikansan az egészséges, fertdzetlen novényekben mért
szinthez képest. A redukalt és oxidalt glutation aranya HR esetében volt a
legnagyobb, tehat a glutation redukalt formajanak mennyisege is
jelentésen megemelkedett a TMV-vel fert6zott, HR-tipusu rezisztenciat
mutatd dohanyban, ami feltehetéen a nekrotikus (HR) 1éziok

megjelenésevel van 6sszefliggesben (18. abra).
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18. &bra: Glutation felhalmozddasa és az oxidalt és redukalt glutation aranya burgonya X virussal (Potato
virus X, PVX) és dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) fert6zott, PVX-re és TMV-re
rezisztens dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) a virusfertézés utan 4 nappal. ,,mock” =
kontroll inokulalt névények.

4.2.3. Glutation-reduktaz és glutation-S-transzferaz enzimek aktivitasa a
tlinetmentes ER és a HR soran

A PVX-szel (ER) és TMV-vel (HR) fertézott dohanyokban két, a
glutation miikddésében szerepet jatszo antioxidans hatdsu enzim, a
glutation reduktdz (GR) és a glutation-S-transzferaz (GST) aktivitasat
mértik. A GR az aszkorbat-glutation-ciklusban az oxidalt glutationt
regeneralja (redukalja), mig a GST egy méregtelenitd funkcidji enzim: a
redukalt glutationt konjugéalja a novény szamara toxikus vegyiuletekkel,
de néhany GST izoenzim glutation-peroxidazként is mikodik
(antioxidans funkcid). A virusfertézés utan 4 nappal a GR és GST
aktivitasa a fertézetlen novényekhez képest HR (TMV - fert6zés)

esetében tobbszorosére nott (feltételezhetéen a HR 1éziok megjelenésével
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Osszefiiggésben), mig a tiinetmentes ER (PVX fertézés) soran nem
valtozott szignifikansan (19. abra).

Osszességében az  Altalunk  vizsgalt, novényi  védekezéshen
(betegségrezisztencidban) szerepet jatszé antioxidansok (glutation, GR,
GST) fokozott aktivitasa a TMV rezisztenciara jellemzo6 nekrotikus (HR)
léziok kialakulasdhoz kothet6. A PVX - fert6zés utan 4 nappal a
tlnetmentes ER soran a glutation szintje, ill. a GR és GST aktivitasa nem
valtozott, feltehetden azért, mert az ER rendkiviil gyors lefolyast, mar a

virusfert6zés utan 6 oéraval kialakul (I1d. 2., 3. és 15. abra).
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19. abra: Glutation-reduktaz (GR) és glutation-S-transzferdz (GST) enzimaktivitds burgonya X virussal
(Potato virus X, PVX) és dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) fertézott, PVX-re és TMV-re
rezisztens dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) a virusfertézés utan 4 nappal. ,,mock” =
kontroll inokulalt névények.
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4.3. A paprika lisztharmattal szembeni, oltassal atviheto tiinetmentes
rezisztenciaja cseresznyepaprikaban — élettani hattér, a szuperoxid

felhalmozddas szerepe

Kilénés figyelmet forditottunk a ‘Szentesi” cseresznyepaprikara
(Capsicum annuum var. cerasiforme cv. Szentesi), mert el6zetes
megfigyeléseink alapjan Uveghazi illetve foliasatoros termesztés soran
ellenallonak mutatkozott a paprikalisztharmat (Leveillula taurica)
fertézésével szemben. Az étkezési paprikdk hajtaté feliilet alatt
(liveghdzban, illetve foliasatorban) torténd termesztés soran viszont igen
fogékonyak erre a korokozéra (Glits és Folk, 2000). A ‘Total’ étkezési
paprikafajta hajtatd felulet alatt minden esetben fogékonynak bizonyult
mutatott a paprikalisztharmattal szemben.

Paprikatermesztés soran a kertészeti oltas alkalmazasanak egyik eredeti
célja, hogy az alanyhatds segitségével javuljon a novények
kalciumfelvétele  (l&sd: Lantos, 2011). El6zetes provokacios
kisérleteinkben hajtatd feliilet alatt torténd termesztési koriilmények
kozott azt tapasztaltuk, hogy a lisztharmatra fogékony “Total’ étkezeési
paprika rezisztenssé valik, ha az ellenallé cv. Szentesi cseresznyepaprika

alanyra oltjuk (20. és 21. abra).
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20. abra: Capsicum annuum var. cerasiforme cv. Szentesi cseresznyepaprika-alanyra oltott Capsicum
annuum cv. Total, étkezési paprika (nemes). A piros vonal az oltasi pontot mutatja.

21. dbra: Lisztharmatos (Leveillula taurica) fert6zésnek kitett, ‘Szentesi’ cseresznyepaprikara oltott ‘Total’
étkezési paprika (Szentesi+Total) gyakorlatban val6 hasznalata Szentesen a Duna-R Kft telepén. Baloldali és
kozépso kép: Szentesi+Total oltott ndvények; jobboldali kép: sajat gyokeri ‘Total” ndvények.

Doktori munkam egyik f6 célkitlizése volt annak tisztdzasa, hogy a

cseresznyepaprika oltassal atvihetd lisztharmat - rezisztenciajaban milyen
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szerepe van a szuperoxid felhalmozddasanak, ill. az ehhez kapcsoldédd

vedekezési folyamatoknak?

4.3.1. A cseresznyepaprika oltassal dtvihetd lisztharmat - rezisztenciaja
egyltt jar-e a korokozo géatlasaval?

Kivancsiak voltunk arra, hogy a cseresznyepaprika oltassal atvihetd
lisztharmat - rezisztencigja kontrollalt, laboratériumi kérilmények kdzott
is hatasos-e, ill. a rezisztencia egyitt jar-e a kdrokozo tényleges
gatlasaval? A fent emlitett paprikandvenyeket (sajat gyokert cv. Total és
cv. Szentesi, ‘Szentesi’ alanyra oltott “Total’) egy fdliasatorbdl izolalt
paprikalisztharmattal (L. taurica) inokulaltuk. A fert6zott novényeket
novénynevelé kamraban tartottuk. A lisztharmatos inokulacio utan 45
nappal a sajat gyokerii ‘Totdl” novények egységesen a tipikus
betegsegtiineteket mutattak: a levél szinén Kklorotikus foltok (kb. 1-2 cm
atmérd), a fondkon a klorotikus foltokkal atellenben lisztharmat telepek
alakultak ki. A ‘Szentesi’ paprikandvények nem mutattak szabad
szemmel lathatd tlineteket, mig a ‘Szentesi’ alanyra oltott ‘Total’
novényeknél (Szentesi+Total) az alsd, idésebb levelek feliiletének
legfeljebb 30 %-an jelent meg enyhe lisztharmat, ill. klorozis (22A.
abra). Ezekben az oltott ndévényekben (Szentesi+Total) a bogyotermés
mennyisége (darabszam és méret) valamint killeme ugyanolyan volt,
mint a sajat gyokeri ‘Total” egyedekben.

A novényi betegseg - ellenallosag akkor tekintheté valodi
rezisztencianak, ha nemcsak a betegségtiinetek (pl. lisztharmatbevonat,
Klorézis) szorulnak vissza, hanem a korokozo felhalmozddasa is

ténylegesen gatlodik. A paprikalisztharmat (L. taurica) felhalmozddasat a
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fent emlitett névényekben kvantitativ PCR-rel kovettik nyomon. A
fertézés el6rehaladott fazisaban (45 nappal az inokulacié utan) a L.
taurica genomi DNS - szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a
lisztharmatos tlineteknek ellendlld paprikékban (sajat gyokerii ‘Szentesi’
és oltott Szentesi+Total), mint a fogékony, sajat gyokerii ‘Total’
egyedekben (22B. abra).

(A)

(B)

LtLV (L. taurica genomi DNS)

Relativ génexpresszio

cv. Total (LH fogékony) cv. Szentesi (LH rezisztens) Szentesi+Totél oltott (LH rezisztens)

22. dbra: A ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) lisztharmattal
(Leveillula taurica) szembeni rezisztencidja oltassal atvihet6: a ‘Szentesi’ cseresznyepaprikara oltott,
eredetileg fogékony ‘Total’ étkezési paprikdban (Szentesi+Total) lisztharmat -rezisztencia indukalodik. (A)
Lisztharmatos fert6zés tipikus tiinetei paprikaleveleken 45 nappal az inokulacio utan. Fels6 képek: klorotikus
foltok a levél szinén; als6 képek: a klorotikus foltokkal atellenben lisztharmattelepek a levél fonakjan.
Baloldali, kdzéps6 és jobboldali képek: lisztharmatra fogékony (sajat gyokerii cv. Total) és rezisztens (sajat
gyokerli cv. Szentesi és oltott Szentesi+Totdl) paprika levelei. (B) A paprikalisztharmat (L. taurica)
felhalmozo6dasat kvantitativ PCR-rel kovettiik nyomon 45 nappal az inokulaci6 utan (relativ genomi DNS -
szint). A normalizalashoz egy paprika - aktingént (CaAct) hasznaltunk.
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4.3.2. A szuperoxid - felhalmozddas és a NADPH-oxidaz aktivitasanak
szerepe a ‘Szentesi’ cseresznyepaprika oltassal atviheto lisztharmat -
rezisztenciajaban

Mivel a reaktiv oxigénfajtak (ROS) felhalmozddasa sok esetben egyiitt
jar a betegségrezisztenciaval, kivancsiak voltunk arra, van-e 6sszefligges
a paprika tinetmentes lisztharmat - rezisztencidja és egy ROS, a
szuperoxid (O27) jelenléte kozott? Eredményeink szerint a ‘Szentesi’
cseresznyepaprika és ‘Totdl” étkezési paprikafajta lisztharmattal
szembeni rezisztencidja, ill. fogékonysaga jol korrelalt a nitroblue -
tetrazolium - kloridos (NBT) festéssel kimutathatd szuperoxid
felhalmozddassal, ill. annak hianyaval. Kisérleteink igazoltak, hogy a
kertészeti oltdssal atvitt ismeretlen jel hatdséra is szuperoxid halmozodik
fel a lisztharmatrezisztens ‘Szentesi’ alanyra oltott fogékony ‘Total’
oltérészben, amely ellenallova valik (22. és 23. abra). A fertézetlen
‘Szentesi’ cseresznyepaprika leveleiben NBT - festéssel kimutathatd
intenziv  szuperoxid - akkumuldci6 a lisztharmatos fert6zés
kovetkeztében tovabb fokozodott. Ezzel szemben a fogekony novény
(étkezési paprika, cv. Totél) leveleiben igen enyhe szuperoxid -
felhalmozodast mértiink, de a rezisztens ‘Szentesi’ alanyra valo oltas
utan fert6z€s hidnyaban is a fert6zés utan meg kiléndsen intenziv volt
ennek a reaktiv oxigénfajtanak a jelenléte, ezzel padrhuzamosan pedig a
rezisztencia is megnyilvanult (22. és 23. abra).

A patogenezissel 0Osszefliggd szuperoxid termelés ndvényekben
els6sorban a NADPH-oxiddz enzim miikodés¢hez kothetd (Pogany et al.,
2009; Marino et al., 2012). Kivancsiak voltunk arra, hogy paprikaban a

NADPH-oxidaz aktivitas korrelacioban van-e az NBT - festéssel
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kimutathatd szuperoxid mennyisegével és a lisztharmat rezisztenciaval?
Eredmenyeink  szerint a lisztharmatra  rezisztens  ‘Szentesi’
cseresznyepaprikara oltott ‘Total” étkezési paprikaban a lisztharmat-
ellendlléosdg  megjelenése egyutt jar nemcsak a  szuperoxid
felhalmozodasaval, de a NADPH oxidaz aktivitasanak jelentés mértéki
fokozodasaval  is. Fertozetlen = novényekben a  ‘Szentesi’
cseresznyepaprika  NADPH-oxidazanak  aktivitasa  szignifikansan
nagyobb volt, mint a ‘Total’ étkezési paprika enzimaktivitdsa. A
‘Szentesi’ cseresznyepaprikara oltott “Total’ étkezési paprikak NADPH-
oxidaz  aktivitdsa megegyezett a sajat gyokerii  ‘Szentesi’
cseresznyepaprikdéval, ami jol korrelal a NBT - szovetfestés
eredmenyeivel. A lisztharmatos inokulécié utan 45 nappal a NADPH-
oxidaz aktivitasértékei 0Osszességében emelkedtek, de a rezisztens
novényekre jellemz6 1ényegesen magasabb aktivitas megmaradt (22. és

23. abra).
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23. abra: A ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) lisztharmattal
(Leveillula taurica) szembeni, oltassal atvihetd rezisztencidjanak markere a szuperoxid (O, 7)-felhalmozo6das
és a fokozott NADPH-oxiddz enzimaktivitas, a fertdzetlen (A) és lisztharmattal fertézott (B) névényekben
egyarant (45 nappal az inokulacié utan). Felsé képek: szuperoxid-felnalmozodas kimutatasa fert6zetlen és
lisztharmattal fertdzott paprika levelekben, nitroblue-tetrazolium-klorid (NBT) festéssel detektalva. Az NBT-
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szdvetfestés kvantifikalasa Image J szamitogépes program segitségével tortént (NBT festés a levélfeliilet %-
aban). Baloldali, kdzéps6 és jobboldali képek: lisztharmatra fogékony (sajat gydkerii cv. Total) és rezisztens
(sajat gyokerli cv. Szentesi és oltott Szentesi+Total) paprika levelei. Alsé grafikonok: NADPH-oxidaz
aktivitasa fert6zetlen és lisztharmattal fert6zott paprikalevelekben.

4.3.3. A szuperoxid - felhalmozddas és a NADPH-oxidaz aktivitasanak
Osszefliggése cseresznyepaprika-alanyok oltassal dtvihetd lisztharmat -
rezisztencijaval

Hajtat6 feliilet alatt torténd termesztési koriilmények kozott tovabbi
provokacios kisérleteket végezve kimutattuk, hogy a lisztharmatra
fogékony ‘Total’ étkezési paprika akkor is rezisztenssé valik, ha a
‘Szentesi’ mellett mas ellenallé cseresznyepaprika alanyokra (‘Kalocsai
A’, ‘Kalocsai M’, ‘Garai fehér”) oltjuk. A fogékony cseresznyepaprika -
alanyokra (‘Global’, ‘Koral’, ‘Orias cseresznye’) oltott ‘Total’ viszont
lisztharmatra fogékony maradt. lgazoltuk tovabbé, hogy a kertészeti oltas
hatasara ebben az esetben is szuperoxid halmozédik fel a lisztharmat-
rezisztens alanyra oltott, eredetileg fogekony ‘Total” oltorészben, azaz a
lisztharmat - rezisztencia jol korreldl a szuperoxid felhalmozddassal (1.
tablazat).
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1. tablazat: Kiilonb6zo cseresznyepaprika - alanyokra oltott étkezési paprika (cv.
Total) lisztharmat-ellenallosaga és szuperoxid - felhalmozodasa

Cseresznyepaprika  Rezisztens (db) Fogékony (db) Szuperoxid
alany felhalmozodas!
(raoltva: cv. Total)

Szentesi 15 0 482+7%
Kalocsai A 13 2 457+5%
Kalocsai M 12 3 393+4%
Global 0 15 13.4+3%
Koral 0 15 11.2+3%
Garai fehér 10 5 352+5%
Oriasi cseresznye 2 13 15.6+4 %

IA levelek nitroblue-tetrazolium-kloridos (NBT) festésével detektalva. Az NBT - szivetfestés

kvantifikalasa Image J szamitogépes program segitségével tortént (NBT - festés a levélfelilet %o-aban).

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a ‘Szentesi’ mellett mas,
lisztharmatrezisztens cseresznyepaprika - alanyok esetében is igaz-e,
hogy a NADPH-oxidaz fokozott aktivitasa 6sszhangban van a szuperoxid
felhalmozodasaval és a lisztharmat - rezisztenciaval?
Lisztharmatrezisztens (‘Szentesi’, ‘Kalocsai A’, ‘Kalocsai M’, ‘Garai
fehér’) és fogékony (‘Global’, ‘Koral’) cseresznyepaprika alanyokra
oltott “Total’ étkezési paprikat lisztharmattal (L. taurica) inokulaltunk. A
fert6zetlen paprikaknal a NADPH-oxidaz aktivitasa az oltott névények
nagy részében csak kb. feleakkora volt, mint a Szentesi+Total (oltott)
esetében. 45 nappal a lisztharmatos inokulacié utan viszont az emlitett
oltott névényekben a NADPH-oxidaz aktivitasa kozel 2,5-3-szorosara
nott, megkozelitve a Szentesi+Total (oltott) mintdkban mért értékeket. Ez
a jelenség elsdsorban a rezisztens oltvanyok (Kalocsai A-+Total ,

Kalocsai M+Total, Garai fehér+Total) esetében volt szembetiing (24.
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abra). Feltételezhet6, hogy a ‘Kalocsai A’, ‘Kalocsai M’ és ‘Garai fehér’
altal biztositott lisztharmat - ellenallésag azért kevésbé hatékony, mint a
‘Szentesi’ rezisztencidgja (Id. 1. tablazat), mert az egészséges
novényekben is eleve joval kisebb a NADPH-oxidaz aktivitasa.

NADPH - oxidaz aktivitasa
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24. abra: Fertozetlen és paprikalisztharmattal (Leveilulla taurica) fert6zott, kiillonb6z6 cseresznyepaprika -
alanyokra oltott étkezési paprika (cv. Totdl) NADPH-oxidaz enzimaktivitasa. ‘Szentesi’, ‘Total’: sajat
gyokerli novények; Szentesi+Total ,Kalocsai A+Total, stb.: oltott ndvények. A fert6zott novényekben a
NADPH-oxidaz aktivitasat a lisztharmatos inokulacié utan 45 nappal mértik.

4.3.4. Védekezési folyamatok a ‘Szentesi’ cseresznyepaprika oltassal
atvihetd lisztharmat - rezisztenciajaban: szalicilsav - felhalmozddas és
spontan sejtelhalasok

Novényekben a ROS - termelés szorosan 0sszefiigg egy védekezésben
(betegségrezisztenciaban) szerepet jatsz6 hormon, a szalicilsav (SA)
termelésével (Chen et al., 1993; Neuenschwander et al., 1995). Mivel
eredményeink szerint a lisztharmat-ellenalld ‘Szentesi’

cseresznyepaprikaban mar fert6zés nélkiil is nagy a szuperoxid szintje,
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kivancsiak voltunk, van-e dsszefliggés egy ROS, a szuperoxid, és a SA
termelése kozott?

Fert6zetlen paprikanovények leveleiben mértiik a SA szabad és kotott
(glikozilalt) formajanak mennyiségét nagyteljesitménytli
folyadékkromatografiaval (HPLC). A lisztharmatrezisztens névenyek
leveleiben (sajat gyokerii ‘Szentesi’ és oltott Szentesi+Total) a szabad SA
szintje kb. kétszer akkora volt, mint a fogékony sajat gyokerti ‘Total’
egyedekben. Ugyanakkor nem tapasztaltunk kildnbséget a kotott SA
mennyiségében; ez lényegeben ugyanakkora volt mind a

lisztharmatrezisztens, mind a fogekony paprikakban (25. abra).
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25. abra: A ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) lisztharmattal
(Leveillula taurica) szembeni, oltassal atvihetd rezisztencidjanak markere a szalicilsav felhalmozodasa
fertézetlen novényekben. Szabad és kotott szalicilsav (SA) lisztharmatrezisztens (sajat gyokerii cv. Szentesi és
oltott Szentesi+Total) és fogékony (sajat gyokeri cv. Total) paprika leveleiben.

Ismert, hogy kétszikii névényekben a nagy szalicilsav -, és ROS -
tartalom oly médon jarul hozza a szerzett betegségrezisztenciahoz, hogy
az ,érzékenyitett” szdvetekben Un. mikroléziokat (,,mikro-HR”), azaz

egy-egy novényi sejt spontan elhaldsat idézi eld (Alvarez et al., 1998;

Alvarez, 2000). Mivel a lisztharmat-ellenall6  ‘Szentesi’
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cseresznyepaprikaban mar fertézés nélkil is nagy a szuperoxid és a
szabad szalicilsav szintje, kivancsiak voltunk, hogy ez egyiitt jar-e a
fokozott mértékii spontan sejtelhalassal?

Fert6zetlen paprikandvények leveleit festettiik Tripan - kék festékkel,
amely novényekben specifikusan az elhalt sejteket festi meg. A
lisztharmatrezisztens paprikak (sajat gyokerti ‘Szentesi’) leveleiben a
spontan sejtelhalds mértéke (stirlisége) joval intenzivebb volt, mint a
fogékony sajat gyokerli ‘Totdl’ egyedekben, és a sejtelhalas elsGsorban
az erek kornyékén volt nyilvanvald (26. abra). A ‘Szentesi’ levelekben a
fokozott spontan sejtelhaldssal parhuzamosan stirtin eléfordul6, szintén
az erek mentén koncentralodé barna foltok feltételezhetden a nagy
kalciumtartalom miatt (Lantos, 2011) az egyes sejtek vakudlumaiban
felhalmozddd kalcium-oxalat kristalyok jelenlétére utalnak (lasd
Weryszko-Chmielewska és Michatojé¢, 2009) (26. abra).
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cv. Total étkezési paprika cv. Szentesi cseresznyepaprika

26. abra: A ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) lisztharmattal
(Leveillula taurica) szembeni, oltassal atvihetd rezisztencidjanak potencialis markere a fokozott mértékii
spontan sejtelhalds a fertézetlen novények leveleiben. Spontan sejtelhalas lisztharmatrezisztens (sajat gyokerti
cv. Szentesi) és fogékony (sajat gyokerti cv. Total) paprika leveleiben. Az elhalt sejteket Tripan kék-festéssel
hivtuk eld. A sotétbarna foltok feltételezhetéen az egyes sejtek vakudlumaiban felhalmozodo kalcium-oxalat
kristalyok jelenlétére utalnak (lasd Weryszko-Chmielewska és Michatoj¢,2009).

4.3.5. Védekezési folyamatok a ‘Szentesi’ cseresznyepaprika oltassal
atrvihetd lisztharmat - rezisztenciajdban: patogenezissel kapcsolatos €és
sejthalélt szabalyozo gének kifejezédése

A novényben fertézések nyoman termelt szuperoxid hidrogén-peroxidda
alakulva, a szalicilsavval egyitt toébbek kozott az an. patogenezissel
kapcsolatos (PR) védekezési géneket/fehérjéket is aktivalja, amely végso
soron tovabbi védekezési folyamatokat és betegségrezisztenciat
indukalhat (Van Loon et al., 2006; Torres, 2010; Lehmann et al., 2015).
A paprika PR-1 és PR-2 génje/fehérjéje (CaPR-1, CaPR-2) szerepet
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jatszik egyes baktérium- és oomicéta korokozokkal szembeni ellenallo
képessegben (Sarowar et al., 2005; Silvar et al., 2008).

Fertézetlen és lisztharmat fertézott (45 nappal az inokulécid utdn, 45
DPI) paprikakban kévettik nyomon két PR gén, a CaPR-1 és CaPR-2
expresszidjat. Fertézetlen novényekben a CaPR-1 expresszidja a
lisztharmat - ellenall6 paprikakban tobbszordsen nagyobb volt, mint a
fogékony ‘Total’ étkezési paprikdban. Ugyanakkor a CaPR-1
kifejezddése a sajat gyokerli ‘Szentesi’ cseresznyepaprikaban volt messze
a legnagyobb, és ennél joval kisebb expressziét mértiink a szintén
lisztharmatrezisztens Szentesi’ cseresznyepaprikara oltott “Total’ étkezési
paprikakban (oltott Szentesi+Total). A CaPR-2 fokozott expresszidja
viszont csak részben korreldlt a rezisztenciaval, mivel csak a sajat
gyokerli ‘Szentesi’ cseresznyepaprikdban volt detektalhatd, de az oltott
Szentesi+Total es sajat gyokerti ‘Total’ étkezési paprikaban nem (27A.
abra). Erdekes, hogy a lisztharmattal fertézott (45 DPI) paprikakban a
PR génexpresszidos mintdzat pont forditott volt, mint a fertdzetlen
ndvényekben, mivel a sajat gyokerli ‘Total’ paprikaban a rendkiviil nagy
CaPR-1 és CaPR-2 expresszio a lisztharmat - fogekonysaggal korrelalt,
mig a rezisztens novényekben (sajat gydkerii ‘Szentesi’ €s oltott

Szentesi+Total) alig volt kimutathatd PR gén expresszidja (27B. abra).
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27. abra: A ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) lisztharmattal
(Leveillula taurica) szembeni, oltassal atvihetd rezisztenciajanak markere a CaPR-1 és CaPR-2 gén fokozott
expresszioja a fertbzetlen névényekben (A), de nem a lisztharmattal fertdzott paprikdban (45 nappal az
inokulacio utan) (B). Sajat gyokerti cv. Szentesi és Szentesi+Total oltott: lisztharmatrezisztens paprika; sajat
gyokerli cv. Total: lisztharmatfogékony paprika. A génexpressziét kvantitativ RT-PCR-rel kovettiik nyomon
(relativ génexpresszio). A génkifejezddés normalizalasahoz egy paprika-aktingén (CaAct) expresszidjat
hasznaltuk.

Mivel a lisztharmat-ellenalld ‘Szentesi’ cseresznyepaprika leveleiben
mar fertézés nélkiil is a szokasosnal joval intenzivebb (stirlibb) a spontan
sejtelhalasok meértéke, elképzelheté, hogy ebben a makroszkopikusan
tinetmentes lisztharmat - ellenallésagban szerepet jatszik a sejtelhalast
szabalyoz6 Mlo gén(ek) csokkent miikodése is, hasonléan pl. a
lisztharmatrezisztens mlo mutans arpavonalakhoz, amelyeket szintén
nagymértékii spontan sejtelhalas jellemez (Wolter et al., 1993; Buschges
etal., 1997).

Fert6zetlen és lisztharmat fert6zott (45 nappal az inokulécié utan, 45
DPI) paprikékban kovettik nyomon a két ismert Mlo gén, a CaMlol és
CaMlo2 (Zheng et al., 2013a) expresszidjat. Fertézetlen novényekben a
két gén expresszidja a lisztharmat ellendlld paprikdkban joval kisebb
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volt, mint a fogékony ‘Total’ étkezési paprikadban, azonban a sajat
gyokerli ‘Szentesi’ cseresznyepaprikaban volt messze a legkisebb, ennél
nagyobb (de a ‘Total’-ban mértnél kisebb) expresszidt mértiink a szintén
lisztharmatrezisztens Szentesi’ cseresznyepaprikara oltott “Total’ étkezési
paprikakban (oltott Szentesi+Total) (28A. abra). A lisztharmattal
fert6zott (45 DPI) ndvényekben a két Mlo gen expresszios mintazata
Iényegében nem véltozott, kivéve az CaMlo2 gént, ahol az expresszid
mindkét rezisztens paprikdban (sajat gyokerli ‘Szentesi’ és oltott
Szentesi+Total) a fogékony ‘Total’-hoz képest igen alacsony szintre esett
vissza (28B. abra). Ezek szerint paprikaban az Mlo genek expresszioja
forditott aranyban 4ll a lisztharmat rezisztenciaval és ez elssorban a

CaMlo2 génnél szembetlind.
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28. abra: A ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) lisztharmattal
(Leveillula taurica) szembeni, oltassal atvihet6 rezisztencigjanak markere a CaMlol és CaMlo2 gén csokkent
mértékili expresszidja a fertézetlen ndvényekben (A) és a lisztharmattal fertézott paprikaban (45 nappal az
inokul&cio utan) (B). Sajat gyokerii cv. Szentesi és Szentesi+Total oltott: lisztharmatrezisztens paprika; sajat
gyokerl cv. Total: lisztharmatfogékony paprika. A génexpressziot kvantitativ RT-PCR-rel kdvettiik nyomon
(relativ génexpresszid). A génkifejez6dés normalizalasahoz egy paprika-aktingén (CaAct) expresszidjat
hasznaltuk.
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4.3.6. Az oltassal atvihetd lisztharmat - rezisztencia biokémiai
markereinek oroklodése paprikaban, az oltott rezisztens névények
utoédaiban

Eredményeink szerint egy paprikalisztharmatra (Leveillula taurica)
fogékony étkezési paprikafajta (cv. Total) betegség-ellenallova valik, ha
egy rezisztens cseresznyepaprika alanyra (cv. Szentesi) oltjuk. Az
oltassal atvihet6 lisztharmat - rezisztencia biokémiai markerei paprikaban
pl. a NADPH-oxidaz-enzimaktivitdsa, ill. az &ltala termelt szuperoxid
felhalmozddasa, valamint egyes patogenezissel kapcsolatos (PR) és

sejtelhalast szabalyozé (Mlo) gének fokozott, ill. csokkent mértékii

kifejezodése.
Kérdés, hogy a szuperoxid - felhalmozddashoz kapcsolddd
génexpresszids, ill. enzimaktivitds - valtozasok mint rezisztencia

markerek  0roklédnek-e a lisztharmatrezisztens, oltott paprikak
utodaiban? A rezisztencia markerek Oroklodésének vizsgalatahoz 1-1
oltott, rezisztens novény utodaiban (15, ill. 13 db, &sszesen 28
utddnoveny) mértik a NADPH oxidaz enzimaktivitast, ill. az emlitett
gének expresszidjat. Az utdegyedek legalabb felében megnyilvanultak az
emlitett rezisztenciamarkerek. Az o6t marker kozul néegy (fokozott
NADPH-oxidaz-aktivitas, fokozott CaPR-1 és CaPR-2 génexpresszio,
alacsony CaMlo2 expresszio) feltehetden kapcsoltan 6roklodik, ugyanis
nagyrészt ugyanazokban az utddegyedekben (10 db n6évény) fordult el6.
A négy markert kifejez6 10 utdd koziil 4 ndvényben viszont valamennyi
marker, tehat az alacsony CaMlol expresszid is megnyilvanult (29.

abra). Ezek szerint paprikaban az oltassal atvihetd lisztharmat -
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rezisztenciaval Osszefiiggd biokémiai markerek nagy része az oltott,

rezisztens ndvények utdodaiban jol kimutathatéan 6roklodik.
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15 utédegyed; ,,B” oltott ndvény: 13 utddegyed). A fekete vonallal

ény:

k utédaiban (,,A” oltott ndv
jelolt utédndvényekben négy, ill. mind az 6t marker megnyilvanul. Sajat gyokerii ‘Szentesi’ és Szentesi+Total

lisztharmat (Leveillula taurica) rezisztencidja biokémiai markereinek (fokozott NADPH-oxidaz aktivitas,
novénye

29. dbra: A ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) oltassal atvihetd
fokozott CaPR-1 és CaPR-2, ill. alacsony CaMlol és CaMIlo2 génexpresszid) 6roklédése az oltott rezisztens
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oltott: lisztharmatrezisztens paprika; sajat gydkerii ‘Total’: lisztharmatfogékony paprika. A génkifejez6dés
normalizalasahoz egy paprika-aktingén (CaAct) expresszi6jat hasznaltuk.

4.3.7. Az oltissal atviheté lisztharmat - rezisztencia biokémiai
markereinek oroklodése paprikaban, a keresztezett sajat gyokerii
rezisztens és fogekony névények utodaiban

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a fent emlitett 6t biokémiai rezisztencia
marker 0roklodik-e egy lisztharmatrezisztens, ill. -fogékony sajat
gyokeri  paprika  keresztezésébdl  szarmazo  utdédokban? A
rezisztenciamarkerek oroklédésének vizsgalatahoz a
lisztharmatrezisztens, sajat gyoOkeri ‘Szentesi’ cseresznyepaprikat
kereszteztiik a fogékony ‘Total” étkezési paprikaval [Total (9) x Szentesi
()]. Az F; utédnemzedék 12 egyedében kovettilk a markerek
megnyilvanulasat. Az F; egyedek legaldbb felében megnyilvanultak a
rezisztenciamarkerek, kivéve a fokozott NADPH-oxidaz aktivitast és az
alacsony CaMlol expressziot, amely csak az utdédok kisebb részében
(2/12, ill. 3/12 db F; novény) jelent meg. Az 6t marker kozil harom
(fokozott CaPR-1 és CaPR-2 génexpresszio, alacsony CaMlo2
expresszio) feltehetden kapcsoltan o6roklédik, ugyanis nagyrészt
ugyanazokban az utédegyedekben (6 F; névény) fordult ¢l6 (30. abra).
Ezek szerint paprikaban az oltassal atvihet lisztharmat - rezisztenciaval
Osszefiiggd biokémiai markerek nagy része a keresztezett sajat gyokeri
rezisztens és fogékony ndvenyek F; utodaiban jol kimutathatoan
oroklodik.
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30. &bra: A ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) oltassal atvihetd
lisztharmat (Leveillula taurica) - rezisztencija biokémiai markereinek (fokozott NADPH-oxidaz-aktivitas,
fokozott CaPR-1 és CaPR-2, ill. alacsony CaMlol és CaMIo2 génexpresszid) roklodése a keresztezett sajat
gydkerii fogékony és rezisztens névények F; utddaiban [Total (?) x Szentesi (3)]. A fekete vonallal jel6lt
utodndvényekben két, harom, ill. négy marker is megnyilvanul. Sajat gyokerli ‘Szentesi’:
lisztharmatrezisztens paprika; sajat gyokerti ‘Total’: lisztharmat fogékony paprika. A génkifejezddés
normalizalasahoz egy paprika -aktingén (CaAct) expresszidjat hasznaltuk.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kimutattuk, hogy a szuperoxid (O;") egy, a virusrezisztenciaban szerepet
jatszd reaktiv oxigénfajta (ROS), amely a tlnetmentes, Gn. extrém
rezisztenciat (ER) mutaté dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN
Rx1) a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) fertézése utani korai
idépontokban (a fert6zés utan 6 oran beliil) halmozddik fel nagyobb
mertékben. A PVX mennyisége csak ezt kovetéen csokken
jelentdsebben. Ezek szerint az ER soran a szuperoxid kozvetleniil
hozzajarulhat a fert6zo virus (PVX) gatlasahoz.

A ROS, ezen belil a szuperoxid virusrezisztencidban jatszott szerepe
régota ismert. A dohany mozaik virusnak (Tobacco mosaic virus, TMV)
ellenallo dohanyban (NN genotipus) a rezisztenciat nemcsak HR tipusa,
lokalis nekrotikus léziok kisérik, hanem a szuperoxid NADPH- és
kalciumfiiggd, = membranfrakciéhoz  kotott  felhalmozodasa s
megfigyelhetd a fertdzott levelekben (Doke és Ohashi, 1988). Ha az N
rezisztenciagént kifejez6 dohany (NN) egy NADPH-oxidazt szabéalyozo
fehérjének (Racl) a hibas (mutans) formajat termeli tul, a TMV altal
okozott HR késve jelenik meg, a lokalis nekrotikus 1ézidk kisebbek
lesznek és szignifikansan kevesebb ROS (szuperoxid és hidrogén-
peroxid) termelddik (Moeder et al., 2005). Feltételezhetd, hogy ezekben a
ROS - hidanyos novényekben séril a TMV - rezisztencia, tehat a virus
felhalmozddasa is fokozott mértékii. Ezt igazolja, hogy viszonylag magas
hémérsékleten (30 °C) nemcsak a TMV-vel szembeni, N gén Aaltal
irdnyitott HR-tipust rezisztencia séril, hanem a NADPH-fiiggé

szuperoxid termelése is visszaszorul, ezzel parhuzamosan pedig csokken
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a NADPH-oxidaz aktivitasa, valamint egy dohany NADPH-oxidaz-gén
(NtRBOHD) expresszidja (Kirdly et al., 2008). Ezek az eredmények
ramutatnak arra, hogy a ROS, elsdsorban a szuperoxid, Iényeges szerepet
jatszik mind a hiperszenzitiv lokéalis nekrozis (HR), mind a
virusrezisztencia kialakitasdban. Bizonyos esetekben viszont a
korokozok, ill. elicitoraik ROS (szuperoxid és hidrogén-peroxid) -
felnalmozodast valthatnak ki a rezisztens novényben HR nélkil is
(Glazener et al., 1996; Jabs et al., 1997). A szuperoxid
virusrezisztenciaban bet6ltott kozvetlen funkcidjara (a kdrokozo
gatlasara) mutat rd Shang et al. (2010) munkaja. Eszerint az uborka
mozaik virussal (Cucumber mosaic virus, CMV) szisztemikusan
fert6zott, mozaikos levelek Gn. zOld szigeteiben a virus hianya jol
korreldl a szuperoxid felhalmozdodasaval. Ezek szerint a HR tipusu sejt-
és szovetelhalas nem mindig szilkseges a ROS altal indukalt névényi
vedekezési (rezisztencia -) valaszokhoz. Az oxidativ robbanasnak tehat a
makroszkopikusan tiinetmentes (HR nélkdli), pl. az Un. extrém
virusrezisztenciaban (ER) is lehet szerepe, ahogy azt Bendahmane és
munkatarsai (1999) eredetileg felvetették. Erre utal az az eredményunk,
hogy az Rx1 gén altal meghatarozott, PVX elleni ER-nél a szuperoxid -
felhalmozodas megel6zi a PVX titerének csokkenéseét.

A PVX-szel fert6zott ,,Rx” dohanyban antioxidanssal valé kezelések
(szuperoxid-dizmutaz és katalaz) hatasara részlegesen megtorik az ER: a
virusfertdzés utan a levelek kb. felében szabad szemmel lathato, HR-re
emlékeztetd tlinetek alakulnak ki, és a PVX mennyisége is jelentdsen
megnd. Hasonlé eredményt kaptunk, ha az ,,Rx” dohanyvonalat egy

lucerna ferritin gént taltermelé dohanyndvenyekkel kereszteztik. A
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ferritin hatasara az egyik leginkabb reakcioképes ROS, a hidroxilgyok
(OH) termelése gatolt, ugyanis ez a feherje megkoti az OH' termeléséhez
szilkséges szabad vasat (Fe®") (Deak et al., 1999). Feltételezhetd tehat,
hogy az Rx1 gén altal meghatérozott, PVX elleni ER kialakuldsahoz a
szuperoxid mellett mas ROS, pl. a hidroxilgyok is hozzajarulhat.

A szuperoxid felhalmozddasanak az Rx1 gén altal iranyitott, PVX elleni
ER-ben jatszott szerepére mutat rd az az eredményink, hogy PVX -
fogékony dohanyban (cv. Samsun NN) egy szuperoxidképzé agenssel
(riboflavin/metionin) torténd kezelés mérsékeli a fogékonysagot, azaz a
fogékony dohdnyban részleges rezisztencia alakul ki a PVX fertézésével
szemben. llyenkor szabad szemmel lathatd, HR-re emlékeztetd tlinetek
jelennek meg, és a virusszint szignifikansan alacsonyabb a kezeletlen
novenyekéhez képest. A szuperoxidszint mesterséges ndvelése tehat
dohanyban nem képes tlnetmentes ER-t cléidézni, de a lokalis
nekrozissal jard, HR tipusl rezisztenciat igen, amely részben képes
gatolni a PV X replikaciojat.

Tobb adat utal arra, hogy a fertdzés utani korai idépontokban (par 6raval)
kialakulé in planta ROS - felhalmozodas és altalaban a korai védekezés
fontos tényezdje lehet a gyors, tlinetmentes rezisztencianak pl.
virusfertézéseknél is. Szuperoxidot és hidrogén-peroxidot képzd dgensek
ndvénybe juttatdsa az inokulacié utan 2 draval fogékony dohanyban
tinetmentes rezisztenciat indukal TMV-vel szemben, mig a virusfert6zés
utan 3 nappal tortén6 ROS - kezelések nem vaéltanak ki TMV -
rezisztenciat, csak HR tipusu sejt- és szovetelhalast (Kiraly et al., 2008;
Bacso et al., 2011). Az Rx1 gént hordoz6, PVX-re extrém rezisztens

dohanyban a PVX - kopenyfehérje (a virus effektora) folyamatos
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tultermeltetése HR tipusu tineteket (lokalis nekrozis) okoz (Bendahmane
et al., 1999). Ezek szerint az Rx1 fehérje altal a PV X ellen biztositott ER
(virusgétlas) annyira gyors, hogy a PVX - kopenyfehérje nem képes
olyan mennyiségben felhalmozédni, hogy HR-t véltson ki. Hasonlo
modellel magyarazhaté a HRT gén altal a tarlorépa gondorédés virus
(Turnip crinkle virus, TCV) ellen Arabidopsis thaliana-ban biztositott
rezisztencia mechanizmusa is. A HRT gént hordozé novények a TCV
fertézésére HR-rel reagalnak, de a HRT gént thltermeld transzgenikus A.
thaliana nem HR-t, hanem tiinetmentes extrém rezisztenciat alakit ki a
TCV-re (Cooley et al., 2000). A tinetmentes (HR nélkili) és rendkivil
gyors ER egyik lehetséges biokémiai mechanizmusa a korokozé
behatolédsénak helyén felhalmoz6ddé ROS kozvetlen antiviralis hatasa
lehet (Bendahmane et al., 1999). Ezt tdmasztja ala a mestersegesen
megndvelt névényi ROS koncentracio tiinetmentes TMV - rezisztenciat
eldidézo hatasa is (Bacso et al., 2011).

A PVX-szel szembeni tiinetmentes (ER) és a TMV-vel szembeni HR
tipusu virusrezisztenciat ugyanabban a dohany genotipusban (N. tabacum
cv. Samsun NN Rx1) 6sszehasonlitva kimutattuk, hogy az ER méar a PVX
fert6zése utani 6. oratol (a O, felhalmozodast kdvetden) kialakul, mig a
HR soran a virusszint (TMV) a nekrotikus léziok megjelenésével
(fert6zés utani 2. nap) még emelkedik és kb. egy nagysagrenddel
magasabb, mint ER-nél a PVX szintje. Bendahmane és munkatarsai
(1999) igazoltak, hogy az Rx1 fehérje altal a PVX ellen biztositott ER
(virusgétlas) annyira gyors, hogy a PVX kopenyfehérjéje nem képes
olyan mennyiségben felhalmozddni, hogy HR-t valtson ki. Ezek szerint a

HR a tinetmentes ER lassabban kialakulo, kevésbé hatékony forméajanak
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tekinthetd, amit a kovetkez6 kisérlettel is bizonyitottak. Neveztesen ha a
PV X-szel szembeni tinetmentes ER-re, ill. TMV-vel szembeni HR-re is
képes novényeket (N. benthamiana NN Rx1) olyan TMV konstrukcidval
fertéztek, amely kifejezte a PVX kopenyfehérjegénjét (effektorat) is, a
fert6zés tiinetmentes ER-t eredményezett a HR helyett (Bendahmane et
al., 1999).

A HR-ben és az ER-ben tehat feltehetéen hasonld védekezési folyamatok
indukalodnak, csak a HR esetén a folyamat lassabb, ami lokalis
nekrotikus léziokat és magasabb virusszintet eredményez. Kivancsiak
voltunk arra, hogyan valtozik egyes védekezési (részben az dan.
patogenezissel kapcsolatos, PR) genek expresszioja, valamint egyes nem
enzimatikus és enzimatikus antioxidansok mennyisége, ill. aktivitasa e
két virusrezisztencia - mechanizmus (tiinetmentes ER és lokalis
nekrozissal jar6 HR) soran? Harom, a novényi betegség- és stressz -
rezisztencidban szerepet jatszé védekezési gén (NtPR-1a, NtPRB-1b és
NtGSTphil) aktivitasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a génexpresszio a
tinetmentes ER (PVX-fert6zés) soran kb. egy nagysagrenddel kisebb
mértéekben indukalodik, mint a HR tipust rezisztenciandl (TMV
fert6zés). Liu et al. (2010) a PVX-szel fert6zott Rx1 dohanyban a
virusinokul&cidé utan 1 nappal figyelte meg az NtPR-1a indukciojat, ez
idaig az egyetlen adat egy ER-hez kothetd novényi védekezési gén
aktivitasarol. Az eredmények alapjan az emlitett gének (NtPR-1a,
NtPRB-1b és NtGSTphil) els6sorban az oxidativ stressz, ill. nekrotizacio
markerei, de szerepuk lehet a HR-tipusu rezisztencidban is. TMV -
fertézésnél az NtPR-1a els6sorban a HR (rezisztencia) soran indukalodik
(Ward et al., 1991; Delaney et al., 1994). A TMV Aaltal dohanyban
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kivaltott HR esetén viszont az NtPR-1a fokozott expresszidja figyelhetd
meg akkor is, ha a HR-rezisztencia szulfatos-kezelés hatasara erésodik,
azaz nemcsak a lokalis nekrozis, hanem a virusreplikécio is visszaszorul.
Ez pedig arra utal, hogy az NtPR-1a gén nemcsak a stressz- (nekrotikus
tinet), hanem a virus rezisztencia tényleges markere is lehet (Kiraly et
al., 2012b). Ezt igazolja, hogy a szulfat-kezelés rezisztenciat indukald
hatasdtt az NtPR-la fokozott expresszidja kiseri  kompatibilis
(fogékonysaggal jaré) dohany-TMYV kapcsolatban is (Holler et al., 2010).
Az NtPR-la esetén azonban nincs ok-okozati 0Osszefliggés a
génexpresszio és a virus - ellendllosag kozott, ugyanis a kérdéses PR-
gént taltermelé dohanynévényekben a TMV-vel szembeni rezisztencia
nem valtozott (Linthorst et al., 1989). Az NtPRB-1b szintén a PR-1
csaladba tartozé PR gén, fehérjetermékének szintézisét a sejtelhalassal és
Oregedessel — igy a HR-tipusu sejtelhalassal is — dsszefliggésbe hozhatd
ndvényi hormon, az etilén szabalyozza (Eyal et al., 1992). Virusfert6zés
esetén az NtPRB-1b — az NtPR-la-hoz hasonléan — azonban nemcsak
stressz-, hanem rezisztenciamarker is lehet, ugyanis a szulfatos-
kezeléssel tovabb fokozott, TMV-vel szembeni HR-tipusu rezisztencianal
a NtPRB-1b expresszidja is nétt (Kiraly et al., 2012b). Tinetmentes ER
(PVX - fert6zés) esetén viszont a NtPRB-1b kifejezodése a rezisztenciat
csak késve jelezheti, ugyanis eredményeink szerint az expresszio csak a
PVX - inokulécio utan 2 nappal fokozddik atmenetileg, mig az ER ennél
jéval hamarabb kialakul. Egy glutation-S-transzferdz izoenzimet kodold
gén (NtGSTphil) az altalunk vizsgalt mindkét rezisztencia (ER és HR)
esetében elsdsorban stresszmarkerként viselkedik, mivel a tiinetmentes

ER soran a gen-indukcié a HR-hez képest elhanyagolhaté mértékii. A
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NtGSTphil fokozott mértékii expresszidjat elészor nekrozissal jaro
kompatibilis gomba — néveny kapcsolatokban fertézéseknél irtak le
(Dean et al., 2005). Dohéany nekrozis virussal (Tobacco necrosis virus,
TNV) fertézott N. benthamiana-ban az NtGSTphil fokozott expresszidja
a virusra es az altala okozott szisztemikus nekrézisra kiilondsen fogéekony
novényekre volt jellemz6 (Kiraly et al., 2012a).

A programozott sejthalal (PCD: programmed cell death) gatlasédban
szerepet jatszO BAX inhibitor-1 (NtBI-1) gén expresszidja mindkeét
rezisztenciatipusnal (ER és HR) megnd, de a HR esetén a gén indukcidja
tobbszorose a tunetmentes ER-nél meért értéknek. Az NtBI-1 indukcioja
jol korrelal a HR-rel, ami azt jelzi, hogy a TMV fert6zésekor indukalt
HR-tipusu lokalis nekrozis kialakulasédban fontos szerepe van a PCD-nek,
amelyet a fert6zott novény — tobbek kozott a Bl-1 fehérjék segitségével —
szabalyoz. Arpaban a BI-1 taltermelés a nekrotr6f Fusarium
graminearum fert6zésekor fokozott mértékli rezisztenciat okoz,
6sszhangban a PCD - gatlo hatédssal (Babaeizad et al., 2009). Ugyanakkor
pl. a biotrof &rpalisztharmat (Blumeria graminis f. sp. hordei)
fertézésekor a BI-1 taltermelés fokozott fogékonysagot idéz eld
(Hiickelhoven et al., 2003; Eichmann et al., 2010). Erdekes, hogy az
NtBI-1 a tinetmentes (sejthalal nélkili) ER soran kezdetben indukalodik,
de a PVX fert6zése utani 6. Oratdl, amikor az ER lényegében mar
lezajlott, a génexpresszid stagnal, ill. csokken. Hasonlé jelenséget
tapasztaltunk arpaban a buzalisztharmattal (B. graminis f. sp. tritici)
szembeni tinetmentes nemgazda-rezisztencia soran is (Kunstler et al.,
2018). Ezek szerint a BI-1 fehérjének a PCD géatldsa mellett a

rezisztenciaban is kdzvetlen szerepe lehet. Kimutattak, hogy a buzanak a
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sargarozsda kdrokozojaval (Puccinia striiformis f. sp. tritici) szembeni
rezisztencidgja (HR) a BI-1 termelés géncsendesités altali gatlasaval
részleges fogékonysagga alakithaté (Wang et al., 2012).

Az alternativ oxiddzok csokkentik a ROS - szintet és a PCD-t, mivel a
novényi mitokondriumokban és kloroplasztiszokban akadalyozzak az
elektrontranszport - lancok tulzott redukalodasat biotikus stressz soran is
(Mizuno et al., 2005; Hanquing et al., 2010). A TMV - rezisztens
dohényban (cv. Samsun NN Rx1) a HR-l1éziok megjelenésevel egyutt az
NtAOX1-2 gén kifejezOdése jelentdsen noétt. Hasonld tendenciat a
sejthalal nélkiili ER soran (PVX fert6zés) is megfigyeltiink, de ebben az
esetben az ER kialakuldsa utan az NtAOX1-2 gen expresszidja mar
er6sen csokkent. A HR és ER sordn lényegében ugyanigy valtozott a
hidrogén-peroxid-lebontas fontos antioxidans enzimjét (katalaz) kédolo
NtCatl gén kifejezddése is, ami a ROS extrém rezisztencidban jatszott
szerepére utalhat. Az NtCatl expresszionak a HR-1ézidk kialakulasat
kovet6 indukciojat korabban tobb virus (TMV, TNV) fertézése kapcsan
is leirtak (Dorey et al., 1998; Yi et al., 2003; Kunstler et al., 2007).
Eredmenyeink szerint egy nem enzimatikus antioxidans, a glutation
mennyisége a TMV - inokulacié utan 4 nappal (HR) jelentésen
megemelkedik, mig PVX fertézésénél (tinetmentes ER) nem valtozik.
Lényegében hasonld trendet tapasztaltunk két, a glutation miikodésében
szerepet jatszd antioxidans hatdsi enzim (glutation reduktdz, GR és
glutation-S-transzferaz, GST) aktivitasaban is. Korokozo fertézéseknél a
glutation kétféle szerepet tdlthet be. Antioxidans hatasa csokkentheti a
fertézések tiineteit, pl. a TMV altal indukalt HR-tipust lokalis nekrdzist
(Farkas et al.,, 1960). TMV - rezisztens dohanyndvényekben a HR
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megjelenését kovetden a glutationszint mellett erdsen emelkedik a GR és
GST aktivitasa is (Fodor et al., 1997). Egy masik virus, a TNV
fertézésekor is a HR kialakulasahoz kotheté a magas GST - aktivitds
(Gullner et al, 1995). A glutation azonban jelatvivoként a
betegsegrezisztencia kialakitasaban is ténylegesen részt vehet. A
gazdandvény glutation szintjenek mesterséges novelése kémiai
kezelésekkel nemcsak a virusfertdzés tiineteit, de a viruskoncentraciot is
mérsékelte, kompatibilis és inkompatibilis (HR) névény - virus
kapcsolatokban egyarant (Gullner et al., 1999; Zechmann et al., 2007;
Holler et al., 2010; Kiraly et al., 2012b). Mivel a PV X altal indukélt ER a
virusfertézést kovetd kb. 1 napon beliil lezajlik, feltételezhetd, hogy a
szokasosnal nagyobb glutationszint a patogenezis e korai szakaszaban
hozzéjarulhat az extrém rezisztencia kialakuldsahoz. Ezt valosziniisiti,
hogy egyes sejthalal-, ill. ROS - szabalyoz6 gének (NtBI-1, NtAOX1-2,
NtCatl) ER-hez kothetd atmeneti indukcidjat mar a PVX fertézés utani
1. napon belll észleltik.

Eredményeink szerint a reaktiv oxigénfajtak (ROS), elsésorban a
szuperoxid (O;7), hozzajarulhatnak a PVX-szel szembeni tinetmentes
extrém rezisztenciahoz. Ugyanakkor a ROS tlnetmentes extrém
rezisztencidban jatszott szerepe, ill. az ER kialakuldsanak pontos
korélettani mechanizmusa jelenleg nem ismert. Kimutattak, hogy ha az
Rx1 fehérje kizarolag a sejtmagban halmozddik fel, séril a PVX elleni
ER, viszont ha az Rx1 csak a citoplazméaban van jelen, a rezisztencia
Halvezérelt” lesz, mivel mar egészséges ndvényekben is HR-szerii
tinetek alakulnak ki (Slootweg et al., 2010; Tameling et al., 2010). Az
Rx1 fehérjén belil az egyes domének (CC, NBS, LRR) kozotti
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interakciok, valamint az Rx1-nek egy transzkripcids faktorra (Glk1)
kifejtett gatld hatasa ,,kikapcsolt” allapotban tartjak a rezisztenciat, mig
PVX - fertézés hatdsara a virus effektora (kopenyfehérjéje) képes
feloldani ezt a gétlast és beinditani az ER-t (Moffett et al., 2002;
Townsend et al., 2018). A jovo kutatdsai tisztazhatjadk, hogy az Rxl1
fehérje altal meghatarozott extrém rezisztencia jelatvitelében mi a

jelentésége az olyan ROS - molekulaknak, mint a szuperoxid (O,7)?

Kimutattuk, hogy a ‘Szentesi’ cseresznyepaprika (Capsicum annuum var.
cerasiforme cv. Szentesi) oltassal atvihetd, tlinetmentes (HR nélkiili)
lisztharmat - rezisztencidja kontrollalt, laboratériumi korilmények
kozotti mesterséges fertdzésnél is hatdsos. A rezisztencia a ‘Szentesi’
alanyra oltott ‘Total” étkezési paprikdban (Szentesi+Total) is
megnyilvanult. Lisztharmatokra hatdsos, oltassal atvihetd rezisztenciat
eddig csak uborkaban dokumentéltak, ahol egyes esetekben az oltvanyok
ellendllonak bizonyultak a Podosphaera xanthii altal okozott
lisztharmatos tlinetekkel szemben (Sakata et al., 2006). Kisérleteink
soran hasonlé jelenséget tapasztaltunk egy Solanaceae ndvényben
(paprika), ahol azonban nemcsak a lisztharmatos tlinetek, de a korokozé
(Leveillula taurica) felhalmozodasanak gatlasat is sikerult kimutatnunk.

A lisztharmatrezisztens paprikakban (sajat gyokerii ‘Szentesi’ és oltott
Szentesi+Total) a szuperoxid (O;7) erételjes felhalmozodasat figyeltik
meg, ami jol korreldlt a ndvényi betegségrezisztenciaval Osszefiiggd
szuperoxid -  termelésért elsésorban  feleléss NADPH-oxidaz
enzimaktivitasaval. A lisztharmatfogékony *Total’ étkezési paprika akkor
is rezisztenssé valt és szuperoxidot termelt, ha a ‘Szentesi’ mellett mas

ellendlld cseresznyepaprika alanyokra (‘Kalocsai A’, ‘Kalocsai M’,
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‘Garai fehér’) oltottuk. Kék fény hatasara lisztharmattal (P. xanthii)
szembeni tolerancia idézhetd eld sargadinnyében és ilyenkor mar a
fertdzetlen novényekben is megnd a védekezésben szerepet jatszo
masodlagos anyagcseretermékek (fenolok, flavonoidok, lignin) mellett a
szuperoxid mennyisége is (Jing et al., 2018). A NADPH-oxidaz-fiiggd
szuperoxidtermelés lisztharmat - rezisztenciaban jatszott szerepére tobb
korabbi eredmény is utal. EI-Zahaby és munkatarsai (2004) kimutattak,
hogy arpalevelekben szuperoxidot képz6 agensekkel torténd kezelés
hatasara rezisztencia alakul ki az arpa lisztharmattal (Blumeria graminis
f. sp. hordei) szemben. Az arpa sajat lisztharmataval szembeni
penetracids (behatolasi) rezisztenciajahoz nélkulozhetetlen egy NADPH-
oxid&z-gén (HVRBOHF2) miikodése (Proels et al., 2010). Egy nemrég
megjelent  kdzleményiunk  szerint a  NADPH-oxidaz  fiiggd
szuperoxidtermelés az arpa buzalisztharmattal (B. graminis f. sp. tritici)
szembeni, tlnetmentes nemgazda-reziztenciajaban is fontos szerepet
jatszik. Ha ugyanis a szuperoxid felhalmozédast antioxidansokkal, ill.
hoékezeléssel csokkentjiik, jelentdsen sériil a rezisztencia (Kiinstler et al.,
2018). A jelen munkaban ismertetett, oltassal atviheté paprika
lisztharmatrezisztencia hasonldan tiinetmentes, mivel nem jar egytt HR-
tipust lokalis nekrotikus léziok kialakulasaval. A NADPH-oxidaz-fiiggd
szuperoxidtermelés a baktériumos fertézésekkel szembeni tiinetmentes
nemgazda-rezisztenciaban is alapveté fontossagu. Igy pl: Arabidopsis
thaliana-ban a rezisztencia alapvetéen egy NADPH-oxidaz-gén
(AtRBOHD) miikodésén és a ROS (szuperoxid) felhalmozodason mulik,
amelyet hiszton-acetiltranszferaz (Elongator)-gének szabéalyoznak (An et
al., 2017).
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Eredmenyeink szerint a ‘Szentesi’ cseresznyepaprika oltassal atvihetd
lisztharmat rezisztenciajaban a NADPH-oxidaz fliggd
szuperoxidtermelés mellett szerepet jatszhat egy fontos novényi
védekezési hormon, a szalicilsav (SA) felhalmozodésa is. A
lisztharmatrezisztens paprikak (sajat gyokerii ‘Szentesi’ és oltott
Szentesi+Total) fertdzetlen leveleiben a szabad SA szintje kb. kétszer
akkora volt, mint a fogékony sajat gyokeri ‘Total’ egyedekben. A SA
ndvenyi betegségrezisztenciaban betdltott funkcidjat olyan transzgenikus
novények (N. tabacum és A. thaliana) segitségével igazoltak, amelyek
nem képesek az SA szintézisére, ill. felhalmozasara (Gaffney et al., 1993;
Delaney et al., 1994; Wildermuth et al., 2001). Az is ismert, hogy SA-t
tultermeld transzgenikus vagy interspecifikus hibrid ndvényekben
fokozodik az ellenallé képesség egyes virusokkal és gombakkal szemben
(Verberne et al., 2000; Cole et al., 2004).

Erdekes modon a SA kotott (glikozidos) formajanak mennyiségében
nem mutatkozott Kkilonbség a lisztharmatrezisztens és -fogékony
paprikdk kozott, ami azt sugallja, hogy a kotott SA kdzvetlenil nem
felelés a paprika lisztharmatos fert6zéssével szembeni vedekezéséert.
Hangstlyozand6 viszont, hogy ndvényekben a SA elsésorban kotott
forméban raktarozodik és a kotott SA hidrolizise a paprikédhoz
rendszertanilag kozeli dohanyban (N. tabacum) akar 2 oOra alatt is
vegbemehet (Hennig et al., 1993; Vlot et al., 2009). lgazoltak tovabba,
hogy a kotott SA hidrolizise aktivan hozzajarul a korokozoval szembeni
rezisztenciahoz pl. virussal (TMV) fert6zott dohanyban. A transzgenikus
dohé&nyndveények altal taltermelt SA-glikozidaz enzim ugyanis novelte a

szabad SA mennyiségét, ugyanakkor gatolta a virus sejtrél-sejtre
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terjedését (kisebb HR-léziok alakultak ki) (Yao et al., 2007). A fentiek
alapjan  feltételezhet, hogy a kotott SA a  ‘Szentesi’
cseresznyepaprikdban is hozzajarulhat a fokozott lisztharmat -
rezisztenciahoz.

A lisztharmatrezisztens ‘Szentesi’ cseresznyepaprika fertézetlen
leveleiben a féleg az erek kornyékén kialakuld spontan sejtelhalas
mértéke is joval intenzivebb volt, mint a lisztharmatra fogékony ‘Total’
egyedekben. Kétszikii ndvényekben a nagy szalicilsav- s ROS-tartalom
ugy jarulhat hozza a szerzett betegségrezisztencidhoz, hogy az
»erzékenyitett” szovetekben un. mikrolézidkat (,,mikro-HR”), azaz egy-
egy novényi sejt spontan elhalasat idézi el6 (Alvarez et al.,, 1998;
Alvarez,  2000). Mivel a lisztharmat-ellendllé  “‘Szentesi’
cseresznyepaprikaban mar fertézés nélkil is nagy a szuperoxid és a
szabad szalicilsav szintje, igy varhaté volt, hogy az egészseges
levélszovetekben a spontan sejtelhalas is fokozott mértéki. Erdekes
modon a ‘Szentesi’ levelekben az erek mentén koncentral6dé barna
foltok stirlisége is joval nagyobb volt, ami a nagy kalciumtartalom miatt
(Lantos, 2011) az egyes sejtek vakudlumaiban felhalmozddé kalcium-
oxalat-kristalyok jelenlétére utalhat. Kalcium-tartalmu levéltragya-
készitményekkel kezelt étkezési paprika leveleiben jelentés mértékii a
barna foltokként észlelheté kalcium-oxalat-kristalyok felhalmozddasa,
elsésorban a mezofill sejtekben (Weryszko-Chmielewska és Michaloj¢,
2009). Kalciummal elékezelt szojaban a fokozott ROS (szuperoxid,
hidrogén-peroxid, hidroxil gyok)-felhalmozodassal egyiitt nétt  a
Sclerotinia sclerotiorum fert6zésével szembeni tolerancia is (Arfaoui et

al.,, 2018). Ezek szerint a kalcium fokozhatja a ndvenyek ROS
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felhalmozodasat is. A rezisztenciaban fontos, szuperoxidtermelésért
felelés egyik NADPH-oxidaz (RBOHD) aktivitasat a kalcium (Ca®")
részben kozvetlenil szabalyozza, az an. EF fehérjemotivumokhoz vald
kotddéssel, a kozvetett szabalyozast a Ca”*-fiiggé kinazok végzik, a
NADPH-oxidaz foszforilalasa révén (lasd pl. Kadota et al., 2015).
Ladfiiben (A. thaliana) egy Ca®*-fiiggé kinz (CPK5) mér a kérokozd
baktérium  (Pseudomonas  syringae pv. tomato = DC3000)
sejtfalkomponenseinek hatasara is aktivalédik és foszforilalja az RBOHD
fehérjét, amely a szuperoxid és szalicilsav felhalmozddasat és a
baktériumos fertézéssel szemben rezisztenciat eredményez (Dubiella et
al., 2013).

Fertdzetlen, lisztharmatellenallo paprikakban (sajat gyokerti ‘Szentesi’ és
oltott Szentesi+Total) egy patogenezissel kapcsolatos gén (CaPR-1)
expresszidja a rezisztencia markere, mig a CaPR-2 fokozott expresszioja
csak a sajat gyoker(i ‘Szentesi’ cseresznyepaprikaban detektalhato. Az in
planta termelt szuperoxid hidrogén-peroxidda alakulva tébbek kozétt a
PR géneket/fehérjéket is aktivalhatja, amely végsé soron tovabbi
vedekezési reakciokhoz és korokozé rezisztenciahoz vezet (Id. pl. Van
Loon et al., 2006; Torres, 2010; Lehmann et al., 2015). A CaPR-1 gén
egy bazikus PR-1 fehérjét kodol és paprikaban fokozottan expresszalodik
a Phytophthora capsici oomicéta fertézésével szembeni rezisztencia
soran (Silvar et al., 2008). A CaPR-1 tultermeltetése dohanyban fokozza
az oomicétas €s baktériumos fertézésekkel szembeni toleranciat (Sarowar
et al., 2005). A PR-1 gének az arpa lisztharmattal (B. graminis f. sp.
hordei) szembeni penetracios rezisztencidjahoz is hozzajarulhatnak; ezt

az arpa epidermiszsejtjeiben a PR-1b gén csendesitésével igazoltak
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(Schultheiss et al., 2003). A PR-1 fehérje a korokozd gombakat tobbféle
élettani-biokémiai mechanizmus segitségével gatolhatja, pl. vedekezési
szignal peptidként vagy a gombasejtfalban levé szterolok megkotésével
(Breen et al., 2017). Lobabban (Vicia faba) a bazikus PR-1 fehérje az
Uromyces fabae rozsda hifainak differencialodasat akadalyozza
(Rauscher et al., 1999). A CaPR-1 gén altal kodolt bazikus PR-1 fehérje
hasonld funkciot tolthet be a paprika lisztharmatrezisztencigjaban,
ugyanis a két korokozé (U. fabae és L. taurica) k6zos vonasa, hogy a
fert6zott levelekbe a gazcserenyilasokon keresztul hatolnak be.

A CaPR-2 gén egy bazikus B-1,3-glukanazt kodol, amely a gomba- ill.
oomicéta-sejtfalak 3-1,3-glukan vegyuleteit hidrolizalja (ld. pl. Van Loon
et al., 2006). A P. capsici fertézését kovet6 CaPR-2-indukcid viszont
csak néhany rezisztens paprikafajtaban észlelhetd és a génexpresszio
jelentdsen megné a fogékony gazda - korokozd kombinacidkban is
(Silvar et al., 2008). Ez egybevag sajat eredményeinkkel, miszerint a
paprikalisztharmat patogenezisének elérehaladott szakaszaban (45 DPI:
45 nappal a fertdzés utan) a nagymértékii CaPR-1 és CaPR-2 expresszid
a lisztharmat - fogékonysag soran — €s nem a rezisztencianal — észlelhetd.
Hasonlo jelenséget mas gazda - kdérokozd kapcsolatban is Kimutattak:
Bipolaris  sorokiniana-val vagy a gomba tenyészetsziirletével
fertézott/kezelt arpaban a PR-1b génexpresszid szintén a fogékonysaggal
korrelalt (Kiraly et al., 2002a; Schultheiss et al.,, 2003). A PR-1b
transzkriptumok, ill. fehérje erdteljes felhalmozodasat tapasztaltak
kilonféle kérokozd gombékkal (Drechslera teres, Magnaporthe grisea,
B. sorokiniana) fert6zott fogékony arpaban és rizsben is (ReiSS €s
Bryngelsson, 1996; Manandhar et al., 1999). A fentiek alapjan a PR
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gének expresszidja a paprika lisztharmattal (L. taurica) szembeni
rezisztencidjanak markere vagy akar funkcionalis komponense is lehet,
de a patogenezis eldrehaladott szakaszaban feltehetGen nincs szerepe a
védekezes fenntartasaban.

Eredmenyeink szerint két, sejthalalt szabalyozé és lisztharmat -
fogékonysagot meghatarozé gén (CaMlol és CaMlo2) csokkent mértékii
expresszidja szintén a lisztharmat rezisztencia markere, fertzetlen és
lisztharmattal fert6zott paprikdban egyarant. Az elséként arpaban leirt
Mlo gén terméke egy transzmembran fehérje, amelyet a tiinetmentes
(HR-nélkali) lisztharmat-rezisztencia, ill. a noévényi sejthalal negativ
regulatoranak tekintenek (Buschges et al., 1997), és arpan kivul tébb mas
ndvenyben, tobbek kozott paprikdban is megtaldlhatd (Zheng et al.,
2013a; Acevedo-Garcia et al., 2014). Az mlo-rezisztens (MLO-hianyos
mutans) novényekben a lisztharmat altal megtamadott, de ellenallo
epidermissejt un. papillakat (sejtfal-vastagodasokat) képez (Koga et al.,
1990; Hiickelhoven et al., 1999). Az mlo névények masik jellegzetessége
a levél mezofill szOvetében jelentkezd spontan sejtelhalasok (Wolter et
al., 1993; Piffanelli et al., 2002), amelyet mi a lisztharmatrezisztens
‘Szentesi’ cseresznyepaprikdban is észleltlink. Elképzelheté, hogy a
lisztharmatrezisztens paprikaban (sajat gyokeri ‘Szentesi’ és oltott
Szentesi+Total) tapasztalt csokkent mértéki CaMlol és CaMlo2
génexpresszio hattereben egy olyan mlo mutacié all, mint arpaban az
mlo-11, amely a lisztharmat rezisztencia mellett jelentésen gatolt Mlo
transzkripcidt és fehérjeszintézist eredményez (Piffanelli et al., 2004).
Paprikdban az oltassal atvihet6 lisztharmat - rezisztencia biokémiai
markerei (fokozott NADPH-oxidaz-aktivitas, magas CaPR-1 és CaPR-2,
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ill. alacsony CaMlol és CaMlo2 génexpresszio) az oltott, rezisztens
novények (Szentesi+Total) utodainak kb. felében jol kimutathatoan
oroklédtek. Mivel a markerck kozll négy (fokozott NADPH-oxidaz-
aktivitds, magas CaPR-1 és CaPR-2, ill. alacsony CaMlo2 expresszio)
feltehetden kapcsoltan 06roklodott (nagyrészt ugyanazokban az utod
egyedekben fordult eld), elképzelhetd, hogy az oltott paprikak utdédaiban
a lisztharmat - rezisztencia is stabilan, a biokémiai markerekkel
kapcsoltan 6roklodik. Régota ismert, hogy az oltas eldsegitheti tobb
genotipusos és fenotipusos tulajdonsag (pl. RAPD DNS-profil, a termés
formaja, szine) atvitelét az alanyrol a raoltott nemes névenyre, amelyek
az igy szerzett tulajdonsagokat stabilan tovabb orokithetik (Taller et al.,
1998, 1999; Tsaballa et al., 2013). Azt is kimutattak, hogy paprikaban és
mas rokon fajokban (paradicsom, tojasgyumolcs) két ndvényfaj
egyedeinek egymasra oltdsa a nemes részben a DNS - metilacios
mintdzatokat megvaltoztatja és ezek a valtozdsok szintén Oroklodnek
(Wu et al., 2013; Warschefsky et al., 2016). Igazoltak tovabba, hogy kb.
24 nukleotid hosszi ndvényi eredetti kis RNS - molekuldk az oltasi
ponton atjutva epigenetikai  valtozasokat (DNS - metilalés,
géncsendesités) indukalnak, amelyek megvaltoztathatjdk a raoltott
ndvény génexpresszids mintazatait (Molnar et al., 2010).

Az oltassal atvihet6 paprikalisztharmat - rezisztencia biokémiai markerei
kozal harom (fokozott CaPR-1 és CaPR-2 génexpresszid, alacsony
CaMlo2 expresszio) a keresztezett sajat gyokerti fogékony €s rezisztens
paprika F; utddainak [Total (@) x Szentesi ()] tobb mint a felében
szintén jol kimutathatéan Oroklédott. A harom rezisztenciamarker

oroklodése feltehetden kapcsolt, ugyanis nagyrészt ugyanazokban az F
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utddegyedekben fordult el6. Korabbi megfigyelések szerint a virus
(TMV) rezisztencia és a PR-1 fehérje korai kifejezddése is kapcsoltan
oroklédik két interspecifikus Nicotiana hibrid keresztezésébdl szarmazo
utddokban, akér négy generacion (F,) at (Cole et al., 2004).

Erdekes, hogy a paprika lisztharmat - rezisztencia biokémiai markerei
kdzil az alacsony CaMlol expresszid ugyan 6roklédott (mind az oltott
novenyek, mind a keresztezett fogékony és rezisztens sziilé utddaiban),
de a tobbi markertdl altaldban fliggetlenil (nagyrészt mas
utddegyedekben fordult eld, mint a tobbi marker). Eredményiink ramutat
arra, hogy az CaMlol expresszio, ill. annak hianya a paprika lisztharmat
- fogékonysagnak, ill. rezisztencianak kevésbé fontos eleme. Ezt
valdsziniisiti az is, hogy lisztharmatos fertézéskor a rezisztens oltott
novenyekben (Szentesi+Total) az CaMlol expresszioja sokkal kevésbé
szorult vissza, mint az CaMlo2 transzkripciéja (28B. abra). Zheng és
munkatarsai (2013a) szerint az CaMlol transzkripcidja a lisztharmattal
(L. taurica) fertdzott, fogékony paprikaban joval lassabban indukalodik,
mint az CaMlo2 gén kifejezédése, raadasul onmagaban az CaMlo2
tultermeltetése mar kepes fokozni a L. taurica-val szembeni
fogékonysagot paradicsomban.

Eredményeink szerint az oltassal atvihetd lisztharmat - rezisztencia egyik
kdzvetlen biokémiai oka a ‘Szentesi’ cseresznyepaprikaban a NADPH-
oxidaz altal termelt szuperoxid felhalmozddasa, amely az oltas soran — a
rezisztenciaval egyutt egy ismeretlen jelatviteli mechanizmus
segitségével tovabbitodik az eredetileg fogekony raoltott ndvénybe.
Elvileg elképzelhetd, hogy az oltassal atvihetd lisztharmat - rezisztencia

jelatvivéi maguk a ROS molekulak, mint pl. a szuperoxid. Annak
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ellenére, hogy a ROS érzékeny a lebomlasra (pl. antioxidansok hatasara),
kimutattak, hogy a novényeket érd abiotikus stresszek sordn egy sejtrol-
sejtre terjedd, gyorsan szisztemizalodo (akar 8,4 cm/perc sebességill) és
NADPH-oxidaz - fiigg6é ,,ROS-hulldm” alakul ki (Miller et al., 2009;
Mittler et al., 2011; Gilroy et al.,, 2014). Az ehhez hasonlo ,,ROS-
hullamok” kialakulasa igen valoszinii a betegségrezisztencia, ill. névényi
védekezés soran is, ugyanis tobb kutatas szerint a ROS-felhalmozddas
stimulalasa novényi szovetekben a tavoli, kezeletlen ndvényi részekben
fokozott ROS-szintézist és betegség - ellenallésagot indukal (Alvarez et
al., 1998; Fodor et al., 2001; Dubiella et al., 2013). Ugyanakkor nem
kizarhatd, hogy az alanybol a raoltott névénybe (vagy forditva) iranyuld,
floémben terjed6 egyéb jelatviteli mechanizmusok is részt vesznek a
novenyi betegségrezisztencianak oltassal torténé atvitelében. Ilyenek
lehetnek pl. az mRNS-ek, kis RNS-ek, vedekezéssel kapcsolatos
fehérjek, hormonok, sth. (Golecki et al., 1998; Lough és Lucas, 2006;
Park et al., 2007; Kehr és Buhtz 2008; Guan és Zhao 2012; Warschefsky
et al. 2016). A jové kutatdsai tisztazhatjdk paprikaban, ill. mas
termesztett novényekben az oltassal atvihetd betegség (pl. lisztharmat)

rezisztencia pontos genetikai/biokémiai jelatviteli mechanizmusat.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Egy reaktiv oxigénfajta (ROS), a szuperoxid (O,") a tlinetmentes
extrém rezisztenciat (ER) mutatd ,,Rx” dohanyban (Nicotiana
tabacum cv. Samsun NN Rx1) a burgonya X virus (Potato virus
X, PVX) fertézés utani korai idépontokban (6 oran beliil)
halmozodik fel.

2. PVX-szel fert6zott ,,Rx” dohanyban a korai O, felhalmozddas
csOkkentése antioxidans (szuperoxid-dizmutdz eés Kkatalaz) -
kezelésekkel az extrém rezisztenciat részlegesen megtori, mig
PVX-re fogékony dohanyban (cv. Samsun NN) egy
szuperoxidképz6 agenssel (riboflavin/metionin) toérténé kezelés
részleges rezisztenciat ad: lokalis nekrotikus, hiperszenzitiv
Iéziok (HR) jelennek meg, a virusszint szignifikansan csokken.

3. Az ,Rx” dohanyt ferritint taltermel6 (OH' termelésben gatolt)
novényekkel keresztezve az F; utdédokban az ER-t részlegesen
sikeril megtorni. Egyes vedekezési és ROS- szabalyoz6 gének
(NtPR-1a, NtPRB-1b, NtGStphi, NtBI-1, NtAOX1-2, NtCatl), ill.
antioxidansok  (glutation,  glutation-reduktdz,  glutation-S-
transzferaz) aktivitasa a HR-tipusu virusrezisztencianal jelentésen
megemelkedik, mig az ER-nél alig valtozik.

4. A lisztharmatrezisztens  paprikdkban  (‘Szentesi’,  oltott
Szentesi+Totdl) a O,  egészséges ¢és fertdzott novények
leveleiben is felhalmozddik. A O;" termel6 NADPH oxidaz
aktivitasa korrelal a O, szinttel és az oltassal atvihetd

lisztharmatrezisztenciaval.
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5. Fert6zetlen novényekben egy PR gén (CaPR-1) expresszidja a
lisztharmat - ellendll6  paprikakban  (‘Szentesi’, oltott
Szentesi+Total) a rezisztencia markere, mig a CaPR-2 fokozott
expresszidja csak a ‘Szentesi’-ben detektalhatd. A lisztharmat
fert6zés késoi fazisaban (45 DPI) a CaPR-1 és CaPR-2 expresszio
a lisztharmat fogékonysaggal korreldl. Két, sejthalal szabalyozo
gén (CaMlol és CaMlo2) csdkkent expresszidja is a lisztharmat
rezisztencia markere, fert6zetlen és lisztharmatfert6zott
paprikaban is.

6. A paprikalisztharmat rezisztencia biokémiai markerei (fokozott
NADPH-oxidaz-aktivitds, magas CaPR-1 és CaPR-2, ill.
alacsony CaMlol és CaMlo2 expresszid) az oltott, rezisztens
novenyek (Szentesi+Total) utdodainak felében 6roklédnek. Harom
marker (fokozott CaPR-1 és CaPR-2 expresszio, alacsony
CaMIlo2 expresszio) a keresztezett fogékony és rezisztens paprika
F1 utodainak [Total (@) x Szentesi (3)] felében is 6roklédik,
nagyrészt ugyanazokban az utédokban (kapcsolt 6roklédés).
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7. OSSZEFOGLALAS

A Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1 transzgenikus dohany (,,Rx”) a
burgonya Rx1 rezisztenciagénjét fejezi ki, és a burgonya X virus (Potato
virus X, PVX) fertézésével szemben extrém rezisztens (Bendahmane et
al., 1999). Kimutattuk, hogy az ,,Rx” dohany a PVX egy hazai torzsével
(PVX Ny) szemben is tinetmentes extrém rezisztenciat (ER) mutat; a
lokalis sejt/szoveti elhalas (hiperszenzitiv reakcio, HR) hianya mellett az
extrém rezisztens dohanyokban a fert6zés utani 5. napra a PVX szintje a
fogékony ndévényekben mértnek csupan toredéke. Az ER legvaldsziniibb
oka, hogy a virusreplikacio gatldsa olyan koran kovetkezik be, hogy
nincs id6 a HR - tipusd tlnetek kialakitasara. A virusgatlas
mechanizmusa azonban mind ez idaig ismeretlen. Eredményeink szerint
egy, a virusrezisztencidban szerepet jatszd reaktiv oxigénfajta (ROS), a
szuperoxid (O,") az ER-t mutato ,,Rx” dohanyban a PVX fert6zése utani
korai idépontokban (a fert6zés utan 6 o6ran beliil) halmozodik fel, és a
PVX mennyisége csak ezt kdvetden csokken jelentésebben. Ezek szerint
a PV X-szel szembeni tiinetmentes ER hétterében legalabb részben az Rx1
gén altal biztositott korai szuperoxid (ROS) - felhalmozddas all, amely a
virus replikécidjat gatolhatja.

A PVX-szel fertézott ,,Rx” dohanyban a szuperoxid felhalmozddas
csOkkentése antioxidans (szuperoxid-dizmutaz és katalaz) - kezeléssel az
ER-t részlegesen megtori: HR-re emlékezteté lokalis nekrotikus tiinetek
alakulnak ki, és a PVX mennyisége jelentdsen megnd. Az ,,Rx” dohanyt
ferritint  taltermel6 (a hidroxilgyok /OH/ termelésében gétolt)
novényekkel keresztezve az F; utddokban az ER szintén részlegesen

megtorik, a fert6zés utdni els6 2 napban az inokuldlt levelekben a
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virusszint jelentésen nagyobb az ,,Rx” dohanyhoz képest, és HR - szerii
léziok alakulnak ki. Ezek szerint a ROS-képzddés ferritin-taltermelésbol
adodo csokkenése is képes a PVX - fert6zéssel szembeni ER-t
mérsékelni. A szuperoxid-felhnalmozédas ER-ben jatszott szerepét
tamasztja al, hogy PV X-re fogékony dohanyban (cv. Samsun NN) egy
szuperoxidot képz6é agenssel (riboflavin/metionin) torténd kezelés
hatdsara részleges rezisztencia alakul ki a PVX-szel szemben: HR-re
emlékeztetd lokalis nekrotikus tiinetek jelennek meg és a virusszint
szignifikdnsan alacsonyabb a kezeletlen novényekhez képest. Ezek
szerint a szuperoxid szintjenek mesterséges novelése fogékony
dohanyban nem képes ER-t ¢l6idézni, de a lassabb, HR tipust
rezisztenciat igen, amely részben képes gatolni a PVX - replikaciot.

A PVX-szel szembeni tunetmentes (ER) és a dohany mozaik virussal
(Tobacco mosaic virus, TMV) szembeni HR tipust virusrezisztenciat az
»RX” dohanyban 06sszehasonlitva kimutattuk, hogy HR-nél kozel egy
nagysagrenddel toébb virus (TMV) van jelen a gazdandvényben, mint a
tinetmentes ER-nél. Harom védekezési/stresszmarker gén (NtPR-1a,
NtPRB-1b és NtGStphi), ill. harom sejthalal-/ROS-szabalyoz6 gén (NtBI-
1, NtAOX1-2, NtCatl) expresszidja, valamint egy nem enzimatikus
antioxidans, a glutation mennyisége és két antioxidans hatasu enzim
(glutation-reduktdz, glutation-S-transzferdz) aktivitisa a HR-nél
jelentdsen megemelkedik, mig az ER-nél alig valtozik. A tlinetmentes ER
soran az alig észlelhetd védekezési folyamatok is jelzik, hogy a
virusgatlas rendkivil gyorsan kialakul.

A ndveényi betegségrezisztencia bizonyos esetekben kertészeti oltassal is

atvihetO, de a rezisztencia atvitelének biokémiai és molekularis hattere
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nem ismert. Megfigyeléseink szerint egy paprikalisztharmatra (Leveillula
taurica) fogékony étkezési paprikafajta (Capsicum annuum cv. Total)
betegség-ellenallovd valik, ha egy ellendll6 cseresznyepaprika (C.
annuum var. cerasiforme) alanyra (cv. Szentesi) oltjuk. Kimutattuk, hogy
a ‘Szentesi’ cseresznyepaprika oltassal atvihetd, tiinetmentes (HR
nélkdli) lisztharmat - rezisztenciaja kontrollalt, laboratériumi
koriilmények kozotti mesterséges fertézésnél is hatasos, és egyiitt jar a
korokozé (L. taurica) felhalmozodasanak jelent6s (50 %-0s) gatlasaval.

A lisztharmatrezisztens paprikakban (sajat gyokerii ‘Szentesi’ és oltott
Szentesi+Total) a szuperoxid (O;") erételjes felhalmozodasa figyelhetd
meg, mar egeszséges novények leveleiben is. A ndvényi
betegségrezisztenciaval Gsszefiiggd szuperoxid - termelésért elsGsorban
felelés NADPH - oxidaz enzim aktivitdsa jol korreldl a szuperoxid
felnalmozodassal és a  lisztharmat - rezisztenciaval. A
lisztharmatfogékony ‘Total’ étkezési paprika akkor is rezisztenssé valik
és szuperoxidot termel, ha a ‘Szentesi’ mellett mas ellenallé
cseresznyepaprika-alanyokra (‘Kalocsai A’, ‘Kalocsai M’, ‘Garai fehér’)
oltjuk. A lisztharmatrezisztens paprikak fertézetlen leveleiben a szabad
szalicilsav szintje kb. kétszer akkora, mint a fogekony ‘Total’
egyedekben, a kotott szalicilsav mennyisége viszont azonos. A sajat
gyokerli ‘Szentesi’ fertdzetlen leveleiben a fOleg az erek kdrnyékén
kialakuld spontan sejtelhalas mértéke (stirisége) is joval intenzivebb,
mint a sajat gyokeri ‘Total’ egyedekben. Fertézetlen novényekben egy
patogenezissel kapcsolatos gén (CaPR-1) expresszidja a lisztharmat -
ellenalld paprikédkban (sajat gyokerii ‘Szentesi’ és oltott Szentesi+Total)

a rezisztencia markere, mig a CaPR-2 fokozott expresszidja csak a sajat
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gyokerli ‘Szentesi’ cseresznyepaprikaban mérheté. A lisztharmatos
fert6zés eldrehaladott fazisaban (45 DPI) viszont a PR - génexpresszids
mintdzat forditott, mint a fertézetlen paprikdkban: a rendkiviil nagy
CaPR-1 és CaPR-2 expresszio ilyenkor a lisztharmat - fogekonysaggal
korrelal. Ket, sejthalalt szabalyozd gén (CaMlol és CaMlo2) csokkent
mértékii expresszidja szintén a lisztharmat - rezisztencia markerének
bizonyult, fertézetlen és lisztharmattal fert6zott paprikaban egyarant.
Paprikdban az oltassal atvihetd lisztharmat rezisztencidval Osszefliggd
biokémiai markerek (fokozott NADPH-oxidaz aktivitds, magas CaPR-1
és CaPR-2, ill. alacsony CaMlol és CaMlo2 génexpresszio) az oltott,
rezisztens novenyek (Szentesi+Total) utodainak kb. felében jol
kimutathatéan 6roklédnek. A markerek kdzil negy (fokozott NADPH —
oxiddz - aktivitds, magas CaPR-1 és CaPR-2, ill. alacsony CaMlo2
expresszid) feltehetéen kapcsoltan oroklédik, ugyanis nagyrészt
ugyanazokban az utddegyedekben fordul eld. A rezisztenciamarkerek
kdzul harom (fokozott CaPR-1 és CaPR-2 génexpresszid, alacsony
CaMlo2 expresszio) a keresztezett sajat gyokerti fogékony és rezisztens
paprika F; utddainak [Total (Q) x Szentesi ()] tobb mint a felében
szintén jol kimutathatéan o©rokloédik. A harom rezisztencia marker
oroklddése feltehetden kapcsolt, ugyanis nagyrészt ugyanazokban az F;
utddegyedekben fordul eld.

Eredmenyeink szerint egy fontos noévényi ROS, a szuperoxid
felhalmozddasa meghatarozd tényezbje lehet két, tlnetmentes (HR-
nekrdzis nélkuli) rezisztencia tipusnak: dohanyban a PV X-szel szembeni
extrém rezisztencidnak és paprikdban a lisztharmattal (L. taurica)

szembeni, oltassal atvihetd rezisztencianak. Tovabbi kutatasok feladata
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lesz tisztdzni a szuperoxid pontos funkcidjat ezekben a hatékony,

tinetmentes ndvényi rezisztenciaforméakban.
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Abrak-, tablazatok jegyzéke
oldal

1. dbra: Az Rx1 rezisztenciagén miikodésének kimutatdsa transzgenikus dohanyban
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és az Rx1l gént nem tartalmazé
kontrollndvényekben (N. tabacum cv. Samsun NN), kvantitativ RT-PCR-rel (relativ
génexpresszid), a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) fert6zés, ill.
kontrollinokulacié (,,mock™) utan kiilonb6z6 idépontokban (3, 6, 11 és 24 o6ra). 0 h:
fert6zetlen névények. A génexpresszié normalizaldsahoz egy dohany aktingén (NtAct)
expresszi®jat hasznaltuk. ............ooiiiiiiiiii e D3

2. abra: Burgonya X virus (Potato virus X, PVX) felhalmoz6dasa az Rx1 extrém
rezisztenciagént kifejez6 dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a
fogékony kontrollnévényekben (N. tabacum cv. Samsun NN), a virusfert6zés utin
kiilonb6z6 idépontokban (1, 3 és 6 6ra, 1 és 2 nap), szemikvantitativ RT-PCR-rel mérve
(PVX CP génexpresszid). Referenciaként egy dohany-aktingén (NtAct) expresszidjat
tekintettiik. 0 hpi = egészséges, fertézetlen novények. (hpi, ill. dpi: a fert6zéstdl eltelt
Orak, il1etve NAPOK). ... 54

3. abra: Burgonya X virus (Potato virus X, PVX) felhalmozddasa az Rx1 extrém
rezisztenciagént kifejez6 dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a
fogékony kontrolingvényekben (N. tabacum cv. Samsun NN), a virusfert6zés utin
kiilonboz6é iddpontokban (1, 3 és 6 6ra, 1, 2 és 5 nap), kvantitativ RT-PCR-rel mérve
(PVX CP relativ génexpresszid). A génexpresszié normalizalasdhoz egy dohany-
aktingén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk. ...........cooovviiie i e e, 54

4. abra: Szuperoxid (0,7) felhalmozddésa (amire a kék szin utal) az Rx1 extrém
rezisztenciagént kifejez6 dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a
fogékony kontroll novényekben (N. tabacum cv. Samsun NN), burgonya X virussal
(Potato virus X, PVX) torténé fert6zés utan 1, 2, 3 és 6 oraval (0 HPI = fert6zetlen
novények). A szuperoxidot NBT (nitroblue - tetrazolium - klorid) festéssel detektaltuk.
Az als6 &brarész a PVX-szel szembeni extrém rezisztencia meglétét szemlélteti a
vizsgalt ndvényekben, hasonléan a 2. brdhoz. ..o 56

5. abra: : Szuperoxid (O,”) felhalmoz6das mérése az Rx1 extrém rezisztenciagént
kifejez6 dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a fogékony
kontrollndvényekben (N. tabacum cv. Samsun NN), a burgonya X virussal (Potato virus
X, PVX) torténd fertézés utan 1, 2, 3, 6 és 48 oraval (0 h = fertézetlen ndvények). A
szuperoxidot NBT (nitroblue tetrazolium klorid) festéssel detektaltuk, az NBT
szbvetfestés kvantifikalasa Image J szamitogépes program segitségével tértént. ........ 57

6. abra: Az NBT (nitroblue tetrazolium klorid) szdvetfestés a burgonya X virusra
(Potato virus X, PVX) extrém rezisztens dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun
NN Rx1) specifikus a szuperoxidra (O,7). A baloldali leveleket a PVX-szel torténd
fertdzés utan 1, ill. 2 oraval (HPI) a szuperoxid felhalmozddas kimutatasaira NBT-vel
infiltraltuk, mig a jobboldali leveleket ugyanezekben az id6pontokban NBT-vel
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valamint szuperOX|d -dizmutézzal (SOD 3000 U/mI) és katalazzal (CAT 5000 U/mI)
infiltraltuk. . . .. e . ...58

7. dbra: Antioxidans enzimek hatésa a burgonya X virussal (Potato virus X, PVX)
szembeni extrém rezisztenciara dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1), a
PVX fert6zés utan 2 és 7 nappal (DPI). SC = az inokulalt levelek bal felének infiltralasa
szuperoxid-dizmutazzal (SOD, 3000 U/ml) és katalazzal (CAT, 5000 U/ml). A baloldali
grafikon utolsé négy oszlopa van kinagyitva jobbra fent. HR = hiperszenzitiv lokalis
nekrozisra (HR) emlékeztet tiinetek. Rx és SNN: extrém rezisztens és fogékony
kontrolldohanyvonalak. A PVX felhalmozddasat (PVX CP relativ génexpresszio)
kvantitativ  RT-PCR-rel kovettik. A génexpresszié normalizalasdhoz egy dohany-
aktingén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk. ... e 60

8. dbra: Antioxidans enzimek hatasa a burgonya X virussal (Potato virus X, PVX)
szembeni extrém rezisztenciara (ER) dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN
Rx1), a fert6zés utan 2 és 7 nappal (DPI): az ER csokkenése korrelal a HR
megjelenésével és az NtPR-la gén fokozott kifejez6désével (kvantitativ RT-PCR,
relativ génexpresszio, a normalizalasahoz egy dohany aktin gén (NtAct) expresszidjat
hasznaltuk). SC= a bal levélfél infiltralasa szuperoxid-dizmutazzal (SOD, 3000 U/ml)
és katalazzal (CAT, 5000 U/ml). HR = hiperszenzitiv lokélis nekrdzisra (HR)
emlékeztetd tlinetek. Rx és SNN: extrém rezisztens ¢és fogékony kontroll
doh@nyvonalak. .........ccooiii i e e e O]

9. dbra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni extrém rezisztencia
(ER) részleges megtorése ER-t mutatdé dohany (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1)
és két fogékony, ferritint tiltermelé dohanyvonal (N. tabacum cv. SR1; C8 és F9)
keresztezésébdl kapott F; utdédndvényekben, a PVX fert6zés utani elsé 5 napon. A
keresztezésekben az Rx1 dohany volt az anya (9). Az inokulalt levelekben a PVX
felhalmozédasat (PVX CP relativ génexpresszid) kvantitativ RT-PCR-rel kovettik (a
normalizalasdhoz egy dohany-aktingén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk) (A): Rx1
dohéany keresztezése a C8 vonallal; (B): Rx1 dohany keresztezése az F9 vonallal. ......64

10. abra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni extrém rezisztencia
(ER) részleges megtorése ER-t mutaté dohany (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1)
és két fogékony, ferritint tiltermelé dohanyvonal (N. tabacum cv. SR1; C8 és F9)
keresztezésébdl kapott F; utddndvényekben. A keresztezésekben az Rx1 dohény volt az
anya (9). Az F; novények nagy részében a PVX fert6zés utan 5 nappal az inokulalt
levelekben szabad szemmel lathatd, hiperszenzitiv lokalis nekrézis (HR) alakult ki
(nyillal jelélve). (A): Rx1 dohany keresztezése a C8 vonallal; (B) Rx1 dohany
keresztezése az FO vonallal. ............oooiiii i ..65

11. dbra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni extrém rezisztencia
(ER) részleges megtorése ER-t mutaté dohany (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1)
és két fogékony, ferritin tGltermel§ dohany vonal (N. tabacum cv. SR1; C8 és F9)
keresztezésébdl kapott F; utddndvényekben, a PVX - fertézés utani elsé 3 napon.
Kontrollként az SR1 dohanyt is kereszteztilk az Rx1 ndvényekkel. A keresztezésekben
az Rx1 dohény volt az apa (&). SNN: fogékony kontrolldohanyvonal. Az inokulalt
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levelekben a PVX felhalmozodasat (PVX CP relativ génexpresszio) kvantitativ RT-
PCR-rel kovettik (a normalizalasahoz egy dohany aktin gén (NtAct) expresszidjat
haSZNAITUK). ... .ie et e s e e e e e e ee e, .06

12. &bra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni rezisztencia
kialakitdsa fogékony dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN), szuperoxidot
(027) képzd agens (66 uM riboflavin, 10 mM L-metionin) infiltralasaval az inokuldlt
levelek egyik felébe (riboflavin), a PVX fert6zés utdni els6 7 napon. A PVX
felhalmozédasat (PVX CP relativ génexpresszid) az inokulalt levelekben kvantitativ
RT-PCR-rel kovettik (a normalizalasahoz egy dohany aktlngen (NtAct) expresszmjat
hasznéltuk). . .67

13. abra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni rezisztencia
kialakitdsa fogékony dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN), szuperoxidot
(027) képzd agens (66 uM riboflavin, 10 mM L-metionin) infiltralasaval az inokuldlt
levelek egyik felébe (RF). A novények nagy részében a riboflavinnal infiltralt
levélfélben a PVX fert6zés utan 5 nappal szabad szemmel lathato, erdsebb vagy
gyengébb, hiperszenzitiv lokalis nekrézisra (HR) emlékeztetd tiinetek alakultak ki.
»mock” = kontroll inokulalt levelek. ...............ccoiiiiiii i 1068

14. abra: Tlnetmentes (extrém) és hiperszenzitiv (HR) virusrezisztencia dohanyban
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1). Baloldali kép: Az Rx1 rezisztenciagén altal
meghatarozott extrém rezisztencia (ER) burgonya X virus (Potato virus X, PVX)
fertdzésekor. Jobboldali kép: Az N rezisztenciagén altal irdnyitott HR dohany mozaik
virus (Tobacco mosaic virus, TMV) fertézés esetén. A felvételek 2 nappal a
virusfert6zés utdn KESzUItek. .......ovi it 69

15. abra: Burgonya X virus (Potato virus X, PVX) és dohany mozaik virus (Tobacco
mosaic virus, TMV) felhalmozodésa az Rx1 extrém rezisztenciagént kifejez6, PVX-re
és TMV-re rezisztens doh&nyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1), a
virusfertdzés utan kiilonbozé idépontokban (1, 3 és 6 Ora, 1 és 2 nap), kvantitativ RT-
PCR-rel mérve (PVX CP és TMV CP relativ génexpresszid). A génkifejezdés
normalizaldsahoz egy dohany-aktingén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk. ................ 70

16. abra: Harom védekezési (stressz) gén (NtPR-la, NtPRB-1b és NtGSTphil)
kifejez6dése burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) és dohany mozaik virussal
(Tobacco mosaic virus, TMV) fertézott, PVX-re és TMV-re rezisztens dohanyban
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) a virusfert6zés utan kiilonb6z6 idépontokban
(1, 3 és 6 dra, 1, 2 és 5 nap), kvantitativ RT-PCR-rel mérve (relativ génexpresszid). A
génkifejez8dés normalizalasahoz egy dohany-aktingén (NtAct) expresszidjat hasznaltuk,
a kapott eredményeket a kontroll inokulélt (,,mock™) mintak értékeihez is normalizaltuk.

17. abra: Sejthalal gatlé (NtBI-1=BAX inhibitor-1), ill. ROS felhalmozodast
szabalyoz6 gének (NtAOX1-2 =alternativ-oxiddz és a NtCatl=kataldz) kifejez6dése
burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) és dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic
virus, TMV) fert6z6tt, PVX-re és TMV-re rezisztens dohanyban (Nicotiana tabacum
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cv. Samsun NN Rx1) a virusfert6zés utan kiilonb6z6 idépontokban (1, 3 és 6 ora, 1, 2 és
5 nap), kvantitativ RT-PCR-rel mérve (relativ génexpresszid). A génkifejezbdés
normalizalasahoz egy dohany-aktingén (NtAct) expressziojat hasznaltuk, a kapott
eredményeket a kontroll inokuldlt (,,mock™) mintak értékeihez is normalizaltuk. ....... 74

18. abra: Glutation felhalmozodasa és az oxidalt és redukalt glutation aranya burgonya
X virussal (Potato virus X, PVX) és dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic virus,
TMV) fertézott, PVX-re és TMV-re rezisztens dohanyban (Nicotiana tabacum cv.
Samsun NN Rx1) a virusfertézés utan 4 nappal. ,,mock” = kontroll inokulalt novények.

19. abra: Glutation-reduktdaz (GR) és glutation-S-transzferaz (GST) enzimaktivitas
burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) és dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic
virus, TMV) fert6zott, PVX-re és TMV-re rezisztens dohanyban (Nicotiana tabacum
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