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Masodlagos hirvivo mechanizmusok korokozo-novény

kapcsolatban” cimi OTKA kutatasi program eredményei

A kutatas célja, a munkatervben vallalt kutatasi program

A projekt célja masodlagos hirvivé mechanizmusok szerepének pontosabb megismerése a
rezisztens ¢€s fogékony novény-korokozd kapcsolat kialakulasdban. Az 1jabb kutatasi
eredmények vildgosan mutatjak, hogy a rezisztencia-, illetve avirulencia-/virulenciagének
jelenléte mellett a novény-korokozo kdlecsonhatas szabalyozasaban nagy szerepiik van az tn.
masodlagos hirvivé (jelatvivd) rendszereknek., mint pl. az etilén, a reaktiv oxigén fajtak
(ROF), a Ca*" , a NO, a lipid eredetli masodlagos hirvivok, a jdzminsav, a citokininek vagy a
szalicilsav (SA), illetve a hd sokk fehérjék. A masik fontos 0j felismerés, hogy ezek a
rendszerek szoros kolcsonhatdsban vannak egymadssal, egymds miikodését erdsen
befolyasoljak. Ezért nem elég egy-egy masodlagos jelatvivé rendszert kiemelni és
tanulmanyozni, hanem lehetéleg minél tobb rendszert kell vizsgélni figyelembe véve az
egymasra gyakorolt kdlcsonhatasaikat.

Az alabbiakban roviden Osszefoglalom a projekt soran a témaban elért eredményeket.

Az elért eredmények
Arpa — drpalisztharmat kapcsolat

A munkatervnek megfeleléen kiillonbozd tipust rezisztencia génnel rendelkezé kozel izogén
arpa vonalak lisztharmat gomba fertdzéskor aktivaloddé antioxiddnsok aktivitasat
spektrofotometridsan és gélelektroforetikusan, a lipidperoxidacido mértékét az etan, illetve a
masodlagos hirvivé etilén gdzkromatografids mérésével, valamint a membranok permeabilitas
véltozasat vezetOképességi mérésekkel hatarozzuk meg. Az arpa lisztharmat (Blumeria
graminis f. sp. hordei) biotrof korokozo, amelynek A6-os rassza az Mla rezisztencia génnel
rendelkezd arpadban szemmel lathatd, az Mlg génnel rendelkezd arpaban csak egy sejtre
kiterjed6, nem lathaté hiperszenzitiv reakciot (HR) indukal. Ugyanakkor az mlo génnel
rendelkezd arpaban minden arpalisztharmat fertdzés hatasara erds papilla képzdédés, HR
nélkiil, akadalyozza meg a korokozé terjedését. A kozel-izogén arpa vonalak A6-os rasszal

valo fertézésekor a kovetkezd eredményeket kaptuk. A fogékony vonal 20-szoros etilén
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termelést, 8-szoros elektrolit kidramladst (ami a membran karosodas jelzdje), 5-szords gvajakol

peroxidaz, 3-szoros szuperoxid dizmutdz, 2-szeres aszkorbat peroxidaz, glutation reduktaz és
glutation-S-transzferaz antioxiddns enzim aktivitast mutatott egy héttel a fertdzés utan a
kontrolhoz képest. A nem enzimatikus antioxiddns glutation mennyisége is 50%-kal
megemelkedett ezekben a novényekben. Ugyanakkor csak az Mla gént tartalmazo vonalak
mutattak gyenge etilén termelés, elektrolit kidramlads és antioxidans ndvekedést a fertzés

hatéséra, a tobbi rezisztens vonal egyaltaldn nem, ezzel 0sszhangban a reaktiv oxigén H,O,

mennyisége a rezisztens vonalakban megnétt €s valtozatlanul maradt, mig a fogékony
kapcsolatban egy hét utan jelentdsen lecsokkent (Harrach et al. 2008).

Ezek az eredmények egyértelmiien arra utalnak, hogy fogékony kapcsolatban a
lisztharmatfertézés egy késéi fazisban stressznek tekinthetd (etilén termelés,
membrankarosodds), ugyanakkor a biotrof koérokozd az antioxidansok indukéldsa révén
megvédi magat és a novényi szovetet a reaktiv oxigének kdros hatdsatol. Ezen kiviil a mért
eredmények 0 informacidkat adnak a reaktiv oxigének, a nemenzimetikus és enzimatikus
antioxidansok és az etilén szerepérél a fogékonysdg, illetve hiperszenzitiv €s nem

hiperszenzitiv tipusu novényi rezisztencia kialakulasaban.

Prediszpozicios hoékezelésekkel, fenti kozel-izogén arpa vonalakban a lisztharmat
gombaval szembeni fogékonysagot novelni tudtuk mindegyik rezisztencia génnel rendelkezd
vonal, s6t a fogékony genotipus esetében is. A fogékonysidg novekedése részben a
telep/lézidszam megemelkedésében, részben a fény és epifluoreszcencids mikroszkopos
vizsgalatokkal és specialis festéssel bizonyitott fokozott gombafejlodésben mutatkozik.
Vizsgaltuk ezekben a kozel-izogén arpa vonalakban lisztharmat-fertdzés és hd sokk hatasat
(kiilon-kiilon és kombinalva is) néhany gén kifejez6désére. Hokezeléssel lisztharmat-
fogékonysagot indukaltunk ’Ingrid’ 4arpafajta lisztharmattal szemben nem-specifikus
rezisztenciat kodolé mlo rezisztenciagént hordozod vonaldban. E jelenség hatterének
tanulmanyozasahoz  génexpresszid-analizist  végeztiink  félkvantitativ. RT  (reverz
transzkriptaz)-PCR, illetve kvantitativ (real-time) RT-PCR moddszerrel. Olyan gének
kifejezddését vizsgaltuk, amik szerepet jatszhatnak a novények biotikus-(lisztharmat fertdzés)
és vagy abiotikus (hékezelés) stresszekre adott valaszaiban. Erdekes modon, az Mila
arpavonalakban is hasonl6 irdnyu valtozasokat tapasztaltunk mint az mlo, és a részben eltérd
valtozasokat a vad tipust fogékony vonalban a vizsgalt gének (ubikvitin, HSP70, BI-1, PR-1,
WRKY'1, WRKY?) kifejezddésében. Félkvantitativ RT-PCR-rel kimutattuk, hogy a HSP70

hésokk-fehérje atiroddsa additiv modon indukélodik a hd kezelés és fertdézés hatasara.



Hasonloképpen alakult a BI-1 (Bax Inhibitor-1, a programozott sejthalalt gatld fehérje)
kifejezddése is. A két WRKY fehérje gén (a novények korokozok elleni védekezésében és
stressz valaszaiban szerepet jatszo transzkripcios faktorok) kiilonb6z6 képen reagélt a
fertozésre, illetve a ho stresszre.

Ezek az eredmények egyértelmiien igazoljak, hogy a rezisztencia géneken kiviil ho
sokk fehérjék, sejthaldl gatlo fehérjék vagy transzkripcids faktorok génjei fontos szerepet

jatszhatnak a névényi rezisztencia vagy fogékonysag kialakulésaban.

Arpa - Pirifomospora indica kapcsolat

A gyokér endofita Pirifomospora indica gomba altal indukalt stressz-ellenallosag
mechanizmusat vizsgaltuk drpaban. Mar kordbban megallapitottuk, hogy nemcsak a
gyokérkorokozo Fusarium culmorum, hanem a biotrof Blumeria graminis f.sp. hordei
lisztharmat gombaval szemben is rezisztenciat indukal ez a szimbionta gomba. Ezuttal
arpaban soO-stresszel szembeni tolerancia indukcid elemzésekor kimutattuk, hogy az endofita

szignifikansan novelte az enzimatikus antioxidansok aktivitasat, valamint a nem enzimatikus

antioxidans aszkorbinsav mennyiségét. Ugyanakkor csokkentette a so-stessz altal indukalt hd

emissziot €s lipid peroxidacidt. Véleményiink szerint a megndétt antioxidans kapacitas fontos

része lehet a Pirifomospora indica ltal indukalt sotlird képesség megemelkedésének arpaban

(Baltruschat et al. 2008).

Kiilonbozo stressz-ellenallosagu dohdanyvonalak vizsgalata

Munkank egyik célja az volt, hogy megvizsgaljuk a kiilonb6z6 foku stressz-rezisztenciaval
rendelkezd dohdnyvonalak ROF és NO altal indukalt nekrotizacioval szembeni ellenallosagat.
Nicotiana tabacum L. Samsun kontroll fajtat (PS) és in vitro szelektalt paraquat- tolerans
vonalat (PT), Petit Havana fajtat (SR1) és citokinin tultermeld transzgenikus vonalat (CTKm),
Xanthi nc. (X) fajtat és szalicilat hidroxilazt termeld transzgenikus vonaldt (NahG)
iveghazban neveltik. A levelek H,O, és NO (mindkét anyag masodlagos hirvivonek
tekinthetd) ellenallosagat a nekrotizalt teriilet és az ionkiaramlas mérésével hataroztuk meg.
Az antioxidans aktivitasokat gélelektroforetikus modszerrel és specifikus festéssel, illetve

spektrofotometridsan, a membranok lipidosszetételét GLC vagy TLC és denzitometrias



modszerrel mértiikk. Azok a dohanylevelek, amelyek nagyobb toleranciaval rendelkeznek

nekrozist okozd korokozokkal és abiotikus stresszekkel szemben (fiatal levelek, PT, CTKm és

X) fokozott tolerancidt mutattak mind H,O, mind NO ellen, mint a megfeleld stressz-

érzékeny parjuk (idds levél, PS, SR1 és NahG) (1. Tablazat).

1. Tablazat. A NO generdl6 natrium nitropruszid oldat befecskendezés hatasa paraquat
érzékeny (PS), paraquat tolerans (PT), Xanthi-nc. NahG, SR1 és citokinin tultermeld (CtKm)
dohanyvonalak iddsebb (older) és fiatalabb (younger) leveleibe. Az adatok az elhalt szovet

nagysagat (mm?), illetve a sajat kontrol szazalékat jelzik

Xanthi-nc Control

PS Control

SR1 Control

Older
leaves

10.00

22.75

8.57+0.17

2.90+1.10

8.71+£0.71

4.19+1.02

Younger
leaves

1.4

6.82

3.80+0.20

0.48+0.06

7.15+0.85

4.37+1.22

Older
leaves

0.20

5.40

4.57+0.52

0

2.28+0.72

0.76+0.13

SNP 1.66 mM

%

Younger
leaves

0.10

6.20

1.15+0.35

0.24+0.24

1.34+0.26

1.43+1.08

A citokinin hormonok bioszintézisének kulcsenzimével (izopentenil transzferaz) és

konstitutiv (CaMV 35S) vagy sebzéssel (protenaz I1), illetve fénnyel (RubiscoSS) indukalhato

promoterrel transzformalt dohdnyvonalak fokozott ellenallésdgot mutattak a kontrolhoz

képest baktériumok altal indukalt hiperszenzitiv reakcioval szemben (Barna et al. 2008). Ez

az eredmény Osszhangban van azokkal a korabbi adatainkkal, amelyek szerint ugyanezen

dohanyok fokozott Dohany Nekrézis Virus (TNV) ellenallosagot mutattak (Pogany et al.

2004). Kimutattuk, hogy a megemelkedett ellendllosdg, legalabb részben, a nagyobb

antioxidans enzim aktivitasnak és csOkkent hidrogénperoxid termelésnek,

illetve a

membranok lipid Osszetétel valtozasanak koszonhetd, ugyanis CTKm dohény levelekben

nagyobb foszfolipid/szterol aranyt mértiink, mint az SR1 kontrol dohanyéban, ami a

membranok nagyobb stabilitdsara utal (Barna et al. 2008).



Hasonl6 modon, a fiatal és a paraquat tolerans dohany levelek a nagyobb antioxidans

aktivitas mellett, csokkent H,O, termelést, és nagyobb polaris lipid/szterol aranyt mutattak

mint az idésebb és paraquat szenzitiv levelek (Barna et al. 1993, Barna et al. 2003, Harrach

and Barna 2003).

»Shooter” Agrobacterium tumefaciens mutans segitségével agrotranszformacios
modszerrel is megvizsgaltuk a citokinin hormon rezisztencia, illetve fogékonysag indukald
szerepét dohdnyon. Meglepd modon a transzformalt Xanthi nc. dohany leveleken tobb DMV
1ézi6t kaptunk, mint a kontrol leveleken. A jelenségre valoszinlileg régi eredményeink adnak
magyarazatot, amelyek szerint a kinetin kezelés ideje és moddja kiilonb6z6 képen hat a 1€zid

képzddésre €s a virus szaporodasra (Baldzs et al. 1976).

Lengyel kutatokkal egyiittmiikodésben vizsgéltuk a dohdny-dohanymozaik virus

(DMV) kapcsolatban a masodlagos hirvivé szalicilsav serepét a szisztemikus szerzett

rezisztenciaban (SzSzR), a lipid peroxidacidban, lipid Osszetételben, membran fluiditdsban,

illetve a hétermelésben. Mar korabban kimutattuk, hogy a SzSzR kialakuldsaban a fokozott
antioxidans aktivitdsnak fontos szerepe van (Fodor et al. 1997, Kirdly et al. 2002).
Megallapitottuk, hogy a szalicilsav hianyos NahG dohanyokban az alacsonyabb hétermelés
(anyagcsere intenzitds) €s kisebb etdn termelés (lipidperoxidacio) DMV fertézésre a kontrol
fertdzott dohdny szintjére emelkedik, illetve a stigmaszterol : szitoszterol €s a linolsav :
linolénsav arany kontrolénal jobban megemelkedik (Fodor et al. 2007).

Mindezek az eredmények nemcsak a szalicilsav, hanem a lipid Osszetétel és a lipid

peroxidacio a SzSzR kialakulasa soran jatszott kritikus szerepét tamasztjak ala.

Repce — hideg stressz, illetve Pseudomonas kapcsolat

Lengyel egyiittmikodésben vizsgaltuk 0 novényi hormoncsalad, egyben masodlagos
jelatvivok, a brasszinoszteroidok szerepét a hideg stressz ellenallosagban. A kisérletek soran
24-epibrassinolide (BR,7) vizes oldataval eldkezelt repce sziklevele, illetve primer levele
fokozott hideg ellenallésagot mutatott, amit az ion kiaramlasi és klorofill lebomlasi mérések is

igazoltak (Janeczko et al. 2007a).



Ugyanezen olajrepce fajtdkkal megvizsgaltuk a brasszinoszteroid kezelés hatdsat
inkompatibilis Pseudomonas baktérium altal indukalt hiperszenzitiv reakcidra. Izotermal
kaloriméter jelentds ho kibocsatast mutatott a baktériummal fert6zott levelekben, ami fokozott
anyagcsere aktivitasra utal. Erdekes modon, a BRy; elékezelés fokozta a fertézott levelek hd
kibocsatasat, ugyanakkor mind a lathatd nekrotizaciot, mind pedig a membran permeabilitas

novekedését csokkentette (Janeczko et al. 2007b).

Mindkét elébb emlitett kisérlet megerdsitette azt a feltételezést, hogy a
brasszinoszteroidoknak, mas fizioldgiai hatdsuk mellett, fontos szerepiik lehet a biotikus €s

abiotikus stresszek kivédésében.

Arabidopsis — Alternaria kapcsolat

Arabidopsis thaliana-ban a NADPH-oxiddzokat kodold rboh gének, illetve az AtNOSI1
(AtNOAL1) gén kozvetleniil vagy kozvetve részt vesznek a reaktiv oxigének és a NO
képzOddésében. Mi olyan Arabidopsis mutdnsokkal, és kettds mutansokkal dolgoztunk,
amikben az emlitett gének nem fejez6dnek ki. Kimutattuk, hogy az AtNOS1 mutans
novények fejlodését jobban lelassitja tartés hidegkezelés (5 °C), mint a vad tipusu
novényekét, illetve ha idésebb korban helyezziik Oket alacsony hémérsékletre, akkor
kevesebb antocian vegyiiletet halmoznak fel.

Adataink szerint az rbohD ,knockout mutans” Arabidopsis thaliana az Alternaria
brassicicola gomba fert6zés hatasara nagyobb kiterjedésti nekrozissal reagal makroszkopikus
szinten. Ugyanakkor mikroszkdposan jelentdsen kiilonbozik az AfrbohD mutansban mind a
sejthaldl, mind a reaktiv oxigének képzddése a kontrol, vad tipusi novényétdl. Mig a
szalicilsav analdg benzothiadiazole indukalja a sejthalalt, ugyanakkor az etilen inhibitor
aminoethoxyvinylglycine alkalmazésa gatolja a sejthalalt. Véleményliink szerint a funkcionalis
RBOHD a megtamadott sejtben sejthalalt indukal, de parhuzamosan a szomszédos sejtekben a

szabad szalicilsav és etilén szint csokkentése révén gatolja a sejthalalt (Pogéany et al. 2009).

Eredményeinket két 9sszefoglald munkéban is megjelentettiik (Pogany et al. 2006,

Kiraly et al. 2007).



Osszefoglalva a projekt munkajat megallapithatjuk, hogy a masodlagos hirvivé
anyagok kiilon-kiilon és egymassal szoros kolesonhatasban is jelentdsen befolyasoljak mind a

rezisztens, mind a fogékony ndvény-korokozé kapcsolat kialakulasat.
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