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A jelentett palyazat cime:

Rezisztencia-formak felhasznalasa a novények immunizalasara és ellenallo,
transzgenikus novények nemesitésére

A kutatasi téma - elméleti hattér és megvalositando célok

A novények Un. velesziiletett betegség rezisztencidja ("innate immunity") lehet gazda-
¢s nem-gazda tipusu. A gazda-rezisztencianal egy adott ndvényfajta rezisztencidja érvényesiil
vagy egy adott kdrokozo rasszal szemben (rassz-specifikus) vagy a kérokozé Osszes rasszaval
szemben (nem rassz-specifikus). A rassz-specifikus rezisztencia biokémiai és genetikai
hatterér6él részletes ismereteink vannak. A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) gyors
felhalmozddasa (pl. szuperoxid /O, 7/, hidrogén-peroxid /H,O,/ hidroxil gyok JOH”), mint
korabbi vizsgalatainkbol is kideriilt, kettds hatassal jar. Okozdja lehet a korokozok eldlésének
(azaz a rezisztencidnak) és okozdja lehet a novényi sejtnekrozisoknak, igy a hiperszenzitiv
reakcionak (HR) is (lasd pl. Lamb és Dixon, 1997; Grant és Loake, 2000; Torres et al., 2006,
Kiraly et al., 2007). A rassz-specifikus rezisztencia, amely legtobbszér HR kialakulasaval jar,
rezisztencia-nemesitésre csak korlatozott sikerrel alkalmazhatd, ugyanis a korokozo
populacidoban par éven beliill megjelennek a rezisztenciat attoré 10j, virulens torzsek. A
novényvilagban leggyakoribb és legtartdsabb, de kevésbé tanulmanyozott Gn. nem-gazda
rezisztenciandl viszont egy adott novényfaj valamennyi egyede rezisztens egy korokozo
Osszes rasszaval szemben, és ez a rezisztencia gyakran tiinetmentes, azaz nem jar egyiitt HR-
rel (lasd pl. Thordal-Christensen, 2003; Mysore és Ryu, 2004). A nem-gazda rezisztenciarol
keveset tudunk, és ennek jobb megismerése a jovoben jelentdsen hozzajarulhat az
eredményesebb rezisztencia-nemesitéshez.

A palyazat f6 célja volt annak tanulméanvyozasa, hogy a nem HR-tipusu rezisztencia-
formdk milyen modon hasznalhaték fel novények immunizaldsara valamint betegség-
ellenallo, transzgenikus novények nemesitésére.

Nagy antioxidans kapacitasu transzgenikus novények fokozott rezisztenciaja sejt- és
szoveti elhalast okozo abiotikus és biotikus stresszel szemben

A sajat és masok kordbbi vizsgalatai alapjan rezisztens novényekben a koérokozok
gatlasanak, ill. elolésének f6 oka a ROS vegyliletek felhalmozddasa (cf. Baker és Orlandi,
1995; Barna et al., 2003). Ez elsésorban a biotrof (¢é16 gazdasejteket preferald) korokozokra
igaz, mig a nekrotrof korokozok ¢€s abiotikus stresszek altal eldidézett novényi tiinetek (sejt-
¢és szovetelhalas) elleni rezisztencia alapja a fokozott antioxidans kapacitas €és az ezzel egyiitt
jar6 alacsony ROS koncentracid lehet (Mittler et al., 1999). Régebbi kutatdsaink szerint egy
nagy antioxidans kapacitasi dohany vonal fokozott ellendllo képességet mutat tobbféle, ROS
vegyliletek altal generalt abiotikus €s biotikus (patogének altal indukalt) stresszel szemben
(Barna et al., 2003).

Megkiséreltiik két antioxidans gént kiilon-kiilon €s egyszerre tulkifejezd transzgenikus
dohany eldallitasat. A szuperoxid-dizmutaz (SOD) a szuperoxidot hidrogén-peroxidda
alakitja, ez utobbi ROS vegylilet azonban nagyobb mennyiségben szintén nem kivant
sejthalalt okozhat, eliminalasaért foleg a peroxiddz és kataldz (CAT) enzimek feleldsek.
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Ismeretes, hogy SOD ¢és aszkorbat-peroxiddz (4PX) transzgéneket egylittesen kifejezé dohany
¢s burgonya fokozottan ellenall egy ROS-generald herbicid (paraquat) altal okozott sejt- €s
szoveti elhalasnak (Kwon et al., 2002; Tang et al., 2006). Mi egy paradicsombodl szarmazo
SOD, valamint egy kukorica CAT gént kivantunk dohdnyba és burgonyéba transzformalni.
Arra voltunk kivancsiak, hogy a SOD ¢s CAT géneket egyarant tulkifejezé vonalak fokozottan
ellendllnak-e nemcsak abiotikus stresszek, de nekrotrof korokozok indukalta sejt- és szoveti
elhaldsnak is?

LBA 4404-es torzsének segitségével végeztik, amely az emlitett kukorica CAT, ill.
paradicsom SOD gént kiilon-kiilon, ill. a két gént egylittesen hordozd bindris plazmid
vektorokat hordoz. El0szor két SOD-tulkifejezé transzgenikus vonalat sikeriilt azonositanunk.
A transzformalt és regeneralt ndvényekben a SOD transzgén beépiilését PCR (polimeraz
lancreakcid) modszerrel, mig a transzgén mRNS-szintli expressziojat reverz transzkripcids
PCR-rel (RT-PCR) igazoltuk.

Az MTA MGKI Genomikai Osztalyaval egyiittmikodésben Baldzs Ervin segitségével
sikeriilt tovabbi, 6sszesen 19 SOD, CAT és SOD+CAT transzgenikus dohany vonalat (cv.
Samsun és Xanthi) eldallitani, amelyekben szintén igazolva van a transzgének beépiilése.
Eddigi vizsgalataink szerint a SOD transzgenikus vonalakndl 11 vonalbdl csak egy mutatott a
vad tipusnal szignifikdnsan nagyobb SOD enzimaktivitast, mig a CAT vonalaknal 4-bél egy, a
SOD+CAT vonalaknal pedig 4-b6l 2 vonal mutatott a vad tipusnal szignifikdnsan nagyobb
SOD és CAT enzimaktivitast. A jovOben a nagyobb SOD, ill. CAT enzimaktivitdst mutato
transzgenikus (To generacid, hemizigota) dohanyokbol elészor homozigota vonalakat
kivanunk nyerni majd megvizsgaljuk a ndvények abiotikus stresszek és nekrotrof korokozok
indukalta sejt- és szoveti elhalassal szembeni rezisztenciajat.

Megkezdtik az emlitett SOD és CAT transzgéneket tulkifejezd burgonyavonalak
eloallitasat is. A *White Lady 194° kontroll vonalbdl kiindulva hatféle transzgenikus vonalat
nyertiink (WL CAT3, WL SOD5, WL SODS, WL SOD17/2, WL SOD19, WL SOD6/CAT), mig
a ’Somogyi Kifli’ fajtabol eddig az SK SOD?2 transzgenikus vonalat sikeriilt eléallitanunk. A
transzgének jelenlétének és kifejezddésének ellendrzése folyamatban van. A transzformalt
novények betegség- és stressz rezisztencidjanak jellemzésére csak ezutan keriilhet sor.

Novények immunizalasa nekrotikus tiinetekkel jaro fert6zések ellen kis koncentracioju
hidrogén-peroxid alkalmazasaval

A reaktiv oxigénformak koziil a hidrogén-peroxid egyrészt a fert6zés helyén kialakulo
sejt- €s szoveti elhalas (nekrozis) egyik okozdja és jelatvivdje, masrészt a szomszédos
egészséges sejtekben a ROS vegyiileteket semlegesitd antioxiddns enzimek génjeit is
indukalhatja (Levine et al., 1994; Chamnongpol et al., 1998; Gechev et al., 2002; Yi et al.,
1999, 2003). Mas ROS vegyliletekkel egyiitt a hidrogén-peroxid nagy koncentracidban
kozvetleniil felelos elsOsorban a biotrof korokozokkal szembeni rezisztencia kialakitasaért,
ugyanakkor kis koncentracidban a sejt- és szoveti elhalast okoz6 abiotikus stresszek és
nekrotrof korokozok elleni rezisztenciahoz jarul hozza, feltehetden antioxidansok indukciojan
hidrogén-peroxiddal elokezelve gyakorlatilag immunissa tettek a novényeket sejt- €és szoveti
elhalast okozd abiotikus stresszel szemben. Ez a munka adta az oOtletet, hogy a kis
virus, baktérium és gomba korokozok ellen.

Dohanyndvényeket (cv. Xanthi) 5, 7, 10 és 12.5 mM hidrogén-peroxiddal permetezve
jelentés mértékben (t6bb mint 50 %-al) visszaszorultak a dohany mozaik virus (Tobacco
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mosaic virus, TMV) altal okozott lokalis nekrotikus 1éziok (HR) (1. ébra és 1. tablazat).
Hasonl6 valtozast tapasztaltunk, ha a hidrogén-peroxiddal eldkezelt ndvényeket HR-t kivaltd
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola baktériummal vagy a terjedd szovetelhalast okozo
nekrotrof Botrytis cinerea gombéval fertdztiikk, a nekrotikus tlinetek erdssége ilyenkor is
jelentdsen csokkent (2. és 3. dbra). A virusos és baktériumos fertézéseknél a nekrotikus
tiinetek visszaszoruldsa egylitt jart harom antioxidans enzim (katalaz, aszkorbat-peroxidaz,
gvajakol-peroxidaz) aktivitasanak kb. 50 %-os emelkedésével (4. s 5. abra).

1

A B C

1. abra: Lokalis nekrotikus 1éziok (HR) gatlasa kis koncentracidju hidrogén-peroxiddal el6kezelt vagy
antioxidans enzimekkel infiltralt, dohany mozaik virussal (TMV) inokulalt rezisztens dohany (cv. Xanthi)
levelekben (A): TMV-vel inokulalt levél (B): A TMV inokulacié eldtt egy nappal 5 mM H,0,—dal elékezelt
(permetezett) levél (C): TMV-vel inokulalt levél kozvetleniil az inokulacié utan SOD és CAT enzimkeverékkel
(3000, ill. 5000 unit/levél) infiltralva.

1. tablazat

Lokalis nekrotikus 1éziok (HR) gatlasa kis koncentracioji hidrogén-peroxiddal elékezelt vagy
antioxidans enzimekKel infiltralt, TMV-vel inokulalt rezisztens dohany (cv. Xanthi) levelekben'

Kezelés Lézidszam (cm™) Lézioméret (mm)
™V 8.53+1.85 1.57+0.29

7 mM H,0, + TMV 5.80 + 1.30 ** 0.70 +0.11 *
10 mM H,0, + TMV 5.90 £1.25 ** 0.77 +0.20 *
12.5 mM H,0, + TMV 6.07 £ 1.7 ** 0.84 +0.15 *
SOD + CAT + TMV 5.90 £ 1.05 ** 0.79 +0.14 *

"Kezelések és fertézések az 1. abranal leirtak szerint. Az értékek harom fiiggetlen kisérlet atlagat + SD jelentik.

* Szignifikans kiilonbség a kezeletlen és kezelt (hidrogén-peroxid vagy SOD+CAT), TMV-fert6zott novények
kozott, (p < 0.05) ** (p <0.01).
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A B C

antioxidans enzimekkel infiltralt, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola baktériummal inokulalt rezisztens
dohany (cv. Xanthi) levelekben (A): P. syringae pv. phaseolicola-val inokulalt levél (B): A baktérium inokulacid
el6tt egy nappal 7 mM H,0,—dal elékezelt (permetezett) levél (C): Baktériummal inokulalt levél kdzvetleniil az
inokulacié utan SOD és CAT enzimkeverékkel (3000, ill. 5000 unit/levél) infiltralva.

A B C

s

enzimekkel infiltralt, Botrytis cinerea gombaval inokulalt dohany (cv. Xanthi) levelekben (A): Gombaval
inokulalt levél (B): A gomba inokulacio el6tt egy nappal 5 mM H,0,—dal elékezelt (permetezett) levél (C):
Gombaval inokulalt levél kozvetleniil az inokulacié utan SOD és CAT enzimkeverékkel (3000, ill. 5000
unit/levél) infiltralva.
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ey

dohanylevelek (8-10 hetes ndvények) katalaz (CAT), aszkorbat-peroxidaz (APX) és gvajakol-peroxidaz (POX)
enzimaktivitasara, a virus inokulacio utan 2, 3 és 4 nappal. Egészséges (healthy): vizzel eldkezelt és kontroll
(mock) inokulalt levelek. TMV: vizzel elokezelt és TMV-vel inokulalt levelek. HO,: 7 mM H,0,-dal elokezelt
(permetezett) és kontroll (mock) inokulalt levelek. HyO,+#TMV: 7 mM H,0,-dal elokezelt (permetezett) és
TMV-vel inokulalt levelek.
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inokulalt rezisztens Xanthi dohanylevelek (8-10 hetes ndvények) katalaz (CAT), aszkorbat-peroxidaz (APX) és
gvajakol-peroxidaz (POX) enzimaktivitdsara, a baktérium inokulacié utan 2, 3 és 4 nappal. Egészséges
(healthy): vizzel eldkezelt és kontroll (mock) inokulalt levelek. P.phas.: vizzel elékezelt és baktériummal

inokulalt levelek. H,O,: 5 mM H,0,-dal elékezelt (permetezett) és kontroll (mock) inokulalt levelek.
H,0,+P.phas.: 5 mM H,0,-dal eldkezelt (permetezett) és baktériummal inokulalt levelek.

Annak tisztdzasara, hogy a fokozott antioxidans kapacitas valdoban szerepet jatszik-e a
hidrogén-peroxid nekrotikus tiinetekkel szembeni immunizaldé hatdsdban, a fertdézott
novények leveleit SOD és CAT enzim meghatarozott aranyu keverékével (2500 EU SOD/ml
¢s 5000 EU CAT/ml) infiltraltuk. Az infiltralt és fert6zott levelekben a hidrogén-peroxid
elékezeléshez hasonldé immunizald (tlinet-gatld) hatast tapasztaltunk (1., 2. és 3. abra, 1.
antioxidans kapacitast, amely, ROS-vegyiiletek semlegesitésén keresztiil, végiil a kérokozo
fertdzések sordn keletkezd nekrotikus tlinetek visszaszoruldsdhoz vezet. Ezt a feltételezést
tamasztja ald az az eredményliink is, hogy hidrogén-peroxiddal immunizalt, TMV-fert6zott
dohanyban egy SOD, CAT és APX gén expresszidja a fertdzés utani 3. és 6. 6rdban tobb mint
kétszeresére emelkedik a nem immunizalt kontrollokhoz képest (valds idejii RT-PCR-rel
mérve). Hasonld, de joval kisebb mértékii (20-30 %-0s) expresszid ndvekedést tapasztaltunk
egy masik antioxidans génnél (glutation-S- transzferaz Taul, GSTTaul) (6. édbra).
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6. abra: Kis koncentracioju (5 mM) hidrogén-peroxid eldkezelés hatasa antioxidans gének (SOD, CAT, APX és
GSTTaul) expresszidjara TMV-vel inokulalt rezisztens Xanthi dohanylevelekben (8-10 hetes ndovények), a
fert6zés utan 0-24 o6raval, valds idejii RT-PCR-rel mérve. Viz (water): Vizzel eldkezelt levelek. H,O,: 5 mM
hidrogén-peroxiddal eldkezelt levelek. Az eldkezelések a TMV inokulacid elétt egy nappal torténtek. 100 = a
fert6zés utan 0 oraval detektalt génexpresszid. Az abrazolt génexpresszids értékek a kontroll (mock) inokulalt
levelekben kapott értékekre lettek normalizalva.

A nekrotikus tiinetek (sejt- és szdveti elhalds) visszaszoruldsa nem sziikségszerlien
jelenti a korokozé szaporodasanak gatlasat. Eredményeink szerint mind a hidrogén-peroxid,
mind a SOD-CAT enzimkeverék immunizalod (tlinet-gatld) hatasa csak a nekrotikus
tiinetekkel szemben érvényesiill, a TMV ¢és a P. syringae pv. phaseolicola baktérium
mennyisége a fertézott levelekben nem valtozik egyik el0kezelés hatasara sem (7. dbra). Az
immunizal6 hatasra a fertdzott levelekben valdszintileg a Botrytis cinerea gomba mennyisége
sem valtozik szamottevéen, ugyanis a mesterséges taptalajon tenyésztett gombakultiura
novekedését 5 mM hidrogén-peroxid hozzdadésa egyaltalan nem befolyasolja.
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s

enzimekkel infiltralt, TMV-inokulalt rezisztens dohdny (cv. Xanthi) levelekben 3 nappal a fert6zés utdn. TMV:
TMV-vel inokuldlt levelek. TMV+H,0,: A TMV-inokulacié eldtt egy nappal 7 mM H,O,—dal eldkezelt
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(permetezett) levelek. TMV+SOD+CAT: A TMYV inokulacié utan kdzvetleniil SOD és CAT enzimkeverékkel
(3000, ill. 5000 unit/levél) infiltralt levelek. 10x, 20x, 50 x: az ELISA méréshez hasznalt ndvényi kivonat
enzimekkel infiltralt, P. syringae pv. phaseolicola baktériummal inokulalt rezisztens dohany (cv. Xanthi)
levelekben a fert6zés utan kiilonb6z6 idépontokban. P.phas.: P. syringae pv. phaseolicola-val inokulalt levelek.
P.phas.+H,0,: A baktérium inokulacio elétt egy nappal 7 mM H,0,—dal elékezelt (permetezett) levél. P.phas
+SOD+CAT: A baktérium inokulacié utan kozvetleniil SOD és CAT enzimkeverékkel (3000, ill. 5000
unit/levél) infiltralt levelek.

Kovetkeztetések:

- Dohanynovények kis koncentracioju hidrogén-peroxiddal torténd eldkezelése tilineti
rezisztenciat idéz eld. A vizsgalt virus-, baktérium- és gombabetegségeknél csak a
nekrotikus tlinetek ellen immunizal, a korokozok felhalmozodéasat nem befolyasolja.

- Az immunizalo6 hatas a novényi antioxidans kapacitas fokozasan keresztiil érvényesiil.

A nem-gazda rezisztencia lényegének biokémiai és molekularis tisztazasa

A természetben el6forduld leggyakoribb ndvényi betegség-ellenalloésag, azaz a ,,nem-
gazda rezisztencia” 1ényege, ill. alapjai a mai napig nem tisztazodtak. A jelenséggel ellentétes
folyamat, az un. gazda rezisztencia azonban kdzponti témaja volt a kozelmult vizsgalatainak,
mert ez az utdbbi jelenség kozvetlen kapcsolatban van a ndvénynemesitéssel. A kétféle
ellenallésagi forma 1ényegét a kdvetkezd gazda/patogén parok leirasaval lehet érzékeltetni:
Az érpa lisztharmatbetegségét olyan gombakorokozo idézi eld, amely csak az arpat betegiti
meg, a tobbi névényfajt nem. Az arpan, mint gazda-fajon beliil azonban lehetnek olyan fajtdk,
amelyek rezisztenciat mutatnak a korokozo6 ellen. Ez tehat az un. gazda rezisztencia. Ha az
arpat a buzara specializdlt buzalisztharmat fertézné meg akdr a természetben, akar
mesterségesen (a kisérletezd kutaté altal), az arpa minden fajtdja ellendllo lesz, mert az arpa
nem gazdaja a buzalisztharmatnak. A természetben a ndvényfajok sokféle fert6zé agenssel
kertilnek kapcsolatba, de megbetegedésre nem keriil sor, hiszen a gazdandvény csak a
specifikus korokozojaval szemben fogékony, az 6ssze tobbivel szemben azonban ellenallo: ez
a nem-gazda rezisztencia , amely altalaban tiinetmentes. Ez az utobbi forma a legaltalanosabb,
ill. a leggyakoribb ellendllosdgi forma. Mechanizmusa azonban még egyaltalan nincs
tisztazva. A gazdasagilag fontos, un. gazda rezisztencia igen sokszor parosul a hiperszenzitiv
reakcio (HR) megjelenésével, fitoalexinek felhalmozodasaval, sejtfalerdsodéssel, reaktiv
oxigénfajtak (ROS) felszaporodasaval, stb. El6z6 sajat vizsgalataink (Kiraly et al., 1972)
igazoltdk, hogy a HR és a fitoalexinek nem okozo6i a rezisztencianak, hanem csak az
ellendllosag kisérd jelenségei. Sajat és masok Ujabb kisérletei szerint minden bizonnyal a
reaktiv oxigénfajtdk (ROS) mikroba 616 hatdsanak van kozponti jelentdsége a gazda-
rezisztenciaban (cf. Baker és Orlandi, 1995; Barna et al., 2003).

A nem-gazda rezisztencia lényegének tisztazasa érdekében a kovetkezd kisérlet-
sorozatot hajtottuk végre: Osszehasonlitottuk fogékony, gazda rezisztens és nem-gazda
rezisztens novény/korokozo parok esetében a fert6zés utani szuperoxid (O,") felhalmozodast.
A szuperoxid altaldban abiotikus stresszek és fertdzések hatdsara keletkezik nagyobb
mennyiségben, €s tovabbi reakcidi folytan hidrogén-peroxid (H,O), ill. hidroxil-szabadgyok
(OH) is felhalmozddhat. Ezek a ROS tipusok karosithatjdk a kérokozoét, tehat alapjai lehetnek
az ellenallosagnak, de karosithatjdk a gazdandvény ill. a nem-gazda sejtjeit, szoveteit is (HR).

A szuperoxid felhalmozddast az un. nitroblue-tetrazolium (NBT)—festéssel teszteltiik
(lasd Kiraly et al., 2002). A fertdzések utan 1, 2 és 3, olykor 4 nappal mértiik a szuperoxid-
akkumulacioét a fert6zott levelekben. Az egyes gazda/patogén parok esetében kapott
eredményeket a 2. tablazat foglalja 6ssze.

2010.08.30. 7



2009. évi OTKA zaréjelentés: AT 048866

2. tablazat

Vezet6 Kutaté: Dr. Kiraly Zoltan

Szuperoxid (0;") detektalasa kiilonb6z6 gazda/korokozo kombinaciokban

Gazda/korokozdé kombinacio Reakcio Szuperoxid (0,°)
detektalasa
ARPA — arpalisztharmat gazda 0 (nincs)
(Blumeria graminis f.sp. hordei, A6) fogékonysag 2 nap mulva sincs
ARPA — arpalisztharmat gazda 2 nap mulva
rezisztencia
ARPA — buzalisztharmat nem-gazda 1 nap mulva
(Blumeria graminis f.sp.tritici, rezisztencia
magyar izolatum)
ARPA — arparozsda gazda 0 (nincs)
(Puccinia hordei) fogékonysag 2 nap mulva sincs
ARPA — arparozsda gazda 2 nap mulva
rezisztencia
ARPA — buzarozsda nem-gazda 1 nap mulva
(Puccinia recondita f.sp. tritici) rezisztencia
BUZA — buzarozsda gazda 0 (nincs)
fogékonysag 4 nap mulva sincs
BUZA — buzarozsda gazda 4 nap mulva
rezisztencia
BUZA — arparozsda nem-gazda 3 nap mulva
rezisztencia
BUZA — zabrozsda nem-gazda 2 nap mulva
(P. coronata f.sp. avenae) rezisztencia
DOHANY - dohénylisztharmat gazda 0 (nincs)
(Golovinomyces orontii, BP-1TOB) fogékonysdg 1 nap mulva sincs
DOHANY - érpalisztharmat nem-gazda 1 nap mulva
rezisztencia
PARADICSOM - paradicsomlisztharmat gazda 0 (nincs)
(Oidium neolycopersici, BP-P5) | fogékonysag 1 nap mulva sincs
PARADICSOM — uborkalisztharmat nem-gazda 1 nap mulva
(Podosphaera xanthii) rezisztencia
UBORKA — uborkalisztharmat gazda 0 (nincs)
fogékonysdg 1 nap mulva sincs
UBORKA - paradicsomlisztharmat nem-gazda 1 nap mulva
rezisztencia
SZOLO — sz8l6lisztharmat gazda 0 (nincs)
(Erisyphe necator) fogékonysag 2 nap mulva sincs
SZOLO - buzalisztharmat nem-gazda 2 nap mulva
rezisztencia
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A fent emlitett kisérletek alapjan levonhaté az a kovetkeztetés, hogy a fogékony
(kompatibilis) gazda/patogén kapcsolatokban nincs szuperoxid-felhalmozdodéas, a gazda-
rezisztenciat mutatd kombinaciokban van szuperoxid-képzddés ill. akkumulacio, és a nem-
gazda rezisztenciat mutaté kombinacidkban, amelyek tiinetmentesek (nincs HR) szintén van,
de altaldban korabban észlelhetd a felhalmozodas (8. abra). Jogosnak latszik az a feltételezés,
hogy a korai szuperoxid-felhalmozddas az oka a nem-gazda ellendlld képességnek és az ezzel
egylitt jard tlinetmentességnek. A gazda rezisztencia esetében késébben halmozddnak fel a
reaktiv oxigénfajtdk, ¢és ez lehet az oka a rendszerint megjelend hiperszenzitiv
valaszreakcionak (HR), amely sok kombinacioban jellemzdéje ennek az ellenallosagi
formanak. A fogékony gazda/patogén paroknal a korokozok gatlas nélkiil fejlodhetnek, hiszen
nem képzdodik szuperoxid, és igy a tipikus tlinetekkel jard betegség kifejlodhet. Amennyiben a
szuperoxid-képzddés valoban oka a kétféle rezisztencianak, akkor a szuperoxid-akkumulacid
gatlasa mérsékelheti vagy meg is sziintetheti az ellenalloképességet. Kisérleti eredményeinket
ezért ebbdl a szempontbdl is tovabb elemeztiik.
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(1 nap) (1 nap) (2 nap) 2 nap)

8. abra: Szuperoxid (O,") detektalasa gazda- és nem-gazda rezisztencianal, arpaban (cv. Ingrid Mla), a fert6zés
utan egy és két nappal. Az arpalisztharmat (Blumeria graminis f.sp. hordei, A6) fert6zés gazda rezisztenciat
(HR), mig a buzalisztharmat (Blumeria graminis f.sp.tritici, magyar izolatum) tiinetmentes nem-gazda
rezisztenciat eredményezett. A szuperoxid detektalasahoz 0,1 %-os nitroblue-tetrazolium (NBT) oldatot
infiltraltunk a fert6zott levelekbe (lasd Kiraly et al., 2002).

Buzalisztharmattal fert6zott arpaleveleket difenil-jodoniummal (DPI) infiltraltuk,
azonnal a fert6zés utan. A DPI gétolja a szuperoxid-termelddést, varhatod volt tehat a nem-
gazda rezisztencia megvaltozédsa. A kisérletek azonban nem voltak kielégitek: a fert6zott és
DPI-vel kezelt rezisztens arpaleveknek csak 5%-dban észleltiink gyenge lisztharmat-
képzddést. Feltételezhetd, de nem igazolhat6 az, hogy ha a szuperoxid-képzddés hatasosabban
gatlodna, ez a nem-gazda rezisztencia megsziinéséhez vezetne.

Egy tovabbi kisérletben két antioxidans enzimet, a szuperoxid-dizmutazt (SOD) és
katalazt (CAT) infiltraltunk a levelekbe, amelyek ellenstilyozzak a szuperoxid ill. hidrogén-
peroxid hatasat. Itt sem volt sikeres az a torekvés, hogy a szuperoxidot hatdstalanitd
SOD+CAT —kezelésekkel megvaltoztassuk az ellenalloképességet.

Sikerre vezetett azonban a Barna Balazs (MTA NKI) eredeti észlelésére alapozott
kovetkezd kisérletiink. Eszerint egy hékezeléses sokk (a levelek 49°C-os vizbe meritése 45
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masodpercig) megvaltoztathatja a lisztharmat-rezisztens arpa reakcidjat, mind az Mla gén
altal iranyitott gazda rezisztencia (HR) esetén, mind az mlo géntdl fiiggd un. horizontalis
(minden lisztharmat-rassz ellen érvényesiild) rezisztencianal. Kimutattuk, hogy a hdéhatas a
fogékonysagi tlinet (micélium ¢és konidium képzddés) megjelenése elott szignifikansan
csokkenti, ill. megsziinteti az NBT-festéssel detektalhatod szuperoxid-képzddést is (9. dbra).

Mia Mila + hokezelés mlo +hokezelés
*
4
¥
L] & B
# Fd
.
Mila Mia + mlo mlo +
hoékezelés hékezelés

9. abra: Hokezeléses sokk hatdsa lisztharmat-rezisztens arpalevelek reakcidjara az Mla és mlo gén altal
meghatarozott rezisztencia-tipusnal (rassz-specifikus, ill. horizontalis gazda rezisztencia). A): Lisztharmatos
tiinetek az arpalisztharmat (B. graminis f.sp. hordei, A6) fertdézés és hokezelés utan 8 nappal. B): A szuperoxid
(0,7) mennyiségének csokkenése az arpalisztharmat fertdzés és hokezelés utan 3 nappal. A hokezelés (a levelek
49°C-os vizbe meritése 45 méasodpercig) kozvetleniil a fertézés elbtt, a szuperoxid detektalasa a 8. branal leirtak
szerint tortént.

Ezzel kapcsolatban érdemes megfontolni a dohany/TMV gazda/patogén kombindciora
gyakorolt 30°C-os 1égh6hatas mechanizmusat, amelyet el6z6leg publikaltunk (Kiraly et al.,
2008). A TMV fert6zott Xanthi dohanyra gyakorolt tartés magas hohatas gatolta a
szuperoxid-képzddésében fontos szerepet jatszd6 NADPH-oxiddz gén expresszidjat és a
szuperoxid-felhalmozddast is. Ennek hatdsara a virus-okozta HR is gatlodott, és a novény
virusfogékony lett.

Az eldbb emlitett un. mlo-rezisztencia az arpaleveleken tiinetmentességben nyilvanul
meg, azaz az ellendlld képességet nem kiséri a HR nekrotikus tlinete. Az mlo-rezisztencia
ennyiben hasonlit a nem-gazda rezisztenciara. Ez adta az oGtletet ahhoz, hogy a hdsokkos
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kisérletet elvégezziik egy nem-gazda rezisztenciat eredményez6 gazda/patogén kombinacional
is (arpa fertézve buzalisztharmattal). A rezisztens reakcid csak akkor valtozott meg, (csak
akkor fordult fogékonysagi reakcioba), ha a hdsokkot kombinaltuk a SOD+CAT kezeléssel is.
Gyenge lisztharmat gombatelepek fejlodtek ki az eredetileg rezisztens leveleken, de a
lisztharmatos tiinetek szomszédsagaban HR-re utaldé nekrotikus 1ézidk is kifejlédtek (10.
abra). Ez arra utal, hogy a tiinetmentes nem-gazda rezisztenciat csak részben sikeriilt
fogékony reakciovd konvertdlni. A képzddott gombaval buzaleveleket fertdztiink vissza,
amelyeken normalis lisztharmatos betegség-tiineteket észleltiink. Ez igazolta azt, hogy az
arpan képzddott lisztharmatgomba valdban buzalisztharmat volt. Ez a gombapatogén a nem-
gazda rezisztencia részleges gatldsa, azaz a szuperoxid-képzddés csokkenése miatt tudott
gyenge fertdzést 1étrehozni a nem-gazda arpaleveleken.

10. abra: Hokezeléses sokk és antioxidans enzimek (SOD és CAT) infiltralasanak egyiittes hatasa arpalevelek
nem-gazda rezisztenciajara, buzalisztharmat (B. graminis f.sp. tritici magyar izolatum) fertézés esetén. Gyenge
lisztharmatos tlinetek (gombatelepek) és HR-re utald lokalis nekrotikus 1éziok megjelenése a fert6zés és kezelés
utdn 8 nappal. A hékezelés (a levelek 49°C-os vizbe meritése 45 mésodpercig) kozvetleniil a fertézés eldtt, az
antioxidans enzimkeverék (SOD és CAT, 3000, ill. 5000 unit/levél) levélbe infiltralasa kozvetleniil a fertdzés
utan tortént.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a gazda rezisztencia és a nem-gazda rezisztencia
soran tapasztalhatd szuperoxid-felhalmozddas milyen génexpresszios valtozasokra vezethetd
vissza? A ndvényekben a szuperoxid-termelésért tobbek kozott a NADPH-oxiddzok
felelések. A valds idejii RT-PCR modszerrel mérve azonban egyik esetben sem valtozott meg
egy altalunk vizsgalt &rpa NADPH-oxid4z gén expressziodja a fertézés hatdsara. Egy SOD gén
expresszidja érdekes modon eltérést mutatott a gazda rezisztencia, ill. nem-gazda rezisztencia
eseteiben. Ha az arpat sajat lisztharmatgombajaval fertdztiik, a SOD génexpresszid fokozodott
a fertdzés utan, €s tartésan igy is maradt. A nem-gazda kombinacioban (arpa/buzalisztharmat)
viszont a SOD gén expresszidja csak atmenetileg (a fertdzés utdn 24 6raval) emelkedett meg
jelentdsebben. Késdbb az expresszid visszaesett az eredeti szintre, feltehetOen azért, mert a
patogén koran elhalt (11. abra). Feltételezhetd, hogy a HR hidnya ennél a rezisztencia-
formanal ezzel a jelenséggel is Osszefiigg. A BAX-inhibitor 1 gén expresszioja az emlitett
SOD génhez hasonld valtozdst mutatott: az expresszid6 a nem-gazda rezisztens
arpa/buzalisztharmat kombindcioban csak atmenetileg fokozddott (11. dbra). A BAX-inhibitor
1 génnek, ill. fehérje-termékének hatdsa abban nyilvanul meg, hogy a programozott sejthalalt
(pl. a HR-t) gatolja (Hiickelhoven, 2004; Watanabe és Lam, 2006). Mivel a nem-gazda
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rezisztenciat altaldban a HR hianya jellemzi, feltételezhetd, hogy a buzalisztharmat fert6zést
kovetd 24 ora utan a BAX-inhibitor 1 génexpresszio csokkenése is ezzel fiigg Ossze.
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11. abra: Egy antioxidans (SOD) ¢és egy programozott sejthalal-gatlast meghatarozo gén (BAX-inhibitor 1)
expresszidjanak valtozasa gazda- és nem-gazda rezisztencianal, arpaban (cv. Ingrid Mla), a fertézést kovetd
harom napban. Az arpalisztharmat (B. graminis f.sp. hordei, A6) fert6zés gazda rezisztencidt (HR), mig a
buzalisztharmat (B. graminis f.sp.tritici, magyar izolatum) tiinetmentes nem-gazda rezisztenciat eredményezett.
A génexpressziot valos idejii RT-PCR-rel mértiik. 1 = a fert6zés utan 0 6raval detektalt génexpresszio. Kontrol
= egészséges (fertézetlen) novények. Host = gazda rezisztencia. Non-host = nem-gazda rezisztencia.

Kovetkeztetések:

- Az altalunk vizsgalt fogékony gazda/patogén kapcsolatokban nincs szuperoxid-
felhalmozddas, a HR-rel egyiitt jard gazda-rezisztens arpaban viszont 48 oOra koriil
felhalmozdodik ez a ROS. A nem-gazda rezisztencia esetében a szuperoxid-
akkumulacié koran (24 o6rdval a fert6zés utan) kovetkezik be, amely Osszefliggésbe
hozhato ennek az ellendllosagi tipusnak tlinetmentességével (nincs hiperszenzitiv
reakcio, HR).

- Ha a rezisztens ndvényben a fert6zés utani szuperoxid-képzddést visszaszoritjuk vagy
gatoljuk (pl. hdsokkal), ezzel eldsegitjiik a fogékonysagi tiinetek kialakulasat az
eredetileg ellenall6 levelekben.

- A nem-gazda rezisztencidban a SOD ¢és a BAX-inhibitor 1 gén id6leges aktivalasanak,
majd visszaszoruldsanak szerepe lehet a HR hidnyaban (a tiinetmentességben).

- A rezisztens ndvényekben a fert6zés utdn felhalmozodo reaktiv oxigénfajtdk (pl.
szuperoxid, feltehetden hidrogén-peroxid és hidroxil szabadgyok) gatoljak vagy 6lik el
a korokozot.

Egy kémiai rezisztencia-fokozo vegyiilet hatasanak osszefiiggése a ROS-képzodéssel

Az a kisérleti tapasztalatunk, hogy a ndvényi rezisztencia mechanizmusa ok-okozati
Osszefliggésben lehet a reaktiv oxigénfajtak (ROS) mikroba 610 hatdsaval, mas moédon is
igazolhatd. Az egyik kémiai rezisztencia-indukald szer, a 2,6-diklor-izonikotinsav (DCINA)
fogékony buza- és arpandvényekben HR-tipust ellendllosagot képes eldidézni rozsda- és
lisztharmat-gombak fert6zésével szemben (Kogel et al.,, 1994; sajat publikalatlan
eredményeink).

Ezzel kapcsolatos kisérletiinkben kimutattuk azt, hogy a DCINA-val kezelt (talaj-kezelés
8 ppm DCINA-oldattal) fogékony arpa csirandvények (cv. Ingrid) levelei HR-tipusu
rezisztens reakciot (mikroszkopikus sejtelhalds) mutattak az arpalisztharmattal szemben, és
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gatlodott a szuperoxid dizmutdz (SOD), valamint a dehidroaszkorbat-reduktdz (DHAR)
enzim aktivitdsa, de fokozodott a hidrogén-peroxid (H,O,) szint (12. é&bra). A H,O;
kvantitativ felhalmozodéasat egy spektrofluorometrids eljarassal hataroztuk meg. A 2,7-
diklorfluoreszein diacetat fluoreszcens festéket levelekbe infiltraltuk, és a levélszévetekbdl a
2,7-diklorfluoreszcein kivondsa utdn egy FluoroMax-3 spektrofluorométerrel mértiik a
fluoreszcencia-intenzitast. A H,O, magas szintje a rezisztencia-indukald szerrel (DCINA)-
kezelt levelekben fertdzés nélkiil is kimutathaté volt, de ez a magas szint megmaradt a
lisztharmat-fertézés utan is. A H,O, mennyisége kétszeresére emelkedett a DCINA-val kezelt
¢és fertozott levelekben a nem-kezeltekhez képest.  Mint ismeretes, a dehidroaszkorbat-
reduktaz fontos szerepet jatszik a hidrogén-peroxid kozombositésében. Aktivitdsanak
csokkenése hozzajarulhat az egyik legfontosabb ROS, a hidrogén-peroxid szintjének
emelkedéséhez, és a korokozo eldléséhez a fertdzott €s rezisztenssé valt ndvényben. Ezzel
kapcsolatban legijabban azt is kimutattuk, hogy fert6zott, levélrozsda-rezisztens
buzanovényekben is felhalmozddik a hidrogén-peroxid, a fogékony ndvényekben azonban
nem (Hafez et al., 2009).
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12. abra: Egy kémiai rezisztencia-indukaldé szer, a 2,6-diklér-izonikotinsav (DCINA) hatdsa antioxidans
enzimek (szuperoxid-dizmutaz, SOD ¢és dehidroaszkorbat-reduktdz, DHAR) aktivitasara és a hidrogén-peroxid
(H,0,) szintre arpaban. A DCINA-elokezelés (talaj ontézése 8 ppm DCINA-oldattal) az arpalisztharmattal (B.
graminis f.sp. hordei, A6) fert6zott fogékony arpaban (cv. Ingrid) HR-tipust rezisztens reakciot valtott ki. A
H,0, kvantitativ felhalmozdodasat egy spektrofluorometrias eljarassal hataroztuk meg (részleteket lasd a
szovegben). Untreated = kezeletlen ndvények. DCINA-treated = DCINA-el6kezelt novények.
Untreated+infected = kezeletlen és lisztharmat-fertézott névények. DCINA+infected = DCINA-el6kezelt és
lisztharmat-fert6zott névények.

Kovetkeztetés:

- A DCINA mérsékeli a novény antioxidans kapacitdsat, és ez ok-okozati 9sszefiiggésben
van a gombadlé H,0O, abnormalis akkumulaciojaval és a korokozo eldlésével, valamint a
gazdandvény mikroszkopikus sejtelhalasanak (HR) kialakulasaval.

A kutatasi eredmények hasznositasanak lehetoségei, a kutatasi téma tovabbi lehetséges
iranyai

crer

gyakorlati jelentdsége lehet, mivel fokozza a ndvények antioxiddns kapacitasat. Ezaltal
fokozhatd a termesztett novények stresszekkel és betegségekkel szembeni tiineti
rezisztenciaja. Ezzel kapcsolatban eldkisérletek indultak a Corvinus Egyetem
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Z0ldségtermesztési tanszékével egylittmikodésben, amelyek célja a paprika tarolasi

crer

elokezelésekkel.
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