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EGY MOLEKULARIS NOVENYKORTANI VIZSGALATOK CELJARA
JAVASOLHATO NOVENY-GOMBA KOLCSONHATAS

Toth Evelin, Czuppon Balint, Fodor Jozsef, Bozso Zoltan és Pogany Miklés

MTA ATK Névényvédelmi Intézet, 1022 Budapest, Herman Oft6 dt 15.

Novénybiologiai kutatasaink egyik alapveté modellszervezete a Nicotiana benthamiana. A faj
molekularis novénykortani célokra torténd felhasznaldsdt tovdabb erdsitené egy olyan ndvénypatogén
gomba alkalmazdsa, mely a névényen specifikus tiineteket okoz és laboratoriumi koriilmények kozott
konnyen és megbizhatoan hasznalhato. Munkdnkban bemutatjuk, hogy a Cercospora nicotianae
hemibiotrof dohdanykorokozo gomba hatékonyan fertozi a N. benthamiana egyedeit. A laboratoriumi
vizsgadlatok céljara eddig nem elterjedt N. benthamiana—C. nicotianae gazda—parazita kapcsolat a
molekularis novénykortani és korélettani kutatdasok kézenfekvo modellrendszere lehet.

Kulcsszavak: Cercospora, Nicotiana benthamiana, valos ideji PCR, szingulett oxigén, novényi

hormonok

Egy Ausztralidban honos vad dohany, a
Nicotiana benthamiana Domin (Goodspeed
1954) az egyik leggyakrabban alkalmazott
tesztnovény novényvirologiai kutatasokban
(Chakrabarty ¢és mtsai 2007, Obrepalska-
Steplowska ¢és mtsai 2013, Fan ¢és mtsai
2014, Senthil-Kumar ¢és Mysore 2015). A N.
benthamiana virusfogékonysaga latvanyosan
nagyobb a tobbi dohanyfajhoz képest, mely-
nek hatterében feltehetéen egy RNS-fiiggd
RNS-polimerazt kodoldo gén mutacioja all
(Yang és mtsai 2004). A mutacio kovetkezte-
ben az enzim nem miikodéképes, ami mérsékli
a géncsendesités folyamatat, és végso soron a
virus RNS-ek degradacidjat. A Web of Science
bibliografiai adatbazisban a N. benthamiana
dohanyra vonatkozé talalatok mintegy fele
(1540) az elmult 5 évben megjelent munkakra
vonatkozik. Ennek hatterében nem pusztan a
tudomdnyos tartalmu kozlemények elektroni-
kus formaju elterjedése all, mert mas fontos
virusdiagnosztikai tesztndvények (Nicotiana
glutinosa, Nicotiana clevelandii) esetében
nem tapasztalhatdo hasonldo mértékii ndvekedés

a talalatok szamaban az elmult éveket szem-
iigyre véve. Milyen okokra vezethetd vissza a
N. benthamiana tudomanyos munkakban tor-
ténd felhasznalasanak nagyfoku emelkedése?
A N. benthamiana egyrészt hatékony szerve-
zetnek bizonyult mas fajokbodl szarmazo fehér-
jék kifejeztetésére rekombinans novényi virus-
vektorok kozremiikodésével (Klimyuk és mtsai
2014, Moon és mtsai 2014). Részben a novény-
virus-alapu vektorok kifejlesztése segitette
késobb a virus-indukalt géncsendesités (VIGS)
modszerének felfedezését, ami szintén remekiil
haszndlhato N. benthamiana novényekben, €s
kivalo eszkdz novényi gének szerepének tanul-
manyozasara (Bubici és mtsai 2015, Senthil-
Kumar és Mysore 2015). A N. benthamiana
jol hasznalhatd tovabba idegen fehérjék tran-
ziens kifejeztetésére binaris plazmidot hordozo
Agrobacterium tumefaciens sejtszuszpenzioval
torténd infiltracid (agroinfiltracio) révén a kér-
déses fehérjek funkcidjanak, illetve sejten
beliili lokalizacidjanak megallapitasara, vagy
nagyobb mennyiségben valo termeltetésére
(Goodin és mtsai 2008, Ding és mtsai 2014).
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Mindezek az okok eredményezték azt, hogy a
N. benthamiana mara a novénybiologia egyik
alapvet6 modellszervezetévé valt.

A ndvénypatogén virusokkal ellentétben
csak viszonylag kevés olyan korokozd gom-
bafaj ismert, mely specifikus tiineteket okoz
N. benthamiana novényeken ¢s laboratoriumi
kortilmények kozott is jol hasznalhato. Labo-
ratoriumi  koriilmények kozotti fertdzésere
tobbnyire az alabbi fonalas szervezddésti kor-
okozok hasznalatosak: a biotrof Erysiphe
cichoracearum (Xiao és mtsai 2003) ¢és
Peronospora hyoscyami f.sp. tabacina (Hall
1989), valamint a hemibiotrof és nekrotrof
Colletotrichum spp. (Dean és mtsai 2002),
Phytophthora spp. (Becktell ¢és mtsai 2000,
Rajput és mtsai 2014), Sclerotinia sclerotiorum
(Veluchamy és mtsai 2012), €s Botrytis cinerea
(Asai ¢s Yoshioka 2009).

A Cercospora nicotianae Ellis & Everhart
a kozonséges dohany (Nicotiana tabacum L.)
jol ismert korokozoja tropusi és szubtropusi
éghajlatu teriileteken, a dohany cerkosporas
levélfoltossagat (békaszem betegség) okozza
(Alasoadura ¢és Fajola 1970, Shew ¢és Lucas
1991). Hemibiotrof korokozo, kezdetben ¢élo
novényi szovetet kolonizal, majd a kolonizacid
elorehaladtaval sejthalalt indukal és nekrotroffa
valik (Daub és mtsai 2013). Konidiumok
segitségével szaporodd (anamorf) gomba,
az ivaros alakja nem ismert, de valoszintlileg
tomlésgomba, mint mas Cercospora fajok
(Sivanesan 1985). A cerkosporas levélfoltos-
sdg kialakulasa szorosan Osszefiigg a gomba
toxintermelésével (Upchurch és mtsai 1991).
A Cercospora fajok altal termelt cerkosporin
fénysugarzas hatasara gerjesztédik, ¢és a levegd
oxigénjével reagalva aktiv oxigén formak,
els@sorban szingulett oxigén termelddését valtja
ki (Daub és Ehrenshaft 2000). Az aktiv oxigén
atjarhatdva teszi a sejtmembranokat, tapanyag-
forrast biztositva a gomba sejtkozotti jaratok-
ban talalhato hifai szamara.

A nemzetkozi szakirodalomban minddsz-
sze egy korabbi utalas talalhato arra vonatko-
zoan, hogy a N. benthamiana—C. nicotianae
kolcsonhatast kisérletes koriilmények kozott
alkalmaztak (Nielsen és mtsai 1992). Egy

cukorrépabol szarmazd kitindz hatasat vizs-
galtak transzgénikus N. bethamiana novények-
ben, tesztelve azok cerkosporas levélfoltossag-
gal szembeni ellenallosagat. Tekintettel arra,
hogy a kitinaz gén beépitése nem befolyasolta
a novények ellenallosagat cerkosporaval szem-
ben, az észlelt tiinetek és a kolcsonhatas egyéb
részleteinek bemutatasa nem szerepel a fenti
kozleményben.

Tehat a N. bethamiana cerkosporas levélfol-
tossaggal szemben mutatott érzékenységének
részletes jellemzése eddig nem tortént meg, €s
a korélettani célokra vald felhasznalasa egyalta-
lan nem terjedt el.

Munkankban ismertetjiik a N. benthamiana—
Cercospora nicotianae KkolcsOnhatast. A fer-
t0zottség mertékét az elhalt levélfeliilet ara-
nyanak megallapitasaval és kvantitativ valos
idejii polimeraz lancreakcio (qQPCR) segitsége-
vel hataroztuk meg. Hogy bizonyitsuk alapvetd
novényi hormonok jelatvitelének fontossa-
gat a korfolyamatban, egy szalicilsav analog-
gal, egy etilénbioszintézist gatlo vegyiilettel és
jazmonsavval végeztiink kezeléseket.

Anyag és modszer

Novénynevelés, a korokozo fenntartasa,
inokulacio

A kisérletekhez hasznalt N. benthamiana és
N. tabacum ndvényeket iiveghazban neveltiik
viragfold és tézeg 1:1 aranyu keverékeét tartal-
mazo cserepekben. A 16 6ra nappalhosszusag
érdekében kiegészitd megvilagitast alkalmaz-
tunk. A novények fertézésére 8-12 hetes koruk-
ban keriilt sor.

A fert6zéses vizsgalatokhoz a C. nicotianae
ATCC® 18366™ izolatumat (Ehrenshaft ¢és
Daub 1994) alkalmaztuk. A gomba fenntartasat
és a fert6zéshez hasznalt inokulum eléallitasat
Beckman és Payne (1983) alapjan végeztiik. A
tartos tenyeszeteket ferdeagaros kémcsében, bur-
gonya-dextréz agar (PDA) taptalajon, paraffin
olaj alatt taroltuk 20 °C homérsékleten. A fertézés
elétt  Petri-csészékben, PDA taptalajra oltva
tenyésztettik a gombat szobahémeérsékleten.
Ilyen koriilmények kozott a gomba csak miceé-
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liumot képez. A konidiumtermelés eldsegitése
érdekében a PDA taptalajon nott friss micélium-
bal steril vizzel szuszpenziot készitettiink, amit
V8 agar lemezre szélesztettiink és 16 oras napi
megyvilagitas mellett 18—20 °C homérsékleten 7
napig inkubaltunk. A V8 taptalaj az alabbiak sze-
rint késziilt: egy doboz (300 ml) V8 zoldséglevet
4,5 g kalcium-karbonattal osszekevertiink, majd
lecentrifugaltunk (3000 rpm, 10 min). A feliil-
uszot Otszordsére higitottuk desztillalt vizzel
és 1,5% agar hozzaadasa utan kuktaban 15 per-
cig foztiik. A konidiumokat a taptalaj feliiletérol
ecset segitségével mostuk le kuktaban sterilizalt
0,2% zselatin oldatban. Az igy nyert szuszpenziot
harom réteg gézen atsziirtiik, és Biirker-féle sejt-
szamlalo kamra segitségével 5x10* konidium/ml
stiriségtre allitottuk be a fert6zes elott. A szusz-
penziot sziikség esetén a fenti zselatin oldattal
higitottuk és kézi permetezével megcsorgasig
permeteztiik a novények feliiletére. Az inokulalt
cserepes noveényekre atlatszo nejlonzacskot huz-
tunk a magas paratartalom biztositdsa érdeke-
ben, majd azokat egy kevés vizet tartalmazo tal-
can négy napra novénynevelo kamraba helyez-
tik 27 °C allando hémeérseklet és 16 oras napi
megvilagitas mellett. Ezt kovetdéen a novénye-
ket iiveghdzba helyeztiik vissza. A korokozod
fertézéképességének fenntartasahoz tapasztala-
taink szerint idénként célszerti inokulalt és tiine-
teket mutatd novény levelérdl visszaizolalni a
gombat. Ennek soran tiineteket mutato levél-
darabokat vagtunk ki, melyeket Petri csészé-
ben nedves szirOpapirra helyeztiink, ¢s 20 °C
hémérsékleten, 16 ora napi megvilagitas mellett 3
napig inkubaltunk. A sporulaldo gombatelepekbdl
csipesz segitségével ovatosan, sztereomikroszkop
alatt mintat vettiink, amit steril koriilmények
kozott PDA taptalajra helyeztiink.

Gombabiomassza meghatdrozdsa valos idejii
PCR-rel

A cerkosporaval fert6zott N. benthamiana
novényeknek 4 also és 4 felsd levélemeletérdl, a
N. tabacum ndvények esetében pedig 3 alsé és 3
fels6 levélemeletrdl gytijtottiink be levélmintat
harom fiiggetlen biologiai ismétlésben. A leve-
leket folyékony nitrogénben fagyasztottuk le

¢s =70 °C-on taroltuk. Folyékony nitrogénben
valo eldorzsolést kovetden a mintakban talal-
haté novényi és gomba eredeti DNS-t GE
Healthcare Nucleon Phytopure kit segitségével
vontuk ki a termékhez csatolt hasznalati utmu-
tato leirasat kovetve. A DNS-mintak koncent-
higitottuk. Fert6zott ndvényi mintainkban rela-
tiv gombabiomassza mennyiséget hataroz-
tunk meg hanyadost képezve a kiilonbozé faju
¢és élettani allapotu levelek gomba €s novényi
DNS-re kapott értékeibdl. Az azonos mintakban
talalhatd novényi és gomba DNS mennyiségét
kiilon reakciokban kovettiik nyomon. A min-
tak novényi és gomba genomi DNS-tartalmat
C1000Touch Thermal Cycler PCR késziilék és
CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad) segitségével mértiik a gyartd utmutatasat
kovetve. Mintainkban a gomba-DNS mennyisé-
géta C. nicotianae aktin szekvenciara (GenBank:
JX143144.1) tervezett primerpar segitségé-
vel hataroztuk meg: Fw 5’-CAGGAAGGAG
GAGCTGACAT-3’; Rev 5’-AGTCCTT
CTGGCCCATACC-3". A termék 140 nukleotid
hossza. Novényi DNS-link mennyiségét dohany
(N. tabacum) aktin szekvenciara (GenBank:
X69885.1) specifikus primerparral vizsgaltuk:
Fw 5-CGGAATCCACGAGACTACATAC-3’;
Rev 5’-GGGAAGCCAAGATAGAGC-3’. A ter-
mek hossza 230 nukleotid. PCR vizsgalatainkat a
KAPA BIOSYSTEMS SYBR FAST gPCR
Master Mix felhasznalasaval folytattuk. Harom
fliggetlen biologiai minta DNS kivonatat mér-
tik harom-harom technikai ismétlésben,
melyeknek szamtani atlagat és a standard hibat
tiintettiik fel. Az eredmények statisztikai elem-
z¢sét egytényezds varianciaanalizissel és LSD-
probaval végeztiik.

Hormonkezelések

Kilenc hetes, liveghazban nevelt N.
benthamiana novények fold feletti részét az
inokulumhoz kevert 0,35 mM acibenzolar-S-
metillel (szalicilsav-analdg), 0,1 mM amino-
etoxi-vinil-glicinnel (etilén bioszintézis-gatlo)
és ImM metil-jazmonsav hormonnal kezeltiik a
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fertézéssel egy idében. Minden kezelést nyolc
novényen végeztiink el, a kisérletet kétszer
ismételtik meg. A kezelések altal eldidézett
tiineti valtozasokat ugy szamszerdsitettiik, hogy
a fertézott leveleken kifejlédott nekrozisok
teriiletét viszonyitottuk a teljes levélfeliilethez.
A Gimp képszerkesztd program hisztogram
funkcioja segitségével meghataroztuk az
inokulalt levelek feliiletét ado teljes képpont
érteket és a nekrotikus tiineteket mutato levél-
részek képpont értékét, majd a ketté hanyado-
sat szamitottuk ki.

Szingulett oxigén szenzor haszndlata

A cerkosporaval fert6zott levelekben a
Singlet Oxygen Sensor Green (Molecular
Probes, Thermo Fisher Scientific) fluoreszkalod
reagenst hasznaltuk a szingulett oxigén kimuta-
tasara. A reagenst elészor metanolban oldottuk
fel, igy 5 mM-os torzsoldatot kaptunk, amibol
desztillalt vizzel higitast végeztiink, elkészitve
a vizsgalatokhoz hasznalt 1,5 mM végkoncent-
3—4 mm x 3—4 mm-es darabokat vagtunk, majd
a levéldarabok szinére rahelyez-
tiink 1-1 cseppet a fluoreszkald
reagensbol. Ezeket fénytdl védve
5 percig szobahOmérsékleten
inkubaltuk, azutan fed6lemezzel
letakartuk és Olympus BXS51
tipusu  fluoreszcens  mikro-
szkoppal, 470-490 nm/515 nm
excitacios/emisszios szlir6k
beiktatasaval vizsgaltuk.

cio utolsd 24 orajaban) eldszor az also leve-
leken valtak lathatova a tiinetek. Ezek kez-
detben apro nekrotikus 1ézidk voltak, melyek
fokozatosan, naprol-napra novekedtek. Az is
megfigyelheté volt, kiilondsen id6sebb leve-
leken, hogy a tiinetek egyszerre jelentek meg
egy nagyobb, tobb mm atmér6ji foltban.
A tiinetek a kovetkezd 4-5 napban latvanyo-
san erésodtek. Ujabb és tjabb 1éziok jelentek
meg, melyek Osszefolytak (/. dbra), s meg-
jelentek a tiinetek a novény fiatal felsd leve-
lein is. A nagyobb atmerdju 1éziok esetén volt
megfigyelhetd, hogy a kozponti résziikbdl
konidiumkeépzddés indult ki nedves koriilme-
nyek kozott. Ha ezeket a nagyobb nekrotikus
foltokat tartalmazo leveleket 3 napra
nedveskamraba helyeztiik, a levél szinén és
fondkan egyarant megjelent a sporulalé gomba
sziirke szovedéke (2. dbra), ami PDA tapta-
lajra oltva a C. nicotianae telepeire jellemzd
morfologiaju telepeket adott. Ezekbdl a

tenyészetekbdl konidiumszuszpenziot készitve
az els6 inokulacio esetében tapasztalt tiinetek-
kel azonos tiineteket kaptunk a N. benthamiana
levelein.

1. abra. Cercospora nicotianae altal okozott tiinetek Nicotiana
benthamiana leveleken 7 nappal az inokulacié utan. (A jobb oldali két

levél azonos koru egészséges névényrdl szarmazik.)

Eredmények

A N. benthamiana a C.
nicotianae gazdandveénye

A cerkosporas levélfoltos-
sag tlinetei a kilenc hetes N.
benthamiana novények also,
idésebb levelein jelentek meg
leghamarabb. Harom-négy nap-
pal az inokuldcio utan (tehat
a 27 °C-on torténd inkuba-

2. abra. Cercospora nicotianae konidiumtartéi rajta konidiumokkal
Nicotiana benthamiana nekrotikus levéldarabjan
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A N. benthamiana lényegesen fogékonyabb
a C. nicotianae gomba fertozésére, mint a N.
tabacum

Fontosnak tartottuk tisztazni, hogy a N.
benthamiana fogékonysdga a cerkosporas
levélfoltossag irant milyen foku a gomba f6
gazdanovényével, a kozonséges dohannyal (M.
tabacum L.) 6sszehasonlitva.

Tekintettel arra, hogy a két faj fejlédése
(novekedésiik, levélméreteik stb.) eltérd, ezért
8 €és 12 hetes N. tabacum ndvényeket is ino-
kulaltunk kilenc hetes N. benthamiana egye-
dekkel egyiitt. A C. nicotianae fert6zés tiine-
tei N. tabacum levelein késObb, az inokulacid
utan 7—12 nappal jelentek meg (ugyanez N.
benthamiana esetében 3—4 nap), €és a tiine-
tek mértéke is enyhébb volt a N. benthamiana
levelein tapasztalt tiinetekhez képest (3.
abra). A tlinetek Osszehasonlitasa mellett
meghataroztuk a levelekben a gomba koloni-
zacidjanak szintjét is, megmeérve a gomba bio-
massza relativ mennyiségét valos idejii PCR
modszerrel két kiilonbozo levélemelet szint
(also, szeneszcens ¢€s felsd, juvenilis) értékeit
Osszevetve. Ezek az adatok megerdsitettek a
tiinetek megfigyelése soran tett észlelésiin-
ket, mely szerint a N. benthamiana valo-
ban fogékonyabb a gomba fertdzése irant,
mert mind az also, mind a felsd leveleiben
nagyobb mennyiségli gombabiomassza volt
kimutathaté a N. tabacum leveleiben mért-
hez képest (1. tablazat). A nyolc és tizen-
két hetes N. tabacum ndvények cerkospora
fert6zés iranti fogékonysaga nem kiilonbo-
zOtt szamottevden.

A noveényi hormonok modositjak a C.
nicotianae okozta tiineteket

Megvizsgaltuk, hogy a levelekre permete-
zéssel kijuttatott novényi novekedésszabalyzo
anyagok, vagy ezek bioszintézisének inhibi-
torai képesek-e a C. nicotianae altal okozott
tiineteket modositani N. benthamiana gazda-
novényen. A szalicilsavval analog acibenzolar-
S-metil (korabbi elnevezése benzotiadiazol)
és az etilén bioszintézisét gatld amino-etoxi-

3. abra. C. nicotianae tiinetei 8 hetes N. tabacum (bal
oldali névény) és 9 hetes N. benthamiana (jobb oldali
novény) levelein 7 nappal az inokulacié utan

1. tablazat

C. nicotianae gombabiomassza relativ
mennyisége 9 hetes N. benthamiana és 12 hetes
N. tabacum névények leveleiben valds idejii PCR
modszerrel meghatarozva 7 nappal az inokulacié
utan

N. N.
benthamiana | benthamiana
also levelek | felsé levelek

N. tabacum | N. tabacum
also levelek | felsé levelek

1,27£0,19, | 0,3620,1, | 0,07£0,01, | 0,06+0,01,

Eltér6 betlk az atlagok kozti szignifikans kildnbséget jeldl-
nek 99 szazalékos megbizhatdsagi szinten, kivéve ,b” és ,c”
esetében, melyek egymastol 90 szazalékos megbizhatdsagi
szintd eltérést jeldinek.

vinil-glicin hasonldé mértékben gatolta a gomba
altal okozott betegségtiinetek megjelenését az
inokulaciot kovetd 4-8 nap kozott (2. tabla-
zat). A tizedik naptol kezdve azonban a kezelt
¢és kezeletlen novények kozotti kiilonbség mar
nem volt szamottevd, feltehetdleg a levelekre
kijuttatott vegyiiletek lebomlasa miatt. A metil-
jazmonat kezelés az el6bb emlitett kezelé-
sekkel ellentétes hatassal volt a C. nicotianae
okozta tlinetekre, ennek a novényi hormonnak
a levelekre juttatasa novelte a gomba altal oko-
zott tiinetek sulyossagat (2. tablazat). A harom
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Exogén hormonkezelés hatasa a C. nicotianae altal okozott tiinetek

2. tablazat

kifejlédésére N. benthamiana névényeken kilenc nappal
az inokulacié utan értékelve

Kovetkeztetések

Vizsgalataink soran vizua-
lisan értékeltiik a cerkosporas

levélfoltossag tiineti megje-

Levél- | Desztihalt Acibenzcl).lar- Amipo-gtgxi- . Metil- lenését, és a gomba biomasz-
emelet viz s-metii vinil-glicin jazmonét nok .

szajanak mérésevel jellemez-

nekrotizalt levélfeliilet szazalékos aranya (%) + SE tik a N. benthamiana kolcson-

1. 100 0 70,3 +19 100 0 1000 hatasat a jelentds dohanykor-

2. 100£0 52,8 £ 21 27,5+ 16 87,5+ 12 okozo C. nicotianae gombaval.

3. 87,2+13 41,2 + 20 20,5+ 16 68,7 + 20 Megfigyeléseink  alatamaszt-

4. 83,8+ 16 36,8 + 20 105+6 56,1 + 16 jak azt, hogy a C. nicotianae

5. 42,9+ 18 42,0 £19 182+7 60,6 + 14 novénykorokozd gomba labo-

6. 47,8+ 18 54,6 + 20 47,1 13 73,8 £ 17 ratoriumi  koriilmények kozott

7. 48,7 + 18 34,6 + 21 46,2 + 15 86,6 + 13 jol hasznalhat6 e fontos bio-

8. 348+ 15 41+3 98+3 89,6 +9 logiai modellszervezet levele-

9. 30,3+ 16 23+2 88+7 84,5 inek  konidiumszuszpenzioval

10. 36,6 +17 00 21,0 +18 56,9 torténd fertézésére. A betegség-

tiinetek latvanyosak, ¢és a tiline-

vegylilet alkalmazott koncentracidi esetében  tek sulyossdga tapasztalataink szerint az

nem tapasztaltunk kdzvetlen gombagatlo hatast
a C. nicotianae PDA taptalajon nétt tenyésze-
tén vizsgalva.

A C. nicotianae szingulett oxigén termelése
N. benthamiana levélen

A szingulett oxigén jelenlétét a C. nico-
tianae fert6zés utan fluoreszcens szenzor és
mikroszkop segitségével mutattuk ki a levelek-
ben. A N. benthamiana levelek feliiletén levo
C. nicotianae hifakban jol detektalhato volt a
festodes, tehat feltehetleg a benniik képzédo
cerkosporin szingulett oxigén termelddését
generalta (4. dbra).

4. abra. Szingulett oxigén kimutatasa nekrotikus N. benthamiana
levélszévetben lévd C. nicotianae hifakban. A vizsgéalat Singlet Oxygen
Sensor Green fluoreszkalé reagens és fluoreszcens mikroszkop

segitségével tortént

inokulum surtiségének alkalmas megvalasztasa-
val is befolyasolhato. A ndvény levelein képzddo
gombabiomassza mennyisége valos ideji PCR
maodszerrel kvantitativ modon detektalhato.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a M.
benthamiana lényegesen fogékonyabb e gom-
bakorokozo fertézése irant, mint a k6zonséges
dohany, ami parhuzamot mutat azzal a nagyobb
fogékonysaggal, amit a N. benthamiana novény-
virusokkal szemben mutat. Elképzelhetd, hogy
a fokozott gombafogékonysag hatterében is az
RNS-fiiggé RNS-polimeraz mutacidja all (Yang
és mtsai 2004). Ismert, hogy az RNS interferen-
cia jelenségének nem csupan a novények virus
ellenallosagaban van szerepe, hanem patogén
gombakkal szembeni védeke-
zésben is (Ellendorf és mitsai
2009, Lopez és mtsai 2011).

A hormonok hatdsat vizs-
galo  kisérlet  tapasztalatai
arra utalnak, hogy a vizsgalt
novény—gomba  kolcsonhatas-
ban a szalicilsav-fiiggd és az
etilén-/jazmonsav-fiiggd folya-
matok egyarant lényeges sza-
balyozd szerepet jatszanak
(Glazebrook 2005).

o
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Megjegyezziik, hogy a N. benthamiana—
C. nicotianae kolcsonhatas perspektivikus
novény—korokozd rendszer lehet novényi és
gomba eredetl nukleinsavak és fehérjék patolo-
giai szerepének VIGS technologiaval folytatott
tanulmanyozasara.

Tekintettel arra, hogy a C. nicotianae
cerkosporin toxin termelése szingulett oxigén
képzddésével jar, a kdlcsonhatas alkalmas lehet
szingulett oxigén biologiai hatasainak vizsgala-
tara is.
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A PLANT-FUNGUS PATHOSYSTEM FOR STUDIES IN MOLECULAR PLANT

PATHOLOGY
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Nicotiana benthamiana has become a crucial model organism in plant biology. Introduction
of a specialized tobacco fungal pathogen would greatly improve its usefulness in functional plant
pathological studies as well. We present results showing that Cercospora nicotianae a specialized
hemibiotrophic tobacco pathogen is capable of efficiently colonizing N. benthamiana. The N.
benthamiana—C. nicotianae pathosystem has been found to be a convenient interaction for laboratory
use with potential to be a pathogenic fungus—plant model system.
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