A lipoxigenaz izoenzimek és az oxilipinek szerepének vizsgalata

bab és dohanynovények betegségellenallosagaban

Palyazatunk célja a lipoxigenaz (LOX, E. C. 1.13.11.12) enzimek, valamint az altaluk termelt
zsirsav-hidroperoxidoknak ¢és az ezekbdl képzodd oxilipineknek a vizsgalata volt fertdzott
novényekben. A LOX-ok a ndvényi szovetekben talalhatd tobbszordsen telitetlen zsirsavak
(dontéen a linolsav és linolénsav) peroxidacidjat katalizaljak. A keletkezd zsirsav-
hidroperoxidok valtozatos enzimatikus reakciokban tovabbalakulhatnak kiilonboz6, sok
esetben biologiailag aktiv vegyiiletekké (Un. oxilipinekké). Az oxilipinek egy nagy létszamu,
de igen kiilonbozd szerkezetli vegyliletekbdl allo csoportot képeznek. Az oxilipinek fontos
szerepet jatszanak a fert6zott novények védekezési reakcidiban, egyrészt mint szignal-
vegyiiletek, masrészt direkt antimikrobidlis hatasuk miatt. A leginkabb ismert oxilipin
reakciout a jazmonsav képzddéséhez vezetd reakcidsor, amelynek elsd 1épését az allénoxid-
szintetaz enzim katalizalja. Egy tovabbi fontos reakciout a hidroperoxid-liaz (HPL) enzim
altal katalizalt reakcio. Ez az enzim a zsirsav-hidroperoxidok hasitasaval olyan aldehideket
termel, amelyek fontos szerepet jatszanak a fert6zott novényekben, egyrészt hirvivo
molekuldkként, masrészt antimikrobialis hatdsuknéal fogva. A divinil-éter szintetdz (DES)
enzim a zsirsav-hidroperoxidokat antimikrobidlis hatasti divinil-éterekké alakitja at. A
zsirsav-hidroperoxidok méregtelenitésében fontos szerepet jatszanak a ndvényi szévetekben

talalhato glutation S-transzferdz (GST) izoenzimek.
1. Lipoxigendz aktivitas indukcioja TMV fertozétt dohany levelekben

A vizsgalataink kezdeti fazisdban 0Osszehasonlitottuk az inkompatibilis €s kompatibilis
dohédny-virus korokozd kolcsonhatasokban a LOX enzimaktivitds indukcidjat. Xanthi-nc és
Samsun dohanyfajtdkat fertéztiink dohanymozaik virussal (TMV), a levelekbdl készitett
sejtmentes kivonatokban spektrofotometrids moédszerrel mértilk az enzimaktivitdsokat. A
Xanthi-nc névények levelein a fert6zést kovetéen 2 nappal jelentek a tipikus betegségtiinetek
(lokalis nekrotikus 1€ézidk). A tiinetek megjelenésével parhuzamosan nagymértékben
megndvekedett a levélkivonatok teljes LOX aktivitasa. A fertézetlen kontroll Xanthi-nc
levélkivonatokban a teljes LOX aktivitds maximuma pH 5,5 értéknél volt mérhetd, de egy

kisebb cstics is megfigyelhetd volt a pH 8,0 — 8,5 tartomanyban (1. abra). A TMV-fert6zés
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Az aktivitasmeéré elegy pH értéke
1. abra. A lipoxigenaz aktivitas indukcidja TMV fert6zés kovetkeztében Xanthi-nc és Samsun
dohanyfajtdk leveleiben, kiilonbozé pH értékii mérdelegyekben meghatdrozva. A savas
tartomanyban Citrat-foszfat (o,e) mig a lugos tartomanyban borat puffereket hasznaltunk
([, &). A kitoltott jelzések (o, A) mutatjak a fertdzott leveleket, mig az iires jelolések (o, [1)

a kontroll leveleket. Hirom mérés reprezentativ eredményei szerepelnek az abran.

kovetkeztében a LOX aktivitds nagy mértékben emelkedett pH 5,5-nél, de a bazisos pH
tartomanyban még jelentésebben indukalodott az aktivitas, a maximalis novekedés pH 8,5-nél
volt megfigyelhetd A bazisos pH tartomanyban mar a fertdzést kovetd elsé napon
¢szrevehetéen megnétt a LOX aktivitds. Harom nappal a TMV fert6zés utan a Xanthi-nc
levélkivonatok LOX aktivitasa pH 5,5-nél 1,3-szor, mig pH 8,5-nél 2,1-szer volt magasabb

mint a kontroll levelekben. A TMV fertézéssel szemben fogékony Samsun levelekben is



negfigyelheté volt a LOX aktivitas indukcidja pH 5,5 értéknél, de Iényegesen kisebb
mértékben mint a Xanthi-nc novényekben. A bazikus pH tartomanyban is kés6bb indult meg
és kis mértékii volt az enzimaktivitas indukcidja (1. abra). A pH fiiggési gorbéken megfigyelt
kett0s maximum valdsziniileg arra utal, hogy a kiilonb6z6, eltéré pH optimummal rendelkezd
LOX izoenzimek egyiitt indukalodnak a TMV fert6zés hatasara. A kiillonb6z6é névényi LOX
enzimek a szubsztratként hasznalt zsirsavlancoknak vagy a 9., vagy a 13. szénatomjat képesek
oxidalni molekularis oxigén felhasznalasdval. Tobb vizsgéalat szerint a 9-specificitassal
rendelkez6 enzimek pH optimuma 6 koriil, mig a 13-specificitasaaké 8-9 koriil mérhetd, bar
vannak ellentmond6 megfigyelések is. A dohany genomjiban 1évé LOX gének szdma nem
ismert, részletesen mindOssze egy gén szerepét vizsgaltdk eddig fert6zott novényekben

(NtLOX1, GenBank azonosito: X84040).
2. Lipoxigendz aktivitas indukcidja virusfertozott paprika levelekben

Osszehasonlitasul a dohany mellett kisérleteket végeztiink paprikaval is, amely kozeli rokona
a dohanynak, mindkét névény a Solanacea csaladba tartozik. A magokat Dr. Zatykd Lajos
(Zoldségtermesztési  Kutatointézet, Budatétény) bocsatotta rendelkezésiinkre. Paprika
novények leveleiben megvizsgaltuk a LOX aktivitasok valtozasait virusfertdzéseket kovetden
¢s Osszehasonlitottunk egy inkompatibilis €és egy kompatibilis paprika-virus kolcsonhatast. A
kisérletekhez az L* rezisztenciagént tartalmazo TL 1791 paprikafajtat hasznaltuk. A kifejlett
paprikanovények leveleit két kiilonbozé tobamovirussal fertéztiik: az Obuda paradicsom virus
(ObPV) nekrotikus 1éziokat okozott (hiperszenzitiv reakcid, inkompatibilis kapcsolat), mig a
paprika enyhe tarkulas virus (PMMoV) csak nagyon gyenge klorotikus tiineteket okozott
(kompatibilis kapcsolat). Az ObPV fert6zés igen jelentdsen fokozta a paprika levélkivonatok
LOX aktivitasat (2A. abra). A fertdzott és kontroll levelek LOX aktivitasait kiillonboz6é pH
értékeknél meghatarozva kitlint, hogy a fertdzés okozta aktivitads-valtozas legjobban pH 9,0
érteknél kovetheté (2B. éabra). Ezért ezen a pH értéken kovettik a LOX aktivitas
indukciojanak idébeni lefutasat az ObPV és PMMoV-sal fertdzott levelekben. Az ObPV-sal
fert6zott levelekben az aktivités jelentds ndvekedése 3 nappal a fert6zés utan jelentkezett, ami
egybeesett a nekrotikus 1éziok megjelenésével Az aktivitas folyamatosan emelkedett és 5
nappal az ObPV fert6zés utan elérte a kontroll érték 51-szeresét. Az ObPV-sal szemben, a
PMMoV fertézés csak nagyon kis mértékben valtoztatta meg a levélkivonatok LOX
aktivitasat 3 és 4 nappal a fertdzés utan, de ez a ndvekedés szignifikans volt. Hasonlo

eredményeket értiink el az L* rezisztenciagént tartalmazé 105/18-2 jelii paprikafajtaval is
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2. 4bra. A lipoxigenaz enzimaktivitas indukcidja Obuda paprika virussal (ObPV) fertézott és
kontroll TL 1791 paprika fajta leveleiben. A: aktivitasok harom nappal a fert6zést kdvetden,
B: az indukci6 kontrollhoz viszonyitott szazalékos mértéke a pH és a fert6zés utan eltelt id6
fliggvényében. A hasznalt pufferek egyeznek az 1. dbrdnal bemutatottakkal. Hairom mérés

reprezentativ eredményei szerepelnek az abran.

virusfertézések utan. Inkompatibilis gazda-virus kapcsolatok esetében a LOX aktivitas erésen
megnovekedett a lokalis nekrotikus 1éziok megjelenésével egyidében. Kompatibilis kapcsolat
esetén a LOX aktivitds megemelkedése nem volt szamottevd. A virus rezisztenciagént nem
tartalmazé Javitott Cecei paprikafajtat fertézve ObPV-sal vagy PMMoV-sal - mindkét esetben
kompatibilis virus/novény kapcsolat van - nem volt lényeges valtozas az LOX aktivitasban.

Kiegészitd kisérletekben megmértiik a LOX aktivitdsokat 1 mM NaCN jelenlétében is.
Ismert, hogy a cianid ionok gatolnak olyan hem-tartalmu aspecifikus peroxidaz enzimeket,
amelyek a lipoxigenazokhoz hasonl6an szintén képesek a telitetlen zsirsavak oxidaciojara, igy
befolyasolhatjak a LOX méréseket. Az 1 mM cianid jelenléte csak kis mértékben mintegy 3-8
%-al csokkentette a mért aktivitast pH 9,0 értéknél, ami mutatta, hogy a peroxidazok jelenléte
a paprikalevelek sejtmentes kivonataban nem befolyéasolja jelentdsen a mért LOX aktivitas
értekeket. Az inkompatibilis kapcsolatban nért igen jelentds LOX enzimaktivitas emelkedés
azt mutatta, hogy a lipoxigenaz-reakciout aktivalodott, aminek eredményeképpen

megndvekedhet egyes oxilipinek mennyisége is az ObPV-vel fert6zott paprika levelekben.



3. A lipoxigenadz enzimek dltal termelt zsirsav-hidroperidok elemzése HPLC-vel

HPLC modszerrel megvizsgaltuk a paprika levelek LOX izoenzimei altal termelt zsirsav-
hidroperoxidok helyzeti izoméria viszonyait (3. abra). A fert6zott és kontroll levelekbdl
készitett sejtmentes kivonatokat pH 6 és 9 értékeknél linolénsav jelenlétében inkubaltuk, majd
a keletkezett termékeket analizaltuk. A levélkivonatokban mind a 9-hidroperoxi-linolénsav
(9-HPOT), mind a 13-hidroperoxi-linolénsav (13-HPOT) szarmazékait ki tudtuk mutatni.
Altalaban a 9-HPOT mennyisége magasabb volt, mint a 13-HPOT-é. A fertézott levelekbdl
készitett kivonatokban t6bb 9-HPOT termel6dott a kontrollhoz képest, ami kiilondsen pH 9,0-

nél volt megfigyelhetd.
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3. dbra. A 9- és 3-lipoxigenazok altal termelt zsirsav-hidroperoxidok elvalasztdsa HPLC
technikaval. Vizsgalt zsirsav-hidroperoxidok és redukalt szarmazékaik: 13-hidroperoxi-
linolénsav (13-HPQOT), 13-hidroxi-linolénsav (13-HOT), 9-hidroperoxi-linolénsav (9-HPOT),
9-hidroxi-linolénsav (9-HOT).

4. A lipoxigenaz enzimeket kodolo gének expressziojanak a valtozasai virusfertozott paprika

levelekben

A fenti eredmények alapjan feltételezhetd volt hogy az ObPV fert6zés jelentésen megndveli a
LOX fehérjéket kodold gének expressziojat is paprika levelekben. A kérdés
megvalaszolasdhoz reverz-transzkripcios (RT)-PCR vizsgélatokat végeztiink. Az ObPV-sal és
PMMoV-sal fert6zott, valamint a kontroll levelekbdl a teljes RNS izolalasa utan végeztiik el a
reverz transzkripciot, majd PCR reakcidkat. A fert6zés hatdsara aktivalodé paprika LOX

gének megtaldlasdhoz eloszor degeneralt PCR primereket terveztiink, ismert burgonya,



dohéany és paradicsom LOX szekvenciak felhasznalasaval. A PCR reakciok termékeit agaroz
gélen végzett gélelektroforézissel detektaltuk. A degeneralt primerparral végzett vizsgalatok
kimutattak egy, az ObPV fert6zés hatasara gyengén indukalodo, de konstitutivan is jelenlévo,
feltételezhetéen LOX-ot kodold génterméket (4. abra). A PCR terméket kompetens E. coli
baktériumban klonoztuk, majd megszekvenaltattuk. A latszolag egységes PCR termék
szekvenalasa meglepd modon két 1j, részleges LOX szekvencidt eredményezett, amelyeket a

GenBank adatbazisban is elhelyeztiink (azonositoszamuk: DQ473539 and DQ473540). A

szekvenciak bioinformatikai elemzésével tobb, a lipoxigenazokra jellemz6 szekvencia-
motivumot sikeriilt kimutatni. Paprikdban jelenleg csak egy LOX génnek ismert a teljes
kodold szekvenciaja, amit 2009-ben publikalt egy dél-koreai kutatocsoport, és amit CaLOX1-
nek neveztek el (GenBank azonositd szadma: FJ377808). Ezért az altalunk talalt 2 (ij LOX gént
CaLOX2 és CalLOX3-nak neveztik el. A CaLOX1, CaLOX2 és CalLOX3 szekvencidkra
specifikus primer parokat terveztiink, majd ezekkel a primerparokkal is elvégeztiik az RT-
PCR reakcidkat. A PCR reakciok minden esetben a vart génterméket eredményezték, amit
szekvenalassal is igazoltunk minden esetben. Az ObPV fertdzés minden esetben az egyedi

LOX gének expresszidjanak a novekedését idézte eld (4. abra). A CaLOX1 és CaLOX3 gének
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4. 4bra. Paprika lipoxigenaz izoenzimeket kodold gének aktivalodasa Obuda paprika virussal
(ObPV) ¢és paprika enyhe tarkulas virussal (PMMoV) fert6zott TL 1791 paprika fajta

leveleiben. Két fiiggetlen bioldgiai kisérlet reprezentativ eredményei szerepelnek az abran.



transzkriptumai mar 12 oraval a fertézés utan akkumulaldédtak a paprika levelekben és a
mennyiségiik folyamatosan emelkedett. A két gén aktivaloddsa megeldzte a nekrotikus
tiinetek megjelenését ill. a LOX aktivitds emelkedését. A CaLOX2 gén csak 72 oraval a
fertdézés utan aktivalodott. A PMMoV fert6zés csak kismértékben fokozta a harom LOX gén
expressziojat. A fertézések soran gyenge mechanikus sériilés is éri a levél feliiletét. Virusok
jelenléte nélkiil végzett al-fertdzések is indukaltdk a harom LOX gén expresszidjat, és ez a
hatas nem volt szignifikansan kisebb, mint a PMMoV fert6z¢és hatasa, ami arra utal hogy a
virusok hatdsa ebben az esetben elhanyagolhatd. A fenti eredmények azt mutattdk, hogy az
ObPV fertdzés mindharom LOX gén expresszidjat lényegesen megnovelte. A paprika
genomban 1évé LOX gének szama nem ismert. Az egyetlen eddig ismert teljes szekvencia
(CaLOX1) mellett azonban a GenBank ¢s a Gene Index Project adatbazisokban szamos olyan
toredék nukleotid szekvencia (expressed sequence tag, EST) ismert, amely jellegzetes LOX
motivumokat tartalmaz. Ezeknek a jelenleg ismert szekvencidknak a szamitogépes
Osszeillesztése majd szekvencia-Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy legkevesebb 12 LOX gén
talalhatdo a paprikaban (nem kozolt eredmény). A szintén a Solanaceae csaladba tartozo
burgonyéban 14 teljes LOX gént szekvenaltak meg eddig.

A génexpresszios vizsgalatok soran a konstitutiven kifejez6d6 aktin gén expressziojat
mértiilk kontrollként. A PCR vizsgalatok soran kapott feltételezhetéen aktint kodolo
géntermeéket megszekvenalva valoban egy 1j, részleges aktin szekvencidt nyertiink, amit a
GenBankban is elhelyeztiink (azonositészama: DQ832719).

A jovoben valamennyi paprika LOX enzimet kodold gént meg kell ismerniink ahhoz,
hogy atfogd képet nyerjiink a virusfertézések hatasardl a zsirsavak peroxidacidjara paprika
levelekben. Feltételezhetd, hogy a lipoxigenazok altal termelt toxikus lipid-hidroperoxidok
részt vesznek a nekrotikus 1éziok megjelenésében. A LOX enzimeknek szerepiik lehet a
sejtmembranoknak a fert6zés kovetkeztében lezajlo atstrukturalodasaban, az ehhez sziikséges

katabolikus folyamatokban. A zsirsav-hidroperoxidok tovabbi enzimatikus reakciok soran

crcr

5. Az oxilipinek bioszintézisében meghatarozo enzimeket kodolo gének expressziojanak a

valtozasai virusfertézott paprika levelekben

A zsirsav-hidroperoxidok legalabb hét ismert enzimatikus uton alakulnak tovabb. A reakcio-
sorok elsd, meghatarozé enzimeinek a kodold génjei csak 3 esetben ismertek ndvényekben: az

allénoxid-szintetaz (AOS), a hidroperoxid-liaz (HPL) és a divinil-éter szintetaz (DES) enzim



esetében. RT-PCR technikaval megvizsgaltuk az AOS, HPL és DES gének expresszidjat
ObPV-sal és PMMoV-sal fert6zott, valamint a kontroll paprika levelekben. A vizsgalatainkat
megelézéen nem irtak még le AOS és DES génszekvenciakat paprikaban, csak egy HPL
szekvencia volt ismert. Ezért az AOS és DES gének esctében degeneralt primerparokat
terveztlink ismert burgonya, dohény és paradicsom szekvencidk felhasznalasaval, mig a HPL
gén esetében egy paprika gén-specifikus primer part hasznaltunk. A PCR reakciok termékeit
agardz gélen végzett gélelektroforézissel detektaltuk. A degeneralt primerparral végzett
vizsgalatok soran sikeriilt megszekvenalni egy-egy 1j, részleges CaAOS ¢és CaDES
szekvenciat, amelyeket a GenBank adatbazisban is elhelyeztiink (azonositoszamuk:

DQ832720 and DQ832721). A CaAOS és CaDES szekvenciak nagy szekvencia hasonlosagot

mutattak az adatbazisokban talalhato ortolog génekkel és jellegzetes szekvencia-motivumokat
tartalmaztak. A CaAOS és CaHPL gének expresszidja nem valtozott szignifikansan sem az
ObPV-sal sem a PMMoV-sal fert6zott paprika levelekben a kontrollhoz képest. Ezzel
szemben az ObPV hatasara a CaDES gén transzkriptuma igen nagy mennyiségben
akkumulalodott (5A. abra). Hasonléan a LOX gének esetében tapasztaltakhoz, a CaDES gén
expresszioja csak igen kis mértékben indukalodott a PMMoV fertdzés hatdsara (SA. dbra). A
CaDES gén aktivalodas mértékének pontos megismeréséhez kvantitativ, valds-idejii RT-
qPCR vizsgalatokat is végeztiink. Az eredmények szerint az ObPV fertézés kovetkeztében
nagyon jelentdsen, 18-szorosra nott a CaDES transzkriptum mennyisége 48 oraval a fertdzeést
kovetden, mig a PMMoV fert6zésnél csak 1,6-Szoros emelkedést tapasztaltunk (5B. ébra).

A fenti vizsgélatok igazoltak, hogy az oxilipin reakcidutak koziil a ObPV-sal fert6zott
paprika levelekben a divinil-éterek szintéziséhez vezeté reakciout fokozottan aktivalodik.
Fontossaga miatt a CaDES gén teljes kodolo szekvencidjat szerettiik volna megismerni, amely
célunkat tobb egymast kovetdé PCR reakcid segitségével, részben a 3'-RACE technikéval,
részben degenerdlt primerparokkal végzett PCR reakcciokkal, a gén darabok
megszekvenaltatasa és szamitogépes 0sszeillesztése utan sikeresen elértiink. A teljes CaDES
gént kodolo nukleotid szekvenciat a GenBank adatbazisban is elhelyeztiikk (azonositoszama:
DQ832721). A nukleotid szekvenciabdl atirhatdo CaDES fehérje 478 aminosavbdl all, elméleti
moltomege 54035. A CaDES fehérje nagy (90-91%) homologiat mutatott burgonya, dohany
¢és paradicsom 9-CaDES fehérjékkel, de 13-DES fehérjékkel szemben a homologia mértéke
csak sokkal kisebb, 39%-0s volt. A nagyon magas szekvencia-homologia miatt az altalunk
megszekvenalt 9-CaDES gén feltehetéen a homoldg génekhez hasonldé modon mikodik

paprika levelekben. A vilaghalon keresztiil miikddtethetd ChloroP 1.1 and TargetP 1.1
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5. 4bra. A paprika divinil-éter szintetiz (CaDES) gén aktivalodasa Obuda paprika virussal
(ObPV) ¢és paprika enyhe tarkulas virussal (PMMoV) fert6zott TL 1791 paprika fajta
leveleiben, tradicionalis RT-PCR modszerrel (A) és valds idejii RT-qPCR technikaval (B)

vizsgéalva. Harom filiggetlen biologiai kisérlet reprezentativ eredményei szerepelnek az abran.

bioinformatikai programok szerint a fehérjelanc nem tartalmaz tranzit-peptideket, tehat a
fehérje feltehetden a citoszolban helyezkedik el.

A mi eredményeinkhez hasonldéan a DES gén erételjes aktivalodasat és az AOS és HPL
gének valtozatlan expresszidjat talaltdk Phytophthora infestans-al fert6zott paradicsom
levelekben is. Szamos tanulmany igazolta a DES enzimek altal termelt divinil-éterek fokozott
felhalmozddasat fertdézott ndvényi szovetekben és kimutattadk direkt antimikrobidlis hatasukat
baktériumokkal és gombakkal szemben. A divinil-éterek szerepe a virusokkal fertézott
novényekben viszont teljesen ismeretlen, igy tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek

felderitéséhez.
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6. Novenyi hormonok hatasa a divinil-éter szintetaz gén kifejezodésére paprika levelekben

Ismeretes, hogy kiilonb6z6 ndvényi hormonok jelent6sen felszaporodnak mikrobialis
fertézések hatasara, ami jelentdsen megvaltoztathatja a novények génexpresszids mintazatat.
Ezaltal lényegesen befolyasoljadk a ndvények védekezési folyamatait, tobbek kozott az
indukalt rezisztencia kialakuldsat. Ezért megvizsgéaltuk harom névényi hormon, a natrium-
szalicilat (NaSA), az etilén-prekurzor 1-aminociklopropan-1-karboxilsav (ACC), és a metil-
jazmonat (MeJA) hatasait a CaDES gén expressziojara. A Kkisérleteket paprika
levélkorongokkal végeztiik, amelyeket Petri csészékben, a hormonok 0,1 mM-0s vizes
oldatain usztatva inkubaltunk 24 o6ran keresztiil. A levélszovetekbdl a teljes RNS tartalom

kivonasa utan specifikus primerekkel RT-PCR reakciokat végeztiink.

aktin

kontroll NaSA ACC MeJA

6. abra. A paprika divinil-éter szintetaz (CaDES) gén aktivalodasa novényi hormonokkal
torténd kezelések hatasara. Paprika levélkorongokat 0,1 mM natrim-szalicilat (NaSA), 0,1
mM 1-aminociklopropan-1-karboxilsav (ACC) és 0,1 mM metil-jazmonat (MeJA) oldatokkal
kezeltink 24 oran keresztil majd RT-PCR vizsgalatokat végeztink. A Kkonstitutiven
kifejez6d6 aktin gén expresszigjat mértiik kontrollként. Két fiiggetlen biologiai kisérlet

reprezentativ eredményei szerepelnek az abran.

A NaSA ¢és ACC kezelések a fenti kezelési koriilmények kozott nem befolyasoltdk
szignifikdnsan a CaDES gén expressziojat. Ezzel szemben a 0,1 mM MeJA oldatokkal térténd
kezelés hatdsara a CaDES transzkriptum mennyisége jelentdsen felszaporodott a paprika
levélkorongokban a kontroll kezelésekhez képest (6. abra). Ez a kisérlet ramutatott arra, hogy

a jazmonsav fontos szerepet jatszik a CaDES gén szabalyozasaban.
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7. Metil-jazmondt kezelés hatasa dohdny és paprika levélszovetek lipoxigendz aktivitasdara

A novényi hormonok koziil a metil-jazmonat (MeJA) szerepét igazoltuk a CaDES gén
indukcidjaban. Tovabbi ismereteket kivantunk szerezni a MeJA hatasair6l, ezért
megvizsgaltuk a MeJA oldatokkal torténd kezelések hatasat a dohany és paprika levelek LOX
aktivitasara. A kisérleteket Xanthi-nc és Samsun dohany valamint TL 1791 paprika
vizes oldatain Usztatva inkubdltunk 72 ill. 96 O6ran keresztil. A levélszovetekben
spektrofotometrias modszerrel hataroztuk meg a LOX aktivitdsokat, pH 6,0 és 9,0 értékeknél.

Dohany levélkorongokban a MeJA kezelések nagymértékben indukéltdk a LOX
aktivitasokat mind a TMV fert6zéssel szemben rezisztens Xanthi-nc, mind a fogékony
Samsun fajtak esetében (7. abra). Az enzimaktivitas méréseket két kiilonboz6 pH értéken
végeztiik, mivel ezeken a pH értékeken kiilonboz6 izoenzimek aktivalédnak. Feltehetd egyes
korabbi kozlemények alapjan, hogy az alacsonyabb pH 6,0 értéknél a 9-LOX indukcid, mig
pH 9,0 értéknél a 13-LOX indukcié a meghataroz6, bar az izoenzimek nagy szama és
kiilonb6z6 viselkedésiik miatt ez dohdnyban még nem bizonyitott. Mindkét pH értéknél
jelentds LOX indukcot tapasztaltunk a MeJA kezelések hatasara, bar a pH 9,0 értéknél mért
aktivitasok 1ényegesen kisebbek voltak mint pH 6,0-nal (7. abra).

8
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7. ébra. Metil-jazmonat (MeJA) hatasa a teljes lipoxigenaz (LOX) aktivitasra Xanthi-nc €s

Samsun dohénylevélkorongokban két kiillonb6z6 pH értéken meghatarozva.
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8. abra. Metil-jazmonat (MeJA) hatasa a teljes lipoxigenaz (LOX) aktivitdsra TL 1791

paprika fajta levélkorongjaiban fényben és sotétben két kiilonb6zd pH értéken meghatarozva.

A két dohany fajtatol eltérden, a paprika levélkorongok LOX aktivitasat csak igen kis
mértékben befolydsolta a MeJA kezelés, annak ellenére hogy magasabb MeJA
koncentraciokat alkalmaztunk ebben az esetben. A paprika levélkorongokat sotétben és
allandé megvilagitas mellett (150 umol m™ sec? PAR) is inkubaltuk, hogy atfogobb képet
nyerjiink a hormon esetleges hatasairél. A MeJA kezelések pH 6,0 értéknél csak 3 nappal a
kezelés megkezdése utan indukaltdk csekély mértékben a LOX aktivitast a megvilagitott
korongokban. A sotétben inkubalt korongok esetében 1 nappal korabban jelentkezett az
indukal6 hatas. A MeJA kezelések nem gyakoroltak semmilyen hatast a LOX aktivitdsokra a
pH 9,0 értéknél az allando megvilagitds mellett inkubalt levélkorongokban, mig a s6tétben

inkubalt levélkorongok esetében egy igen gyenge LOX indukcio volt észlelhetd (8. abra).
8. Novényi hormonok hatdsa a lipoxigenaz enzim aktivitasdara paprika levelekben
Megvizsgaltuk harom kiilonb6z0 ndvényi hormon, a natrium-szalicilat (NaSA), az etilén-

prekurzor 1-aminociklopropan-1-karboxilsav (ACC), és a metil-jazmonat (MeJA) hatasat a

LOX enzimaktivitaisra TL 1791 paprika fajta levélszoveteiben. A kisérleteket paprika
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levélkorongokkal végeztiik, amelyeket Petri csészékben, a hormonok 0,1 mM-0s vizes
oldatain usztatva inkubaltunk 24 o6ran keresztiil. A levélkorongokat allandé megvilagitas
mellett (150 pmol m™ sec! PAR) inkubaltuk. A levélszdvetekben spektrofotometrias

modszerrel hatdroztuk meg a LOX aktivitasokat, pH 6,0 és 9,0 értékeknél.
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Napok a kezelés utan
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—0— 0.1 mM MeJA
—e— 0.1 mM ACC

9. abra. Lipoxigenaz (LOX) aktivitds indukciéja ndévényi hormonokkal paprika
levélszovetekben. Kezelések: 0,1 mM natrim-szalicilat (NaSA), 0,1 mM 1-aminociklopropéan-
1-karboxilsav (ACC) és 0,1 mM metil-jazmonat (MeJA) vizes oldatokkal.

A harom kezelést 0sszehasonlitva a legnagyobb LOX indukalod hatast az etilén prekurzor
ACC fejtette ki, amely mindkét vizsgalt pH érték esetében jelentdsen megnovelte az
enzimaktivitadsokat, mar 2 nappal a kezelések megkezdése utan. Az el6z6 kisérletekben kapott
eredményekkel 0sszhangban a MeJA kezelés pH 6,0-nal kismértékben megnovelte a LOX
aktivitast, de pH 9,0-nél nem mutatott hatast. A natrium-szalicilat kezelések nem gyakoroltak

hatast a LOX aktivitasra egyik pH értéken sem (9. abra).



9. Egy patatin tipusu lipid acil hidrolaz (lipaz) enzim kodolo génjének expresszidja

virusfertozott paprika levelekben

A fertézés kovetkeztében a sejtmembranok szerkezete atalakul, lipid peroxidacio kovetkezik
be ¢és kiillonbozo jelatviteli anyagok szabadulnak fel. Ezekben a folyamatokban kiilonb6z6
lipazok is szerepet jatszanak, tobbek kozott a membran lipidekbdl szabad telitetlen szirsavakat
hasitanak le, amelyek a LOX enzimek szubsztratumai. Igy egyes lipazok és a LOX-ok altal
katalizalt folyamatok szorosan Osszefiiggenek. A patatin-szeri lipid acil-hidrolaz tipust
lipazok a galakto- és foszfolipidekbdl is képesek szabad telitetlen szénldncu zsirsavakat
lehasitani. Megvizsgaltuk egy ilyen lipaz enzimet kodolo gén (CaPAT1) expresszidjat ObPV-
sal fert6zott, rezisztens TL 1791 paprika fajta leveleiben. A Gene Index Project adatbazisbol
kivélasztott TC12193 jeli szekvenciara specifikus primert terveztiink, majd RT-PCR
modszerrel kovettilk a gén-expresszid valtozasait. A fertdzés hatasara a CaPAT1 gén
expresszidja igen jelentésen megemelkedett a fertdzés soran, az aktivalédas maximalis értéke
2 nappal a fert6zés utan volt megfigyelheté (10. 4bra), ami egybeesik a CaLOX gének

jelentdsebb mértékii aktivalddasaval, de megeldzi a nektotikus betegségtiinetek megjelenését.

Kontroll ObPV fert6zott

CaPAT

0 24 48 72 0 24 48 72

A fert6zés utan eltelt id6 (6ra)

10. abra. Egy patatin-szerii lipazt kodolo gén (CaPAT) aktivalédasa Obuda paprika virussal
(ObPV) fertézott és kontroll TL 1791 paprika fajta leveleiben. A konstitutiven kifejez6do
aktin gén expressziojat mértilk kontrollként. Két fiiggetlen bioldgiai kisérlet reprezentativ

eredmeényei szerepelnek az dbran.
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10. A virusfertézés hatasa az illékony oxilipin vegyiiletek bioszintézisére paprika levelekben

Az oxilipin bioszintetikus utvonalak egyik legfontosabbika a hidroperoxid-lidz (HPL) enzim
altal katalizalt reakcid, amely soran a LOX enzimek altal termelt a zsirsav-hidroperoxidok
hasadasaval illékony, rovid szénlanct vegyliletek keletkeznek. Az illékony oxilipinek sok
esetben biologiailag aktivak (hirvivé molekulak ill. antimikrobialis hatasuk van.

Az ELTE TTK Kémiai Intézetével egylittmikodve megvizsgéltuk az illékony,
kismolekulatomegii anyagok felszaporodasat ObPV-sal fert6zott ill. kontroll, rezisztens TL
1791 paprika fajta leveleiben. A vizsgalatokat gazkromatografias elvalasztas utan végzett
tomegspektrometriai elemzéssel (GC-MS) végeztiik el. Kezdetben jelentés megoldando
probléma volt a mintavételi és mintakezelési modszer kidolgozasa (extrakcid). Tobb modszer
kiprobalasa utan a legmegfelelobb a levelek folyékony nitrogénnel torténd eldorzsolését
kovetd, zart térben torténd szilard fazisu adszorbensen torténd megkotés bizonyult (SPME-
mintavevd szal hasznalataval). A gazkromatografias elvalasztas optimalizaldsa utan szamos
illékony komponenst sikeriilt kimutatni a kontroll és ObPV-fert6zott paprika levelekben (11.
abra).

Kontroll ODbPV fert6zott

770A "

720A

11. abra. Illékony, kis molekulatomegii vegyiiletek kimutatdsa Obuda paprika virussal
(ObPV) fertézott és kontroll TL 1791 paprika fajta leveleiben gazkromatografias-
tomegspektrometrias (GC-MS) modszerrel. Az abrdn a kontroll ¢és fertézott mintak

Osszionaram-grafikonjai lathatoak.
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A GC-MS modszer segitségével a tomegspektrumok alapjan szamos illékony komponenst
sikeriilt azonositani. A fontosabbak ezek koziil: hexanal, 2-transz-hexenal, 2,4-hexadienal,
metil-szalicilat, 1-etenil-1-metil-2,4-bisz(1-metiletenil)-ciklohexan, pentadekanal és alfa-
jonon. A jellemz6 tomegspektrumok koziil a 2-transz-hexenalét mutatjuk be a 12. abran.
Egyértelmiien megallapithatd volt, hogy a virusfert6zott ill. a nem fertézott paprika
levélmintak illékonyanyag-kibocsatasa kiilonbozo, a fertdzés 1ényegesen megndvelte szdmos
illékony vegyiilet kibocsatasat. Igy a nagy illékonysag 2,4-hexadienal, az alfa-jonon és a
pentadekanal mennyisége jelentésen megemelkedett a virusfert6zés kovetkeztében. Az alfa-
jonon nem a lipid hidroperoxidok hanem a karotenoidok bomlasterméke. Egyes komponensek
(pl. 2-transz-hexenal és a metil-szalicilat) mennyiségét viszont a fert6zés nem befolyasolta
szignifikansan. A fert6zott levelekben tobb olyan, egyenlére azonositatlan anyagot is
¢észleltiink, amelyek a fertdzetlen levelekben nem voltak detektdlhatdak. Nem volt kiilonbség
a fertézetlen kontroll ndvények levelei és a fertdzott ndvény nem fertdzott levelei kozott az

illékony anyagok kibocséjtasat 6sszehasonlitva.

GGO70607F1
07080703 1380 (5768 Cm (13751389 SenEw
100
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12. abra. A 2-transz-hexenal jellemzd tomegspektruma. Az Obuda paprika virussal (ObPV)
fertézott TL 1791 paprika fajta levelkivonatanak gazkromatografias elvalasztasa utan nyert

frakcio tomegspektrometrids elemzésével hataroztuk meg a toredékionok eloszlasat.

Osszehasonlitottuk a fenti inkompatibilis novény-korokozod kapcsolatot egy kompatibilis

kapcsolattal (paprika enyhe tarkulds virussal fertézott TL 1791 paprikafajta). Az illékony
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vegyiiletek képzodése jelentOsen eltért a kétféle novény-virus kapcsolat kozott, elsdésorban a
képzodott illékony anyagok mennyiségi viszonyait tekintve, a kompatibilis kapcsolatban

kisebb mértékii volt az illékony anyagok felhalmozddasa.

11. A glutation S-transzferaz gének szerepének vizsgdlata virusfertézott Xanthi-nc

dohanylevelekben

Az oxilipinek metabolizmusaban a fenti enzimeken kiviil fontos szerepet jatszanak a glutation
S-transzferaz (GST, E. C. 2.5.1.18) izoenzimek is. Az egyes GST izoenzimek altal katalizalt
redukciods reakcid soran a toxikus zsirsav-hidroperoxidokbol a joval kevéssé mérgezo zsirsav-
hidroxidok keletkeznek. A reakci6 soran a ko-szubsztratum redukalt glutationbdl a glutation
oxidalt, diszulfid formaja keletkezik. Olyan méregtelenitési, antioxidans reakcidé ez, amely
megakadalyozza a zsirsav-hidroperoxidok tulzott felhalmozo6dasat.

A GST enzimek szerepének vizsgéalatdhoz megvizsgaltuk a Tau osztalya GST gének
expresszidjanak valtozasait TMV-sal fert6zott, rezisztens Xanthi-nc dohanylevelekben, RT-
PCR technikaval. A szdmos stresszben fontos szerepet jatszoé Tau osztalya GST enzimekre
specifikus primerpart hasznaltunk a vizsgéalatokhoz. A PCR reakciok egy amplifikicios
terméket adtak, amelynek szekvenalasa igazolta a Tau GST gén azonossagat. A kezeletlen
Xanthi-nc ndvények leveleiben a GST enzimet kodold gén expresszidja gyenge volt, de TMV
fert6zés hatasara a gén transzkripcioja nagymértékben indukalddott, a legerdsebb indukciot 48

ordval a fertézést kdvetden mutattunk ki (13. &bra).

Tau GST

Aktin

6 12 24 48 72
A fertozés utan eltelt ido6 (ora)

13. abra. TMV fertézés hatasanak vizsgadlata egy Tau osztalyt glutation S-transzferaz
(NtGST) enzimet kodold gén expresszidjara Xanthi-nc dohanylevelekben RT-PCR

modszerrel. Az Konstitutiven kifejez6d6 aktin gén expresszidjat kontrollként vizsgaltuk.
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A Kkontroll levelekben a gén-expresszid szintje nem valtozott 72 oOra soran. Tovabbi
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy megallapitsuk az enzim pontos szerepét a virusokkal
szembeni védekezési reakcidkban. A GST feltehetéen a virus-indukalt nekrotikus 1éziok
Kiterjedésének a korlatozasaban jatszik szerepet a rezisztens névényekben.

Az altalunk megszekvenalt NtGST szekvenciaval nagy fokt homologiat mutatott
szamos, a GenBank adatbazisban talalhaté Tau osztalya GST génnel. Az NtGST génnel egy
99 %-os azonossagot mutatd szekvenciat talaltunk viszont a Gene Index Project
bioinformatikai adatbazisaban (tentative consensus sequence TC6532). Ez a szekvencia

tartalmazza a NtGST gén teljes fehérje kodold szakaszat.

12. A4 lipoxigendz (LOX) enzim szerepének vizsgalata Uromyces phaseoli gombaval fertozott

babnovényekben

A vizsgalatok kezdeti szakaszaban kivalasztottunk két olyan babfajtat, amelyek az Uromyces
phaseoli biotréf rozsdagombaval torténd mesterséges fert6zéssel szemben kiilonb6zo

toleranciat mutattak: az erdsen fogékony Békési fehér ill. a mérsékelten fogékony Diana

0.6 1

0.4 -

LOX aktivitas

Napok a fert6zés utan

—O— Békési fehér kontroll
—e— Békési fehér fertdzott
—24— Diana kontroll

—— Diana fertdzott

14. abra. Az Uromyces phaseoli rozsdagombaval torténd fert6zés hatasa bablevelek
lipoxigenaz aktivitasara a mérsékelten fogékony Diana, valamint az erésen fogékony Békési

fehér fajtakban.
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fajtat. A babnovényeket Uromyces phaseoli gombaval mesterségesen fertéztiik, majd
spektrofotometrikus modszerrel mértilk a LOX aktivitasokat. A tlinetek (szemmel lathato
rozsdatelepek a levél feliiletén) mintegy 6-8 nappal a fertézést kovetden jelentek meg a
fogékony leveleken. A LOX enzim aktivitasa kismértékben emelkedett a mérsékelten
fogékony Diana fajta leveleiben, de nem véltozott az erdsen fogékony Békési fehér fajta

leveleiben (14. abra).

Konkluziok

A lipoxigenaz (LOX) enzimek és az altaluk termelt lipid-hidroperoxidokbol enzimatikus uton
képzddo, valtozatos szerkezetli oxilipinek jelentds szerepet jatszanak a virusfertdzott dohany
¢s paprikandvények védekezési reakciodiban. A virusfert6zott novényi levelekben mind a 9-
mind a 13-LOX enzimek aktivitasa megemelkedik. Az inkompatibilis gazdandvény-korokozo
kapcsolatokban (a rezisztens ndvényekben) az aktivitas emelkedése gyorsabban és nagyobb
mértékben zajlik le, mint kompatibilis kapcsolatokban. Tomegspektrometrids mérésekkel
kimutathat6 volt, hogy az oxilipinek mellett terpenoid jellegii vegytiletek is felhalmozddnak a
virusfert6zott levelekben. Kimutattuk a divinil-éter szintetdz (DES) gén és egy patatin-szerii

lipaz gén szerepét a virusfert6zott paprikalevelek védekezési reakcioiban.



