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A jelentett palyazat cime:

Prooxidans és antioxidans novényi gének a nem-gazda
betegségrezisztenciaban - funkcié meghatarozas géncsendesitéssel

A Kkutatasi téma - elméleti hattér és megvalésitandoé célok

A természetben a novényfajok sokféle fertoz0 agenssel keriilnek kapcsolatba, de
megbetegedésre nem keriil sor, hiszen a gazdanovény csak egy-két specifikus kérokozdval
szemben fogékony, az Ossze tobbivel szemben azonban ellendlld: ez a nem-gazda
rezisztencia, amely éltaldban tiinetmentes vagy lokdlis sejt/szoveti nekrotizacidval
(hiperszenzitiv reakcio, HR) jar. A nem-gazda rezisztencia a legéltaldnosabb, leghatékonyabb,
ill. a legtartésabb ellendllésdgi forma, ugyanis azt jelenti, hogy egy adott novényfaj
valamennyi egyede rezisztens egy korokoz6 Osszes rasszdval szemben (Thordal-Christensen,
2003; Mysore és Ryu, 2004; Oh et al., 2006). Ezzel szemben az un. gazda rezisztencidnal csak
egy adott novényfajta ellendllo-képességérdl van sz6. Régoéta ismert, hogy a gazda
rezisztencia sordn az un. reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) vagy mds néven prooxidansok
(pl. szuperoxid /O, "/, hidrogén-peroxid /H,O,/) gyors felhalmozddasa okozhatja a kérokozok
elolését és/vagy HR-t, de a novényi antioxidans kapacitds fokozdodasat is a szomszédos
egészséges szovetekben (Levine et al., 1994; Lamb és Dixon, 1997; Grant és Loake, 2000;
Torres et al., 2006, Kirdly et al., 2007; Miller et al., 2009). A nem-gazda rezisztenciarol
viszont keveset tudunk, mechanizmusa még egydltaldn nincs tisztdzva. Amennyiben ez
sikeriil, igy a nem-gazda rezisztencia a jovOben jelentésen hozzijarulhat az eredményesebb
rezisztencia-nemesitéshez.

A palvazat f6 célja volt a prooxidans/antioxidans egvensiuly nem-gazda rezisztenciaban
jatszott szerepének jobb megismerése, tobbek kozott a kozremikodd novényi  gének
expresszidjanak vizsgalata és tényleges funkcidjuk tisztazasa altal.

Nem-gazda rezisztencia vizsgalatok — az antioxidansok szerepe

A pélyazati idészak elsé évében megkezdtiik a lokélis nekrézissal jar6 nem-gazda
rezisztencia vizsgalatat virusfertozott Nicotiana edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia
novényekben. A novényeket gazda-, ill. nem-gazda rezisztenciat kivalté virusokkal (dohdny
mozaik virus, TMV és dohdny nekrdzis virus, TNV) fertztiikk. Kordbbi kutatdsaink szerint
mindkét virus lokélis nekrotikus 1ézidkat okoz az emlitett novényeken, de a 'Columbia’
novények fokozottan rezisztensek, amely a kisebb 1ézidszdmban, ill. méretben és alacsonyabb
virustiterben is megnyilvanul (Cole et al., 2004; Kiraly et al., 2006).

A novényi kérokozok és abiotikus stresszek altal eldidézett nekrotikus tiinetek elleni
rezisztencia egyik alapja a gazdandvény fokozott antioxidans kapacitasa (Mittler et al., 1999;
Baltruschat et al., 2008). Ezt a hipotézist az MTA NKI-ban folyé régebbi kutatdsok az elsdk
kozott igazoltdk: egy nagy antioxiddns kapacitdsi dohdny vonal ugyanis fokozott ellenélld
képességet mutatott tobbféle, abiotikus és biotikus (patogének 4ltal indukalt) stressz soran
kialakul6 nekrotikus tiintetekkel szemben (Gullner et al., 1991; Barna et al., 2003).

Az antioxiddnsok nem-gazda rezisztencidban jatszott szerepe alig ismert. Mellersh és
munkatarsai (2002) szerint egy lisztharmat gombdaval (Erysiphe cichoracearum) fertdzott
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tehénborséban egy antioxiddns enzim (kataldz) injektdldsa a levelekbe a nem-gazda
rezisztencia részleges gitldsat eredményezte. Sajit, kordbbi kutatdsaink szerint N.
edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia novényekben egy antioxidans, ill. antioxidans
hatdsd enzimet kédolé gén (kataldz és alternativ-oxidaz, NgCATI és NtAOX1-2) expresszidja
viszont nem mutatott a nem-gazda virus rezisztencidra specifikus véltozdsokat (Kiinstler et
al., 2007).

Az enzimatikus antioxiddnsok egy masik tipusa, a glutation-S-transzferazok (GST)
nem-gazda rezisztencidban jatszott szerepére utal az a régebbi eredményiink, miszerint TNV-
fertozott dohdnyban a GST enzimaktivitds jelentdsen megemelkedik (Gullner et al., 1995).
Kivancsiak voltunk arra, hogy a GST aktivitdis mRNS-szinten is hasonlé médon valtozik-e?
Két, kiilonbozd tipusi GST fehérjét kodolé gén expresszidja (NtGSTTaul és NtGSTPhi)
(Dean et al., 2005) a nem-gazda rezisztenciat kivalté TNV-fert6zés utan kb. 20-24 o6raval
er6sen indukalddott a fokozottan rezisztens 'Columbia’ novényekben (szemikvantitativ RT-
PCR médszerrel mérve). A kérdéses GST-gének nem-gazda rezisztencidhoz valé
hozzajarulasa azonban csak részlegesnek tekinthetd, ugyanis 1/ az NtGSTTaul és
NtGSTPhi gének expresszidjat gazda rezisztenciat kivalté virus (TMV) fertézésekor mérve
kozel ugyanazt az eredményt kaptuk, mint a TNV-re: erds gén-indukci6 a fert6zés utdn 20-24
oréval de csak a fokozottan gazda rezisztens 'Columbia’ novényekben 2/ kontroll-inokuldlt -
mechanikai stressznek kitett - novényekben a gén-indukcié kozel akkora volt, mint
virusfertézéskor (1. dbra). A TNV, ill. TMV fert6zés utan 2-5 nappal viszont mar nem volt
kiilonbség az NtGSTTaul és NtGSTPhi gének expresszidjdban a kétféle novénytipus kozott.
Ez arra utal, hogy ezek a védekezéssel kapcsolatos gének a virusfertézés eldrehaladott
allapotaban mar nem befolydsoljdk a nem-gazda, ill. gazda rezisztenciét.
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1. abra: Két glutation-S-transzferdz gén (NtGSTTaul és NtGSTPhi) expresszié vdltozasai HR-rel egyiitt jar6
nem-gazda és gazda rezisztencidndl, dohdny nekrdzis-, ill. dohdny mozaik virussal (TNV és TMV) fert8zott N.
edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. Columbia (NEC) novényekben, a virusfertézés utdn kiilonbozé
idépontokban. Mock = kontroll inokuldlt (mechanikai stressz). A génexpressziét szemikvantitativ RT-PCR-rel
mértiik, referencidnak egy dohdny aktin gén (NtAct) expresszidjat tekintettiik.

Nem-gazda rezisztencia vizsgalatok — a prooxidansok szerepe

A pélyazat egyik f6 célja volt tisztdzni a prooxidansok (reaktiv oxigénszdrmazékok)
szerepét a nem-gazda rezisztencidban. Kordbbi eredményeink szerint, ha dohdnylevelekre
viszonylag alacsony koncentricioban (5-10 mM) permeteziink hidrogén-peroxidot, a
novényeket immunizalni lehet nem-gazda rezisztenciat kivaltd, nekrotikus tiineteket el6idézo
koérokozok fertézésével szemben is (Pseudomonas syringae pv. syringae, P. syringae pv.
phaseolicola) (Hafez et al., 2004; publikici6 elokészités alatt).
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A hidroxil gyok (OH') lehetséges funkcioja nem-gazda rezisztencidban

A prooxidansok nem-gazda rezisztencidban betoltott szerepének tovabbi tisztdzasdhoz
eldszor egy olyan N. edwardsonii x N. tabacum F1 fajhibridet allitottunk eld, amely a dohany
sziil6tdl szdrmazo lucerna ferritin transzgént (Dedk et al., 1999) fejez ki. A ferritin fehérje - a
szabad vas megkotése révén - képes a hidrogén-peroxidbdl keletkezd hidroxil gyok (OH)
termelddését gétolni. Az F1 fajhibrid novényeket a kordbban emlitett virusokkal (TMV és
TNV) fertdztiik. A virusfertdzott F1 hibridekben nagyobb volt a nekrotikus 1é€zi6k mérete, de
ez elsdsorban a TMV-fertdzott novényekben volt szembetiind (kb. hdromszor akkora
1éziéméret, mint az N. edwardsonii-ban), mig a TNV-fert6zott hibridnél a kiilonbség csak 1,3
-1,5-szeres volt (2. abra). Ezek szerint a hidroxil gyok fontos komponense lehet mindkét
rezisztenciaformanak, de a gazda-tipusi betegség ellenallosagban van inkabb
kulcsszerepe. A kérdés tisztizdsdhoz azonban sziikséges lesz a két virus replikacidjat is
figyelemmel kisérni a fertdzott novényekben, amit a kozeljovoben terveziink.

NE x NT FER

2. abra: HR-rel egyiitt jir6 nem-gazda és gazda rezisztencia dohdny nekr6zis- és dohdny mozaik virussal (TNV
és TMV) fertdzott N. edwardsonii (NE) és N. edwardsonii x N. tabacum lucerna ferritin transzgént kifejezd F1
fajhibrid (NE x NT FER) novényekben a virusfertdzések utdn 5 nappal.

A szuperoxid (O;") szerepe Nicotiana fajok nem-gazda rezisztencidjdaban

Kivéancsiak voltunk arra, hogy a hidroxil gyokon kiviil van-e mds prooxiddnsnak is
szerepe a N. edwardsonii nem-gazda rezisztencidjdban? A szuperoxid (O,”) 4ltaldban
abiotikus stresszek és fertdzések hatdsdra keletkezik nagyobb mennyiségben, €s tovabbi
reakciéi sordn hidrogén-peroxid, ill. hidroxil gyok is felhalmozddhat. A kérdés
megvdélaszolasdhoz N. edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia novényeket fertdztiink
arpalisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. hordei). Ebben az esetben a nem-gazda
rezisztencia tiinetmentes, de a fertdzott levelekben a szuperoxid -felhalmozddast nitro-blue-
tetrazolium (NBT) infiltrdldsaval (lasd Kirdly et al., 2002) lathatéva téve a 'Columbia'
novények fokozottabb szuperoxid-felhnalmozédast mutattak, a fert6zés utian mar 1-2
nappal. Erdekes, hogy az erds szuperoxid-felhalmozédds mér az egészséges 'Columbia’
levelekben is latszott (3. dbra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a magas szuperoxid szint
szerepet jatszhat a 'Columbia’ novények kordbban altalunk leirt, virusfertdzésekkel szembeni
fokozott nem-gazda és gazda rezisztencidjdban is.
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3. abra: Szuperoxid (O,7) detektdldsa egészséges (fertézetlen) N. edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var.
Columbia (NEC) novényekben és tiinetmentes nem-gazda rezisztencidndl, drpalisztharmat (Blumeria graminis
f.sp. hordei, A6) (Bgh) fertdzés utdn két nappal A szuperoxid detektdldsidhoz 0,1 %-os nitroblue-tetrazolium
(NBT) oldatot infiltrdltunk a fertézott levelekbe (lasd Kirdly et al., 2002).

A szuperoxid €s a nem-gazda rezisztencia Osszefiiggéseinek tovabbi vizsgdlatdhoz a N.
edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia novényeket a mindkét novényvonalban tiinetes
nem-gazda rezisztencidt (hiperszenzitiv nekrézis, HR) kivalté Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000-el fertoztik. Ez a baktérium koérokozo (7)(105 cfu/ml inokulum
koncentraciondl) a Columbia fajhibridben az infiltrdlt levélzonén beliil legfeljebb feleakkora
1éziokat okozott, és a baktériumszam a fertozést kovetd 48 oran beliil is csak kb. 50 %-a volt a
N. edwardsonii-ban mért értékeknek (4. dbra). Nagyobb inokulum koncentraciénal (7x10°
cfu/ml) viszont a Columbia novények fokozott rezisztencidja nem vagy csak kevésbé
érvényesiilt. Feltételezhetd tehat, hogy a viszonylag magas endogén szuperoxid szint
hozzdjarul a Columbia novények fokozott nem-gazda rezisztencidgjdhoz. A mindkét
novényben kompatibilis fertdzést (normoszenzitiv nekrozis) okozd Pseudomonas tabaci
baktérium fertdzésével szemben a Columbia novények szintén ellendllobbnak bizonyultak
(kb. 50 %-al kisebb nekrotizalt teriilet az infiltralt levélzéndban és 50 %-al kisebb
baktériumszam), de szintén csak az alacsonyabb inokulum koncentracional (7x105 cfu/ml) (4.
abra). Eredményeink szerint tehit a Columbia névényekben talalhaté viszonylag nagy
mennyiségili szuperoxid fontos tényezdje lehet az Gn. alap (bazalis) rezisztencidnak,
amely nem-gazda rezisztenciat és fogékonysagot Kkivalté korokozok fertézésekor
egyarant érvényesiilhet.
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4. abra: A baktérium szaporodds idébeni véltozdsa N. edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. Columbia
(NEC) novényekben tiinetes nem-gazda rezisztencidt (HR) kivalté Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 és
kompatibilis fertdzést (normoszenzitiv nekrdzis) kivalté Pseudomonas tabaci baktérium fert6zésénél. Az
inokulum koncentrécié mindkét esetben 7x10° cfu/ml volt.
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A szuperoxid (O5") szerepe gabonafélék (drpa, biiza) nem-gazda rezisztencidjaban

Arpanovények buzalisztharmattal (B. graminis f.sp. tritici) szembeni nem-gazda
rezisztencidja sordn nem alakulnak ki szabad szemmel l4thaté tiinetek. Kordbbi
eldkisérleteink eredményei arra utalnak, hogy a tiinetmentes nem-gazda rezisztencia egyik
oka arpdban is a prooxidansok felhalmozddésa lehet: ha antioxiddns enzimeket (szuperoxid-
dizmutdz €és kataldz) infiltrdltunk a fert6zott levelekbe, esetenként kialakultak a fogékony
gazda-kérokozo kapcesolatra jellemzd lisztharmatos tiinetek (Fodor, Hafez, Kiinstler és Kirdly,
publikdlatlan eredmények). A prooxiddnsok szerepére utaltak a gazda rezisztencidval
kapcsolatos korabbi eredményeink is: drpdban az endogén hidrogén-peroxid szint novelése
rezisztenciat eredményez az arpalisztharmattal szemben (Hafez és Kirdly, 2003; Kirdly et al.,
2004). Mivel a szuperoxid egy olyan prooxidans, melynek reakci6ibdl hidrogén-peroxid, ill.
hidroxil gyok is keletkezhet, kézenfekvd volt, hogy ennek a vegyiiletnek a nem-gazda
rezisztencidban jatszott szerepét is megvizsgaljuk arpaban, ill. mas gabonafélékben.

A szuperoxid-termelés gabonafélék nem-gazda rezisztencidjdban jatszott szerepét
vizsgélva el0szor arpat (cv. Ingrid, Mla) fertdztiink arpalisztharmattal (gazda rezisztencia) és
buzalisztharmattal (nem-gazda rezisztencia). Buzalisztharmat-fertézésnél a szuperoxid-
felhalmozddas NBT festéssel detektdlva mar 1 nappal a fertdzés utdn jelentkezett, mig az
arpalisztharmat-fertdzésnél csak kb. 24 6éraval késébb (5. dbra). A fogékony (kompatibilis)
arpa/lisztharmat kapcsolatban viszont szuperoxid-felhalmozddas egydltalin nem volt
detektalhato.
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5. abra: Szuperoxid (O,") detektdlasa gazda- és nem-gazda rezisztencidndl, drpaban (cv. Ingrid Mla), a fert6zés
utdn egy és két nappal. Az 4rpalisztharmat (Blumeria graminis f.sp. hordei, A6) fertézés gazda rezisztencidt
(HR), mig a buzalisztharmat (Blumeria graminis f.sp. tritici, magyar izoldtum) tiinetmentes nem-gazda
rezisztencidt eredményezett. A szuperoxid detektdldsdhoz 0,1 %-os nitroblue-tetrazolium (NBT) oldatot
infiltrdltunk a fertézott levelekbe (1asd Kirdly et al., 2002).

Kivéancsiak voltunk arra, hogy a fokozott korai szuperoxid-felhalmozodas, mint az
arpa tiinetmentes nem-gazda rezisztencidjanak egyik feltételezhetd komponense
megfigyelhetd-e méds korokozok fertdzésénél is? A tovabbiakban arpat (cv. Ingrid) fertdztiink
arparozsdaval (Puccinia hordei, gazda rezisztencia) és buzarozsdaval (Puccinia triticina,
nem-gazda rezisztencia). A lisztharmat-fertdzéses kisérleteinkhez hasonldan, biizarozsda-
fert6zésnél a szuperoxid-felhalmoz6dds mar 1 nappal a fert6zés utdn jelentkezett, mig az
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arparozsda-fert6zésnél csak kb. 24 6raval késobb. A fogékony (kompatibilis) arpa/drparozsda
kapcsolatban szuperoxid-felhalmozddést nem tapasztaltunk.

Annak tovédbbi tisztizdsdhoz, hogy a szuperoxid-termelés meghatirozé szerepet
jatszhat-e egy masik gabonaféle tiinetmentes nem-gazda rezisztencidjiban is, buzanovényeket
fertoztiink buazarozsdaval (Puccinia triticina, gazda rezisztencia), zabrozsddval (P. coronata
f.sp. avenae, nem-gazda rezisztencia) és arparozsdaval (P. hordei, nem-gazda rezisztencia). A
korabbi, drpan végzett fertdzéses kisérleteinkhez hasonl6an, zabrozsdéaval és drparozsddval
fert6zott buzéaban a szuperoxid-felhalmozdédds mar 2, ill. 3 nappal a fert6z€s utan jelentkezett,
mig a buzarozsda-fertdzésnél csak 4 nappal a fertdzés utin. A fogékony (kompatibilis)
btiza/bizarozsda kapcsolatban szuperoxid-felhalmozddast nem tapasztaltunk.

1 nappal a fertdzés utan 2 nappal a fertdzés utan
;:_" i g ! W i .‘Ii. I.- |1.| |
'% '] | f .* r '
E F R nonhost E | non-host

4 nappal a fertdzés utan

i

E non-host

6. abra: Szuperoxid (0,") detektdldsa gazda- és nem-gazda rezisztencidnal, buizdban, a fert6zés utin egy, két és
négy nappal. E = egészséges novény; F = fogékonysagot eredményezd bizarozsda (Puccinia triticina) fert6zés;
R = gazda rezisztencidt (HR) eredményez6 buzarozsda fertézés; non-host = tiinetmentes nem-gazda rezisztenciat
eredményez6 zabrozsda (P. coronata f.sp. avenae) fertézés. A szuperoxid detektdlasdhoz 0,1 %-os nitroblue-
tetrazolium (NBT) oldatot infiltrdltunk a fertdzott levelekbe (lasd Kirdly et al., 2002).

A fent emlitett kisérleteink eredményei alapjan tehdt a fogékony (kompatibilis)
gazda/patogén kapcsolatokban nincs szuperoxid-felhalmozddas, a gazda- rezisztenciat mutatd
kombindcidkban van szuperoxid-képzddés ill. akkumulacid, és a nem-gazda rezisztenciat
mutatd kombindcidkban, amelyek tiinetmentesek (nincs HR) szintén van, de d&ltalaban
kordbban észlelhetd a felhalmozodas (8. dbra). Feltételezhet6, hogy a korai szuperoxid-
felhalmozédas az oka a nem-gazda ellenallo képességnek és az ezzel egyiitt jard
tiinetmentességnek. A gazda rezisztencia esetében késobben halmozddnak fel a reaktiv
oxigénfajtak, és ez lehet az oka a rendszerint megjelend lokalis sejt/szoveti nekrotizacionak
(HR), amely sokszor jellemzdje ennek az ellendllosdgi forménak. A fogékony gazda/patogén
paroknal a koérokozok gatlds nélkiil fejlodhetnek, hiszen nem képzddik szuperoxid, és igy a
tipikus tiinetekkel jaré betegség kifejlddhet. Amennyiben a szuperoxid-képzodés valéban oka
a kétféle rezisztencidnak, akkor a szuperoxid-akkumuldcié gatlasa mérsékelheti vagy meg is
sziintetheti az ellendlloképességet. Erre utal az a kordbban mar emlitett eredményiink, hogy ha
antioxiddns enzimeket (szuperoxid-dizmutaz €s kataldz) infiltraltunk lisztharmattal fertozott
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arpalevelekbe, esetenként kialakultak a fogékony gazda-kérokozé kapcsolatra jellemzo
lisztharmatos tiinetek.

A szuperoxid (0O3") felhalmozoddsdhoz kotheto génexpresszios vdltozdsok nem-gazda
rezisztencidt kifejezo novényekben

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a nem-gazda rezisztencia sordn tapasztalhaté
fokozott, korai szuperoxid-felhalmoz6dds milyen génexpresszids véltozdsokra vezethetd
vissza? A koérfolyamatokkal kapcsolatos szuperoxid termelésért novényekben elsdsorban a
NADPH-oxidéazok felelosek (Torres et al., 2006, Kirdly et al., 2007; Miller et al., 2009).
Valés idejii RT-PCR-rel mérve azonban egyik esetben sem valtozott meg egy altalunk
vizsgélt arpa NADPH-oxiddz gén expresszidja lisztharmat fert6zés hatdsara. A szuperoxidot
altaldban a szuperoxid-dizmutdzok (SOD) konvertdljak hidrogén-peroxiddd (Mittler, 2002).
Eredményeink szerint lisztharmat-fert6zott arpaban egy szekvencidja alapjan feltételezhetéen
SOD gén expresszidja jellegzetes eltérést mutatott a gazda rezisztencia, ill. nem-gazda
rezisztencia eseteiben. Ha az drpat sajat lisztharmatgombdjdval fertdztiik (gazda rezisztencia),
a SOD génexpresszié fokozddott a fertézés utdn, és tartésan igy is maradt. Nem-gazda
rezisztencidndl (4rpa/buzalisztharmat) viszont a SOD gén expresszidja a szuperoxid
megjelenésével nagyjabdl egy idében - a fert6zés utdn 24 o6rdval — de csak atmenetileg
emelkedett meg jelentdsebben. KésObb az expresszid visszaesett az eredeti szintre,
feltehetden azért, mert a patogén koran elhalt (7. dbra). Feltételezhetd, hogy a sejt- és szoveti
nekrotizdcié (HR) hidnya ennél a rezisztencia-forméndl ezzel a jelenséggel is Osszefiigg. A
BAX-inhibitor 1 gén expresszidja az emlitett SOD génhez hasonld valtozast mutatott: az
expresszi0 a nem-gazda rezisztens darpa/buzalisztharmat kombindcidban a szuperoxid
megjelenésével egy idében, de csak atmenetileg fokozddott (7. dbra). A BAX-inhibitor 1
génnek, ill. fehérje-termékének hatdsa abban nyilvanul meg, hogy a programozott sejthalalt
(pl. a HR-t) gétolja (Hiickelhoven, 2004; Watanabe és Lam, 2006). Mivel a nem-gazda
rezisztenciat dltaldban a HR hidnya jellemzi, feltételezhetd, hogy a buzalisztharmat fertdzést
kovetd 24 6ra utdn a BAX-inhibitor 1 génexpresszid csokkenése is ezzel fiigg 0ssze.

Erdekes, hogy egyes antioxiddns (GST) gének fokozott, korai expresszidja a
szuperoxidot egészségesen is felhalmozd N. edwardsonii var. Columbia novényekben a HR-
rel egyiitt jar6 nem-gazda rezisztencidhoz kothetd (lasd a kordbban ismertetett eredményeket).
Ezek szerint a nem-gazda rezisztencia mechanizmusanak egyik kulcslépése lehet az
antioxidans kapacitas korai, gyors indukcidja a korokozo6 agens altal megtamadott novényi
szovetekben.

SoD Bax-inhibitor 1
6 7
5 " : p—
e | bawall | EF =
2 .%/."./‘\/’*)Kﬁ e nonhost| | = 2 s \; —+ non-host
(1) : : ‘ : 1 g\';;‘//'
’ ° * # “ K ’ 0 | 6 | 12 24 48 72
IDG(H) D)

7. abra: Egy antioxiddns (SOD) és egy programozott sejthaldl-gatlast meghatarozé gén (BAX-inhibitor 1)
expresszidjanak véltozdsa gazda- és nem-gazda rezisztencidndl, arpdban (cv. Ingrid Mla), a fertézést kovetd
harom napban. Az &rpalisztharmat (B. graminis f.sp. hordei, A6) fert6zés gazda rezisztencidt (HR), mig a
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buzalisztharmat (B. graminis f.sp.tritici, magyar izoldtum) tiinetmentes nem-gazda rezisztencidt eredményezett.
A génexpressziot valos idejii RT-PCR-rel mértiik. 1 = a fert6zés utdn 0 éraval detektalt génexpresszié. Kontrol
= egészséges (fertézetlen) novények. Host = gazda rezisztencia. Non-host = nem-gazda rezisztencia.

A gazda- és nem-gazda rezisztencia mechanizmusinak Osszefiiggései - rezisztencia
gén(ek) funkcionalis vizsgalata

Mind Nicotiana edwardsoni-ban, mind a Nicotiana nemzetség mds fajaiban is a TMV-
vel, ill. TNV-vel szembeni gazda-, ill. nem-gazda rezisztencia végeredménye a fert6zési
helyeken kialakul6 lokdlis nekrotikus 1€ziok (HR) megjelenése. Régota ismert, hogy ezekben
a novényekben a TMV-vel szembeni gazda rezisztencidért altaldban az N gén a felel6s
(Holmes, 1938; Whitham et al., 1994). A TNV-vel szemben hatd rezisztencia gént/géneket
viszont még nem azonositottdk. Felmeriil a kérdés, hogy az N gén csendesitése hogyan
befolyasolja a mas, TMV-vel nem rokon virusokkal (pl. TNV) szembeni nem-gazda
rezisztenciat N. edwardsonii-ban?

Az N rezisztencia gén csendesitésének hatasa a TMV-vel szembeni gazda rezisztencidra

A kérdés megvalaszoldsdhoz egy kiilfoldi csoporttal (Jim Schoelz kutatdcsoportja,
University of Missouri, USA) egyiittmiikodve az N gén 1. exonjdra tervezett hairpin
konstrukciot kifejez6 transzgenikus N. edwardsonii novények virus rezisztencidjat vizsgaltuk.
Az emlitett transzgén-konstrukci6 révén a ndvények egy részében az N gén csendesitve van,
ezért a TMV-vel szembeni gazda rezisztencia lathatéan sériil (késobb megjelend, kisebb és
joval kevesebb 1ézidk) (8. dbra), bar a TMV titer - ELISA mddszerrel mérve - nem valtozik a
vadtipusd novényekhez képest (Balaji et al., 2007; sajat vizsgélataink). A kiilfoldi partnerrel
egylitt azonban azt is kimutattuk, hogy az N gén-csendesitett N. edwardsonii novények nagy
részében a redukalt 16zi6 képzés valdban egyiitt jar a TMV-rezisztencia sériilésével, ugyanis
1/ fokozddik a sejtrdl-sejtre torténd virus terjedés mértéke az inokuldlt levelekben. A zold
fluoreszcens fehérje génjét kifejez0 TMV konstrukcioval (TMV-30B-GFP) fert6zott N gén-
csendesitett novényekben a virus terjedés mértékét jelzé zold fluoreszcencia (UV fényben
detektadlva) jéval er6sebb volt, mint a vad tipusi novényekben 2/ az N gén csendesitésének
hatdsara a TMV-fert6zésre jellemz0 szisztemikus nekrézis (Cole et al., 2004) kb. 3-5 nappal
kordbban jelentkezett, mint a vad tipusd N. edwardsonii-ban (8. dbra). Ezek az eredmények
tehat arra utalnak, hogy az N gén csendesitése valoban csokkentette a TMYV-vel szembeni
gazda-rezisztenciat, els6sorban a TMV sejtrél-sejtre torténd és szisztemikus terjedésének
fokozasdval.

¥ gén-csendesitett

transzgenikus
o edwardsonil &

vad Lipush N géen-czendesitett
N, edwardsonii trang; ( i

8. abra: HR-rel egyiitt jaré gazda rezisztencia lathaté sériilése dohdny mozaik virus (TMV) fertdzés utdn 5 és 9
nappal, N gén-csendesitett transzgenikus N. edwardsonii inokulalt (fekete hattér), ill. szisztemikus (vildgoskék
hattér) leveleiben.
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Az N rezisztencia gén csendesitésének nem vdrt hatdsa a TNV-vel szembeni nem-gazda
rezisztencidra

Eredményeink szerint az N gén-csendesitett N. edwardsonii novényekben a TMV-vel
nem rokon TNV-vel fertézve a vad tipushoz képest szintén kisebb és joval kevesebb lokalis
nekrotikus 16zi6 képzddik (gyakran tiinetmentesség tapasztalhatd) (9. 4&bra). Annak
tisztazasara, hogy a kevesebb 1€zi6 a nem-gazda virusrezisztencia csokkenését vagy
ellenkezdleg, fokozddasit jelzi, a TNV koncentraciot szemikvantitativ RT-PCR-rel vizsgaltuk
az inokuldlt és szisztemikus levelekben.

Az elsé (2007-es) eldkisérletekben a TNV kopenyfehérje gén kdédold régidjara
tervezett degeneralt primerpart haszndlva az eredmények nem voltak egyértelmiiek. A TNV-
vel inokuldlt levelekben az N gén-csendesitett N. edwardsonii mintdk kb. felénél a csokkent
1ézioképzés egyiitt jart a viruskoncentracié enyhe emelkedésével, de késdbb ezt nem sikeriilt
reprodukdlni. A kérdés tisztazasahoz szekvendltuk a degenerdlt primerpar altal amplifikalt
TNV génszakaszt majd ez alapjdn terveztiink egy Uj, a templdtnak pontosan megfeleld
primerpart. A TNV titert az Gj primerpar segitségével, szemikvantitativ RT-PCR-rel mérve a
viruskoncentrdcié valamennyi N gén-csendesitett N. edwardsonii mintaban (inokulalt levelek,
6 nappal a fertézés utdn) a vad tipusban mértnek csupan toredéke volt. A szisztemikus
levelekben (21 nappal a fert6zés utdn) a TNV egyaltalan nem volt detektdlhatd, se a vad
tipusu, se az N gén-csendesitett novényekben. Az eredményeket kvantitativ (valés idejit) RT-
PCR mérésekkel is megerdsitettiik (9. dbra).

10000

INV-CP

TNV, 6 DPI TNV. 21 DPI

100

relativ expresszio

NE  NE, N-csendesitett NE  NE, N-csendesitett
1f 2 1 2 3 4 1 2 1 2 3 4

inokulalt levelek felsd (nem-inokulalt) levelek

9. abra: HR-rel egyiitt jar6 nem-gazda rezisztencia fokozddasa N gén-csendesitett transzgenikus N. edwardsonii
novényekben. Felso kép (fekete hattér): tiinetek az inokuldlt levelekben a dohdny nekrézis virus (TNV) fert6zés
utdn 6 nappal. Alsé kép: a TNV titer alakuldsa vad tipusi (NE) és N gén-csendesitett transzgenikus M.
edwardsonii inokulalt és szisztemikus leveleiben, a virusfert6zés utdn 6, ill. 21 nappal. A TNV titert a virus
kopenyfehérje génjének (TNV-CP) relativ expresszidja fejezi ki (valés ideji RT-PCR-rel mérve). 1000 = a
vadtipusban detektalt génexpresszié (2 novény atlagabdl).
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Annak tisztdzasara, hogy a transzgenikus N. edwardsonii n6vényekben a TNV fert6zés
visszaszoruldsa az N gén csendesitésének kovetkezménye-e, valds idejli RT-PCR-rel mértiik
az N gén expresszidjat az inokuldlt levelekben 6 nappal a TNV fert6zés utan, ill. a
szisztemikus levelekben 21 nappal a TNV fert6zés utan, a kiilfoldi partnertink dltal publikalt
modszer szerint (Balaji et al., 2007). Mind az inokulalt, mind a szisztemikus levelekben az N
gén expresszidjanak jelentds csokkenését detektdltuk a vadtipusu novényekhez képest (10.
abra). Mindez arra utal, hogy a TNV titer csokkenése az N gén csendesitése altal beinditott
folyamat kovetkezménye lehet.
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NE NE, N-csendesitett NE  NE, N-csendesitett
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inokulalt levelek felsé (nem-inokulalt) levelek

10. abra: Az N gén expresszidja vad tipusi (NE) és N gén-csendesitett transzgenikus N. edwardsonii inokulalt
és szisztemikus leveleiben, a dohdny nekrézis virus (TNV) fertézés utdn 6, ill. 21 nappal. Valés idejii RT-PCR.
100 = a vadtipusban detektalt génexpresszid (2 novény atlagabol).

Eredményeink szerint tehit N. edwardsonii-ban az N gén csendesitésének hatasara
a TNV-vel szembeni nem-gazda rezisztencia fokozodott. Ezek szerint egy TMV ellen hat6
virus rezisztencia gén (N) terméke egy nem rokon virus (TNV) fert6zésekor fogékonysagi
faktorként hathat. Kordbbi vizsgalatok alapjdn azonban ismert, hogy a N. edwardsonii-ban
taldlhat6 N gén szekvencidja 9 nukleotidndl mutat eltérést a Whitham et al. (1994) altal
elsOként publikalt dohdny szekvenciatol és ezekbdl 2 pontmuticié eredményezi az aminosav
szekvencia megvaltozasat (Cole et al., 2004). Elképzelhetd tehat, hogy az N gén 4ltal kédolt
fehérje N. edwardsonii-ban miikodo véltozata a TMV-vel szemben rezisztenciat hatdroz meg,
mig egy masik virus, a TNV esetén fogékonysagi faktorként hat. Jelenleg természetesen nem
kizérhat6 az sem, hogy ezt a faktort egy az N génnel rokon gén kddolja, hiszen egy adott gén
csendesitése a vele legaldbb 80 %-ban homoldg szekvencidju rokon gének miikodését is
géitolja (Baulcombe, 1999). Erre utalnak kiilfoldi partneriink eredményei: egy az N génnel 83
%-ban homoldég N. edwardsonii szekvencia csendesitésével is sériill a TMV-vel szembeni
gazda rezisztencia (Balaji et al., 2007): akdr ez vagy egy hasonlé N gén-homoldg is
kédolhatja a TNV fogékonysagi faktort.

Eldkisérleteket kezdtiink vad tipust és a dohdny-eredetii N gént kifejezd transzgenikus
N. benthamiana-ban: arra vagyunk kivancsiak, hogy ezekben a novényekben a TNV fertdzés
kimenetelét hogyan befolydsolja a kérdéses N gén fehérjeterméke? Jelenlegi ismereteink
szerint a TNV csak a N. benthamiana-t képes szisztemikusan megfertézni (Molnar et al.,
1997). Az éltalunk haszndlt TNV torzs (E) mind a vadtipust, mind az N génre transzgenikus
novényeken szisztemikus nekrézist okoz, de a tiinetek a transzgenikus névényeken kordbban
jelennek meg, ill. joval kifejezettebbek. Ezek szerint a dohdny-eredetii N gén fehérjeterméke
N. benthamiana-ban valéban a TNV fertdzés fogékonysagi faktora lehet. A kérdés
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megvalaszoldsdhoz sziikséges lesz a TNV titer mérése is: ezek a vizsgdlatok jelenleg
folyamatban vannak.

Az N rezisztencia gén csendesitése fokozza a TNV-vel szembeni nem-gazda rezisztencidt, de
nem a védekezési gének indukciojdan keresztiil

Kivancsiak voltunk arra, hogy az N gén-csendesitett N. edwardsonii-ban a TNV-vel
szembeni nem-gazda rezisztencia erfsodése egyiitt jar-e egyes védekezési gének fokozott
indukciéjaval? Egy patogenezissel kapcsolatos és a szalicilsav glikozildlds kulcsenzimjét
kodold gén (NgPRI és NtSGT) expresszidjat vizsgaltuk a vadtipusu és N-gén csendesitett
novényekben, az inokuldlt levelekben 6 nappal a TNV fert6zés utdn, ill. a szisztemikus
levelekben 21 nappal a TNV fert6z€s utdan. A két védekezési gén expresszidja az N gén-
csendesitett novényekben a TNV fertdzést kovetden kb. ugyanolyan mértékben vagy kevésbé
indukalédott, mint a vadtipusban (11. dbra). Ezek szerint az N gén-csendesités hatdsdra N.
edwardsonii-ban kialakulé, TNV-vel szembeni fokozott nem-gazda rezisztencidban nincs
szerepe a védekezési gének emelt szintll indukcidjdnak.

A fentiek alapjan TNV fert6zésnél a HR-t kivalto, fokozott nem-gazda rezisztencia
oka valoszinlileg az N. edwardsonii-ban taldlhatd6 N gén vagy egy homoldgja éltal kédolt
fogékonysagi faktor(ok) hidnya és nem a védekezési rendszer ,(felporgetése”. A pontos
valaszhoz azonban sziikséges a kérdéses védekezési gének expresszidjat egészséges
novényekben is megvizsgalni, ezek a vizsgélatok jelenleg folyamatban vannak.
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11. abra: Védekezési gének (NgPRI és NtSGT) expresszidja vad tipusi (NE) és N gén-csendesitett
transzgenikus N. edwardsonii inokuldlt és szisztemikus leveleiben, a dohdny nekrézis virus (TNV) fertézés utidn
6, ill. 21 nappal. Valés idejii RT-PCR. 100 = a vadtipusban detektalt génexpresszid (2 novény atlagabol).

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

A széleskorli kutatdsok ellenére ma is vitatott kérdés, hogy kozvetleniill mi gétolja
olyan hatdsosan a kérokozokat a nem-gazda rezisztencidt mutaté novényekben? Palydzatunk
eredményei szerint a nem-gazda rezisztencia egyik kulcsfontossdgi oka a prooxiddnsok —
elsésorban a szuperoxid — felhalmozoddsa lehet. A nem-gazda ellendlld képességhez
hasonléan korai és gyors lefolyasu a gazda rezisztencia egyik specidlis formdja, az in. extrém
rezisztencia is, amely tiinetmentes és elsdsorban virusfertdzések ellen hat (Bendahmane et al.,
1999; Hajimorad et al., 2006). A jelen pédlydzat kutat6i koziil ketten is részt vesznek egy, az
MTA NKI-ban futé tjabb OTKA pélyazatban, melynek f6 célja a prooxiddnsok extrém
rezisztenciaban jdtszott szerepének feltarasa.
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Péalyazatunk eredményei arra is ramutatnak, hogy egy adott kérokozé ellen hatd
rezisztencia gén terméke egy masik korokozo fertdzésekor pontosan ellenkezd hatast valthat
ki, fogékonysdgi faktorként hathat. Az N gén-csendesitésének hatdsaival kapcsolatos
munkdnk tdvolabbi célja a virusfertdzésekkel kapcsolatos nem-gazda rezisztencia
mechanizmusdnak alaposabb feltdrdsa egy potencidlis - az N génnel rokon - TNV
fogékonysagot el0segitd gén(ek) azonositdsa és jellemzése altal. Ezt a munkat a tovabbiakban
is a fent emlitett kiilfoldi egyiittmiikodo partnerrel (Jim Schoelz kutatécsoportja, University of
Missouri, USA) kozosen tervezziik kivitelezni. A virusokkal szembeni nem-gazda
rezisztenciat befolydsold gének azonositidsa/jellemzése a jovO rezisztencia-nemesitését teheti
még eredményesebbé.
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