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A jelentett palydzat cime:

A reaktiv oxigénfajtak szerepe virus és gomba korokozok
limitalasaban rezisztens novényekben

Bevezetés

A betegség-rezisztens novényekben a fert6z0 virusok, baktériumok és gombdk gatlast
szenvednek vagy elpusztulnak. Ez akkor kovetkezik be, ha a kérokozo effektora és a
rezisztens novény receptora inkompatibilis kdlcsonhatasba 1€p egymassal. A korabbi években
tobb tedria latott napvildgot, amelyek az ellendllésdg mechanizmusédra kiséreltek meg
magyardzatot adni (cf. Kirdly et al., 2013a). Legismertebbek a hiperszenzitiv reakcié (HR),
fitoalexinek gatl6 hatdsa, sejtfalmdédosuldasok, reaktiv oxigén fajtdk (ROS) gombadlo,
baktériumold hatasa. A korokozo6 és novény kolcsOnhatasdnak genetikai szempontjait igen
sikeresen dolgoztak ki a kutatok (cf. Schulze-Lefert és Bieri, 2005, Maekewa et al., 2011), de
azok a bizonyitékok, amelyek kozvetleniil adtak volna magyarédzatot a kérokozok elolésének
mechanizmusdra a rezisztens névényben, hidnyoztak és jelenleg is hidnyoznak. Ujabban a
kutatds homlokterébe keriilt a reaktiv oxigénfajtak (ROS) szerepének tisztdzdsa mind az allati,
mind a novényi immunitassal kapcsolatban. Ennek egyik oka az, hogy a humdan vagy allati
fagocit6zis mechanizmusa és a ROS-felhalmozddas kozott ok-okozati Osszefiiggést mutattak
ki (Morel et al., 1991). Tovdbba néhdny ndvényi immunitdsi folyamatban bizonyithatéan
felhalmozddott valamelyik ROS (szuperoxid, hidrogén-peroxid, hidroxil gyok) (cf. Doke,
1983, Adam et al., 1989, Baker és Orlandi, 1995, Torres et al., 2006, Shang et al., 2010). Az
is kidertilt, hogy a felhalmoz6dé ROS megvédheti a novényeket egy késObben bekovetkezd
fertozéstdl. Igy lehetségessé valt az, hogy kiilsé ROS-kezelésekkel megvédiiik a novényeket
egy késObben bekovetkezo fertdzéstdl (Hafez és Kirdly, 2003, El-Zahaby et al., 2004). Arra is
felhivtuk a figyelmet, hogy igen enyhe ROS-kezelésekkel immunizdlhatjuk a novényeket
olyan betegségek ellen, amelyeknek tiinetei szoveti nekrézisokkal jarnak egyiitt (Hafez et al.,
2012). Ugy tiinik tehdt, hogy az dllati fagocitézis és a ndvényi immunitds analég folyamatok.

Jelen pdlyazatunkban arra véllalkoztunk, hogy ujabb rezisztencia-tipusok elemzésével
tisztdzzuk azt, hogy ezekben az esetekben a korokozok gitldsa vagy eldlése ok-okozati
Osszefiiggésben van-e a reaktiv oxigénfajtak karos hatasaval.

Kiilonbozo tipusi reaktiv oxigénfajtak felhalmozédasa a rezisztens névényekben

Egy korabbi OTKA projekt (AT048866) keretében felismertiik, valamint egy ujabb
publikdciéban (Kirdly et al.,, 2013a) kozoltik azt a torvényszerii jelenséget, hogy a
lisztharmat-rezisztens gazdandvényekben a fertdzés utdn szuperoxid (O,") halmozddik fel, a
lisztharmat-rezisztens nem-gazda arpa novényben a O,  igen kordn akkumuldlédik, a
fogékonyakban azonban nincs O, -felhalmozédas. Ennek az oxigén szabadgyoknek a
jelenlétét NBT (nitroblue tetrazolium klorid) festéssel hataroztuk meg az arpalevelekben.

Az ujabb, fénymikroszkopos vizsgalataink azt mutattdk, hogy az éltaldban tiinetmentes nem-
gazda rezisztencia esetében a O,  nem az inkompatibilis kérokoz6 lisztharmat (Blumeria
graminis f.sp. tritici) behatoldsi helyén, az epidermiszben akkumuldlédik, hanem a
mezofillum sejtjeinek kloroplasztiszaiban. Ha azonban a lisztharmat-rezisztens arpat sajat
lisztharmat gombadjaval (B. graminis f. sp. hordei) fertézziik (HR-tipusu lokalis nekrotikus
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tiinetek), a mezofillum sejtekben nincs, vagy alig van O, akkumulacié (1. abra). Erdekes,
hogy eredményeink szerint a O," termelésért felel0s egyik legfontosabb enzim, a NADPH-
oxiddz aktivitdsa jO6l korreldl a nem-gazda rezisztencia sordn megfigyelt korai O,”
felhalmozddassal (2. abra).

Tunetek hét nappal a
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Gazda rezisztencia: Hordeum vulgare Ingrid Nem-gazda rezisztencia: H. vulgare Ingrid
Blumeria graminis f.sp. hordei~vel fertbzve B. graminis f.sp. tritici-vel fertdzve
1. abra. Korai szuperoxid (O,”) felhalmozddds nem-gazda rezisztencia sordn, lisztharmattal fert6zott arpa
(Hordeum vulgare cv. Ingrid Mla) levelekben, a mezofillum sejtek kloroplasztiszaiban. A szuperoxidot NBT
(nitroblue tetrazolium klorid) festéssel detektaltuk.
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2. abra. A szuperoxid (O,7) termelésért felelds egyik legfontosabb enzim, a NADPH-oxiddz aktivitdsa jol
korreldl a nem-gazda rezisztencia sordn megfigyelt korai O," felhalmozdédéssal (enzimaktivitdsok a lisztharmat-
fertdzést kovetd harom napon). Kontroll = fertézetlen arpa (cv. Ingrid Mla). Bgh = arpa (cv. Ingrid Mla)
arpalisztharmattal (Blumeria. graminis f.sp. hordei, A6) fertézve (gazda rezisztencia). Bgt = 4rpa (cv. Ingrid
Mla) buzalisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. tritici, magyar izolatum) fertézve (nem-gazda rezisztencia).

Jelen projekt keretében az emlitett ndvény/kérokozé kapcsolatokban egy masik ROS, a
hidrogén-peroxid (H,0,) felhalmozddasat is figyelemmel kisértiik diamino-benzidines (DAB)
festés segitségével. Ezek szerint a H;O, akkumulaciéja mindkét esetben (gazda rezisztencia és
nem-gazda rezisztencia) a fert6zés utdn egy nappal a mezofillum kloroplasztiszokban és az
epidermiszben a gomba behatolds pontjain valamint az epidermisz sejtfalakban is jol latszik.
Az intenzivebb H,O, felhalmozddéds azonban a gazda rezisztencidndl, és nem a nem-gazda
rezisztencianal észlelhetd (3. abra).
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Tunetek hét nappal a
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Gazda rezisztencia: Hordeum vulgare Ingrid Nem-gazda rezisztencia: H. vulgare Ingrid
Blumerfa graminis f.sp. hordei~vel fertbzve B. graminis f.sp. tritici-vel fertdzve

3. abra. Korai hidrogén-peroxid (H,0,) felhalmozddas gazda rezisztencia sordn, lisztharmattal fert6zott arpa
(Hordeum vulgare cv. Ingrid Mla) levelekben, a mezofillum sejtek kloroplasztiszaiban és az epidermiszben a
gomba behatolds pontjain, valamint az epidermisz sejtfalakban. A hidrogén-peroxidot DAB (diamino-benzidin)
festéssel detektaltuk.

Osszefoglalva, az drpa mezofillum kloroplasztiszokban detekt4lhaté korai O, -felhalmozédas
a buza lisztharmattal szembeni tiinetmentes nem-gazda rezisztencia markere, mig az
epidermiszben felhalmoz6dé H,0O, a gazda rezisztenciat jelzi, HR (lokalis nekrdzis)
tiinetekkel (Kiinstler et al., 2012).

Az extrém rezisztenciat kodolé Rx1 gén hatasa a O,” akkumulaciéra

A burgonyéban a burgonya X virus (Potato virus X) elleni extrém ellendllésdgot az Rx gének
(RxI és Rx2) biztositjdk. Ez az ellendllé képesség olyan hatdsos, hogy a szokvanyos
rezisztenciara jellemzd HR tipusu nekrotikus foltok sem jelennek meg a fertdzott rezisztens
leveleken, vagyis a novény tiinetmentes. Bendahmane et al. (1999) feltételezte, hogy a HR
nekrotikus foltok azért nem jelennek meg az extrém rezisztencia esetében, mert az Rx gének
hatdsdra a kérokozo virust a ndvény igen kordn gatolja, ill. eloli, emiatt korai tiinetmentesség
all elé.

A kérdés megvildgitdsa érdekében a kovetkezd kisérletet végeztiik el. Olyan transzgenikus
Samsun dohdnyfajtit alkalmaztunk, amely a burgonyabdl szdrmazé Rx/ gént is tartalmazta.
Ezt a genotipust Osszehasonlitottuk az Rx/ gént nem hordoz6 kontroll genotipussal. Mindkét
genotipust megfertdztik a burgonya X virussal, és vizsgdltuk a O,  akkumulédciéjanak
1dopontjat és intenzitasat. Eldzetes kisérletek szerint az extrém rezisztencia-gént kifejezo
genotipusban PVX fert6zés utdn mar par 6rdval a O,” akkumuldciéja intenzivebb, mint a
kontroll genotipusban (4. abra). A O,  -akkumuldcié és a korai virus-gatlds, ill.
tiinetmentesség  kozotti korrelacié indokolhatja azt, hogy az intenziv O," -akkumuldcidval
magyardzzuk az extrém rezisztencia mechanizmusat.
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4. abra. Szuperoxid (0,") felhalmozdddsa az Rx/ extrém rezisztencia-gént kifejez6 dohdny genotipusban
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a kontroll novényekben (N. tabacum cv. Samsun NN) a burgonya X
virus (PVX) Ny torzsével torténd mechanikai fertdzés utdn egy és két drdval. A szuperoxidot NBT (nitroblue
tetrazolium klorid) festéssel detektaltuk.

A Keszthelyi burgonyafajtakra jellemzo, burgonya X virus ellen hat6é rezisztenciagén
azonositasa

A keszthelyi Burgonyakutatdsi Kozpontban folyé tobb évtizedes nemesitési munka
eredményeként szamos kivdld beltartalmi értékekkel ¢és kiemelkedd rezisztencia
tulajdonsagokkal rendelkezd fajtat llitottak eld. A rezisztenciagének tobbsége vad Solanum
fajokbol szarmazik. A burgonyatermesztésben jelentds karokat okozdé burgonya X virus
(PVX) elleni extrém rezisztencia kialakitisdara az Rx2 extrém rezisztencia gént hordozé
Solanum acaule és az Rx1 gént hordoz6 Solanum tuberosum ssp. andigena fajokat hasznaltik.
Az azonban nem volt ismeretes, hogy a mindsitett fajtdk melyik vad fajbol szarmazo
rezisztencia gént hordozzdk. Ennek ismerete ugyanakkor sziikséges lenne a nemesitési,
valamint az annak hatékonysagat noveld marker alapu szelekciés munkakhoz.

Mindezek tiikrében a jelen kutatasi program célja egyrészt a Keszthelyen nemesitett burgonya
fajtdkban jelen 1€v6, a PVX-el szemben extrém rezisztenciat biztosité gén eredetének faj
szintll meghatarozasa, masrészt a rezisztencia miikodésének jellemzése volt.

1. Burgonya genotipusok burgonya X-virussal (PVX) szembeni rezisztenciajanak
vizsgalata

A kisérletben a rezisztencia forrdsanak, illetve mechanizmusanak vizsgdlata szempontjabol
potencidlisan szdmba vehetd genotipusokat vizsgaltuk mesterséges mechanikai fertézéssel,
illetve a masodik fazisban kertészeti oltdssal.

1. 1 A rezisztencia vizsgdlata mechanikai inokuldcioval

A rezisztencia meghatdrozdsihoz a burgonya X-virus burgonydbdl szarmazé Ny izoldtumat
hasznaltuk (az izolatumot dr. Salamon Pal bocsatotta rendelkezésiinkre). A virust Nicotiana
tabacum Xanthi-nc novényekben felszaporitottuk. A kisérletben genotipusonként 10 névényt
inokulaltunk foszfat puffer (pH 7,0) /iivegspatula/karborundum por mdédszerrel. A fertézést
kovetéen 4 hét utdin ELISA mddszerrel (Loewe Biochemica GmBH poliklondlis antitestet
alkalmazva) ellendriztiik a névények virusfertdzottségét.
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A vizsgélatban egyértelmiien fogékonynak bizonyult a Démon, a 06.325 (Botond) és a
Somogyi kifli (1. tdblazat). Rezisztensnek, illetve az eredmények megerOsitése érdekében
kertészeti oltdssal vizsgdlandénak bizonyult a White Lady, Luca, Lorett, Balatoni rézsa,
Katica és Hopehely fajta. Oltassal vizsgaltuk tovabbda az Rx/ gént tartalmazé Cara
burgonyafajtat.

1. tablazat. A Démon, Botond, Somogyi kifli fajtidk fogékonysdga és a White Lady
rezisztencidja PVX Ny ellen a mechanikai inokulédciot kovetd ELISA-vizsgélatban.

Névény ELISA extinkcios érték fajtanként és novényenként
Démon | Botond | Somogyi kifli | White Lady

1 2,549 1,235 0,962 0,007

2 2,162 1,068 1,125 0,007

3 1,298 1,272 0,204 0,008

4 1,199 1,623 1,235 0,024

5 0,066 1,136 1,464 0,019

6 1,449 1,478 1,879 0,00065

7 0,907 1,425 1,15 0,001

8 1,137 1,712 1,194 0,002

9 1,073 1,265 1,095 -0,00065

10 2,03 0,011 0,965 -0,003
Atlag 1,387 1,2225 1,1273 0,0065
Fertozési hatdrérték 0,027

1.2 A rezisztencia vizsgdlata kertészeti oltdssal

A kisérletben Solanum lycopersicum cv. Rutgers novényeket fertdztiink a PVX Ny virus
izolatummal, majd a fertdzést kovetd masodik héten a fertdzott novényekre virusmentes
burgonya novények oltoagat illetve a paradicsom novények oltéagat virusmentes burgonya
novényekre oltottuk. Az oltast kovetd 6todik héten ELISA modszerrel (Loewe Biochemica
GmBH poliklonélis antitest) vizsgaltuk a virusfertdzottséget az alanyokban és az oltédgakban.
Az oltashoz végzett inokuldciét kdvetden a paradicsom ndvények tipikus mozaikos tiineteket
mutattak.

1.2.1 Keszthelyi nemesitésii burgonyafajtdk vizsgdlata
A vizsgdlatban a Luca, Lorett és Hopehely fajtdk rezisztensnek, a Balatoni rézsa és Katica
fajtak eltérd mértékben ugyan, de fogékonynak bizonyultak (2. tdblazat).

2. tablazat. A fajtak fogékonysaga, illetve rezisztencidja a kertészeti oltast koveté ELISA-
vizsgélatban.

. . v ELISA Extinkcios érték
Vizsgalt fajta | Novény - — : 2 e ”
Atlag | Minimum | Maximum | Ferto6zési hatar

Paradicsom | 235 1,87 29

Luca 0,09
Burgonya 0,04 0,01 0,08
Paradicsom | 1,96 1,71 2,36

Lorett 0,09
Burgonya 0,04 0,01 0,07
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Paradicsom | 1,32 0,68 2,03
Hoépehely 0,1
Burgonya 0,08 0,01 0,22
Paradicsom | 1,3 0,9 1,7
Balatoni rézsa 0,186
Burgonya | 0,82 0,06 1,44
Paradicsom | 1,99 1,62 2,35
Katica 0,09
Burgonya 1,55 0,78 2,63

1.2.2 A keszthelyi nemesitésii White Lady burgonyafajta vizsgadlata

Az ELISA-vizsgilatban Neogen (Adgen) Ltd monoklondlis antitestét, valamint a biotesztben
lokalléziés gazdaként Gomphrena globosa tesztnovény levélasztott leveleit haszndaltuk.

A vizsgélatban a paradicsom oltédgakbodl €s alanyokbdl ELISA mddszerrel és bioteszttel (egy
kivétellel) minden esetben, a White Lady fajtandl egyik esetben sem tudtuk a virust kimutatni
(3. tablazat).

3. tablazat. A White Lady burgonyafajta rezisztencidja PVX Ny ellen (ELISA és bioteszt
vizsgélatok eredménye)

. ... ... . . | ELISA extinkcios érték Bioteszt

A vizsgalt novényi rész — 5
Neogen Mab Léziészam db/ 8 cm

1. White Lady alany 0,0115 0
Paradicsom oltéag 1,09 16
Paradicsom alany 1,1735 16,5
White Lady oltodg 0,0245 0
2. White Lady alany <0 0
Paradicsom olt6dg 1,03 18
Paradicsom alany 1,561 12
White Lady oltéag 0,0125 0
3. White Lady alany 0,002 0
Paradicsom olt6dg 1,241 0
Paradicsom alany 1,395 6
White Lady oltodg 0,038 0
4. White Lady alany <0 0
Paradicsom oltéag 1,1135 12
Paradicsom alany 1,3085 8.5
White Lady oltodg 0,007 0
5. White Lady alany <0 0
Paradicsom olt6dg 1,547 8,5
Paradicsom alany 1,2305 16,5
White Lady oltéag 0,0275 0
Fert6zési hatar 0,3238

A vizsgédlatok alapjdn a White Lady burgonyafajta burgonya X-virussal szembeni extrém
rezisztencidja igazoltnak tekintheto.
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1.2.3 A Cara burgonyafajta rezisztencidjanak vizsgdlata

Solanum lycopersicum cv. Rutgers novényeket fertdztiink a PVX Ny virus izoldtummal, majd
a fert6zést koveté méasodik héten a fert6zott novényekre Cara burgonya novények oltéagat,
illetve a paradicsom novények oltédgat Cara ndvényekre oltottuk. Az oltast kovetd 6todik
héten ELISA mddszerrel (Loewe Biochemica GmBH poliklondlis antitest) vizsgaltuk a
virusfertdzottséget az alanyokban €s az oltéadgakban.

Az oltashoz végzett inokuldciot kovetden a paradicsom ndvények tipikus mozaikos tiineteket
mutattak. A vizsgdlatban a paradicsom oltédgakbdl és alanyokbd6l ELISA mddszerrel minden
esetben, a Cara fajtanél egyik esetben sem tudtuk a virust kimutatni (4. tdblazat).

4. tablazat. A Cara burgonyafajta rezisztencidja PVX Ny ellen (ELISA eredmények)

A vizsgalt novényi rész | ELISA extinkcios érték
Par. alany 1,789
Cara oltoag 0,048
Cara alany 0,101
Par. oltodg 1,789
Par alany 1,789
Cara oltdag 0,273
Cara alany 0,171
Par. oltéag 1,649
Par. alany 1,68
Cara oltéag 0,068
Cara alany 0,104
Par. olté4g 1,768
Par. alany 1,789
Cara olté4g 0,099
Cara alany 0,052
Par. oltoag 1,742
Par. alany 1,732
Cara oltoag 0,11
Cara alany 0,054
Par. oltéag 1,789
FertO0zési hatar 0,1785

A rezisztenciavizsgélattal parhuzamosan szovettenyésztés, hoterdpia és kemoterapia egyidejii
alkalmazasédval sikeresen elvégeztiik a Cara burgonyafajta virusmentesitését burgonya Y- és
S-virusokra. Az eredményeket az 5. tabldzat tartalmazza. A tovabbi vizsgdlatokhoz
virusmentes vonalak 4llnak rendelkezésre.

5. tablazat. A Cara burgonyafajta virusmentesitésének eredménye

W ELISA
Novény extinkcios érték
PVY PVS
1. 0,024 0,079
2. 0 0,068
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3. 0,013 0,091
4. 0,057 0,052
5. 0,045 0,067
6. 0,01 0,05
7. 0,044 0,06
8. 0,003 0,057
Pozitiv kontroll | 1,786 1,794
Fert6zési hatar | 0,192 0,2135

Vezet6 Kutato: Dr. Kiraly Zoltan

1.2.4 A White Lady és Katica burgonyafajtik kolcsonhatdsa PVX-fertozés esetén

A koréabbiakban végzett vizsgalatok alapjan extrém rezisztencidval rendelkez6 White Lady €s
a fogékony Katica fajta felhaszndldsdval eldkiséreltben vizsgédltuk a rezisztens és fogékony
genotipus kolcsonhatasat kertészeti oltassal.
A White Lady burgonyafajta 5 novényét kozvetleniil a kertészeti oltds elvégzése elott PVX
Ny izolatummal fertdztiink, 5 novényt pedig fertdz€és nélkiil oltottunk. A fogékony Katica
burgonyafajta oltédgat a White Lady alanyokra, a White Lady novények oltédgat a Katica
alanyokra oltottuk.
12 nappal az oltds utdn valamennyi Katica alanyt és oltddgat a virus Ny izoldtuméaval
mechanikailag feliilfertdztiikk. Az eredményeket a 6. tibldzat tartalmazza. Az eredmények
alapjan a két fajta alkalmas a PVX-el szembeni szisztémikus szerzett rezisztencia mikodési
mechanizmusdnak vizsgdlatara.

6. tablazat. A White Lady és Katica fajtdk egymasra hatdsa mesterséges PVX fert6zés esetén.

ELISA extinkcios érték novényenként FertozoFt/VIngalt
minta

Inokuldlt
White Lady ! 2 ) ) >
White -0,008 | -0,003 | 0,0004 0,01 -0,016 0/5
Lady alany
Katica 0,014 2.388 20,014 2,535 2,102 3/5
oltoag
Katica _0’011 0’021 n. a 0,102 2,74 1/4
alany
White 0,004 -0,007 n. a -0,009 0,057 0/4
Lady
Nem
inokuldlt ! . ’ ) °
White 0,001 -0,015 20,016 0,015 -0,008 0/5
Lady alany
Katica 0011 | 2687 | 2865 | 2426 | 2788 45
oltéag
Katica 0,015 0,136 0,337 n.a 0,017 1/4
alany
White 0,011 -0,013 20,011 n.a 0,007 0/4
Lady

2. A Keszthelyi fajtakra jellemzo
molekularis genetikai vizsgalatok
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Vizsgdlataink sordn tobb keszthelyi és kiilfoldi fajtat (pl.: White Lady (WL), Luca XL, Cara,
Bzura, Hermes) hasznaltunk fel. A lengyel Bzura fajta bizonyitottan a S. acaule eredetii Rx2
PVX rezisztencia gént, mig a skot Cara a S. tuberosum ssp. andigena vad alfajbdl eredd Rx/
PVX rezisztencia gént hordozza, igy ezeket mint referencia fajtdkat hasznaltuk fel
vizsgalatainkban. A Hermes fajta fogékony, mig a két keszthelyi nemesitésii fajta a WL, és a
Luca XL rezisztens a burgonya X virussal szemben.

A S. acaule vad fajbdl szarmaz6 Rx2 PVX rezisztencia gén kimutatdsahoz az irodalombdl
ismert a GP21, TG432 (DeJong et al., 1997) és AC15 (Bendahmane et al. 2000) markereket
haszndltuk. A molekularis vizsgdlatok sordn kapott eredmények azonban nem jelezték
egyértelmiien az Rx2 gén jelenlétét vagy hidnyat a keszthelyi fajtdkban, ugyanis a vart méretii
fragmentum a PVX rezisztens genotipusok mellett kimutathaté volt a PVX fogékony és az
Rx2 gént hordoz6 fajtakbdl is.

A S. tuberosum ssp. andigena eredetli RxI rezisztencia gén kimutatdsdhoz nyolc, a génnel
kapcsolt CAPS markert 771, 77R, 221R, IPM3, IPM4 (Kanyuka et al., 1999), CP60, GP34
(Bendahmane et al., 1997) hasznaltunk.

Egyes, az RxI génnel kapcsolt markerek alkalmazisa sordn a keszthelyi fajtdkban kapott
mintdzat eltért a Cara fajtdban kapott mintdzattél, mig méas markerek esetén igen komplex
mintdzatot kaptunk. Ezek az eredmények hasonléan az Rx2 gén esetén kapott eredményekhez,
nem jelezték egyértelmilen az Rx/ gén jelenlétét vagy hidnyat a keszthelyi nemesitési
alapanyagban.

Noha az RxI és Rx2 gének kiilonb6z6 vad burgonya fajokbdl szarmaznak, mégis 98%-os
szekvencia hasonldsdgot mutatnak egymadssal, amely nehézzé teszi megkiilonboztetésiiket.
Elkiilonitésiikhoz egyik stratégia a PCR-RFLP lehet, ahol a PCR-terméket specifikus
restrikciés enzimekkel emésztve tudjuk a két gén kozotti néhdny nukleotid eltérést kimutatni.
Ez a megkozelités azonban koltség- és munkaigényes. Olcsobb és egyszeriibb mddszer, ha a
kiilonbségeket specifikus primerek tervezésével egyetlen PCR-el azonosithatjuk.

Tovabbi munkank soran ezért az Rx/ (NCBI Acc. No. AJO11801) és Rx2 (NCBI Acc. No.
AJ249448) gének szekvencidja alapjan 11 specifikus primer part terveztiink (8 primer par az
RxI mig 3 primer par az Rx2 gén amplifikdldsdhoz). Ezeket a primereket teszteltik a
referencia és a keszthelyi nemesitésii fajtdkon.

Az RxI gén esetében két primer par (1Rx1 5Rx1) amplifikdlta a vart 974 bp és 186 bp
hossziisagu fragmentumokat a Cara illetve az Rx/ gént hordoz¢ fajtakban. Ugyanakkor ezek a
fragmentumok nem voltak jelen a Bzura és a keszthelyl nemesitésti fajtakban, valamint
hidnyoztak az egyéb Rx2 gént hordoz¢ fajtdkbdl valamint a PVX fogékony fajtakbdl is.

A PCR sordn kapott termékeket klénozva és szekvendlva megdllapitottuk, hogy a kapott
fragmentumok 100%-o0s egyezdséget mutatnak az Rx/ gén azon régidjaval, amelyekre a
primereket terveztiik.

Az Rx2 gén szekvencidja alapjan tervezett specifikus primer parok (10Rx2 és a 11Rx2)
szintén a megfeleld méretli DNS szakaszt amplifikdltdk a Bzura és a keszthelyi fajtdkban
egyarant, de nem kaptunk terméket a Cara és a fogékony Hermes fajtak esetében.

Az eredmények megerdsitése érdekében a Bzura és White Lady fajtdkban azonositott
fragmentumokat klénoztuk és szekvenaltattuk. A szekvendlds eredményei azt mutattdk, hogy
a primerek altal amplifikélt fragmentum 100 %-os egyezdséget mutat az Rx2 génnel. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a keszthelyi PVX rezisztens fajtdk a S. acaule vad fajbdl szarmazo
Rx2 gént hordozzak.

A klonozott szekvencia alapjan tjabb primereket terveztiink a marker alapu szelekcid
gyakorlati megval6sitasa céljabol, amelyeket a Luca XL x W1100 keresztezés 96 F;, valamint
a WL x Kuroda keresztezés 75 F; genotipusan teszteltiink le. A molekularis vizsgdlatok sordn
kapott eredmények teljes egyezOséget mutattak a mesterséges fertdzési tesztek ELISA
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eredményeivel. A vart termék jelen van minden genotipusban, amelyet a szeroldgiai tesztek
sordn is rezisztensnek azonositottunk, €s hidnyzik minden olyan genotipusbdl, amely
fogékonynak mutatkozott az ELISA tesztek soran.

Ezek az eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy a fejlesztett marker egyrészt alkalmas az
Rx2 gén azonositdsdra, madsrészt hasadé populdciokban alkalmas a rezisztenciagén
szelekcidjara is.

Osszefoglalva, noha a rendelkezésiinkre ll6 pedigré informdaciokbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a keszthelyi nemesitési anyagok a S. tuberosum ssp. andigena vad alfajb6l szarmazd
RxIl extrém rezisztencia gént is hordozhatjdk, azonban molekuldris vizsgalatokkal
egyértelmiien sikeriilt bizonyitanunk, hogy a fajtdk PVX extrém rezisztencidjat a S. acaule
vad fajbol szarmazé Rx2 gén biztositja. Ezen tdl kidolgoztunk egy olyan DNS alapu
markerszelekcids eljarast, amellyel a nemesitési program megnovelt ateresztd képessége
kovetkeztében koltséghatékonyabba tehetjiik a rezisztencia nemesités folyamatat.

A rezisztens paprika alanyrol a fogékony oltéagra (oltvanyra) atvitt lisztharmat-
rezisztencia egyik meghatarozo faktora a O," - felhalmozodas

Kutatdsi témdank kozponti kérdése az, hogy a rezisztens ndvényben mi gatolja vagy oli el a
fert6z6 korokozokat? A reaktiv oxigén fajtdk (ROS) szerepének fontossdgdra ujabb
bizonyitékot szolgdltatott egy megfigyelés, amely szerint az ellendlld képesség oltds utjan
atviheto az ellendllé alanybdl a rdoltott fogékony névénybe.

A Szegedi Egyetem Mezdgazdasdgi Kardn (HodmezOvdasarhely) kutatdsi partneriink, Dr.
Lantos Ferenc észlelése alapjan a kovetkezd kérdés vetddott fel: az étkezési paprika
(Capsicum annuum), amely fogékony a lisztharmattal (Leveillula taurica) szemben,
rezisztenssé valik, ha a lisztharmat rezisztens cseresznyepaprikdra (C. annuum var.
cerasiforme) oltjuk. Kérdés, hogy ez a rezisztencia milyen mechanizmus szerint valésul meg?
Az elozetes kisérletek azt igazoltdk, hogy ebben az esetben is a kertészeti oltdssal atvitt
valamilyen jel hatdsara O, halmozddik fel a rezisztens alanyra oltott fogékony olté-részben,
amely ellendlléva valik (5. abra). A O, -ot NBT festéssel mutattuk ki, amelyet el6z6
kisérleteinkben is alkalmaztunk. Kisérleteinkben az alany a Szentesi Cseresznyepaprika, a
rdoltott fogékony étkezési paprika a Szentesi Totdl és egy fajta hibrid, a H6 F; volt.

: y # ‘ﬁ *:\

¢/
.,l
m
C. annuum cv. Total C. annuum cv. Total
sajat gytkéren lisztharmat rezisztens alanyon

(C. ahnuum var. cerasiforme
cv.Szentesi)

5. abra. Szuperoxid (O,") felhalmozddésa kertészeti oltds hatasara a lisztharmatra (Leveillula taurica) rezisztens
cseresznyepaprika (C. annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) alanyra oltott fogékony étkezési paprikaban (C.
annuum cv. Totdl), amely lisztharmat-rezisztenssé vélik. A szuperoxidot NBT (nitroblue tetrazolium klorid)
festéssel detektdltuk.
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Ez a jelenség két szempontbdl jelentds: egyrészt az oltdssal 4tvitt betegség-ellendllosig
kozvetlen biokémiai oka feltehetden itt is a mikroba-kdrosité O,", ill. a beldle képzddd egyéb
reaktiv oxigénformak voltak. Tovabba azért is érdekes ez a megfigyelés, mert tudomasunk
szerint egyetlen kutatocsoport foglalkozott az immunmemoria képesség oltdsos atvitelével
(Vernooij et al., 1994; Park et al., 2007). Egy maésik kutaté csoport (Suti¢, 1965, Vulié et al.,
2013) viszont egy virus-rezisztencia oltdsos atvitelérdl szamolt be. Egyik esetben sem
vizsgaltdk a rezisztencia atvitelének mechanizmusat. A mi esetiinkben azt kivanjuk a jovoben
kideriteni, hogy milyen transzlokal6do faktor indukélja a O, felhalmozédasat az oltvanyban?

A Kkiilsoleg alkalmazott H,O, vagy a Kiilonbozé6 ROS-képzé vegyiiletek hatiasa a
rezisztencia fokozasara

El6z6 kisérleteinkben mar felhivtuk a figyelmet arra, hogy fogékony éarpa novényekben
lisztharmat rezisztencidt lehet indukdlni, ha kiilséleg 50 mM-os hidrogén-peroxid (H,O,)
oldattal kezeljiik a leveleket. Azt is kimutattuk, hogy ha a leveleket fertdzés el6tt ROS-képzo
kemikaliakkal kezeljiik (pl. riboflavin-metionin vagy xanthin-xanthinoxidéaz), a fert6z€s utan
nem jelennek meg a fogékonysagi betegségtiinetek, hanem HR tipust nekrézisok képzddnek,
amelyek a rezisztencidra jellemzOek. Ezt az indukalt rezisztenciat antioxiddnsokkal
(szuperoxid-dizmutdz, kataldz) vissza lehet forditani, mert az antioxidansok ,,neutralizaljak™ a
ROS-hatast, igy a novény fogékony marad. Ezek a kisérletek bizonyitottdk, hogy a novényben
akkumulal6dé ROS-nak valéban rezisztenciat el6idéz6 hatdsa van (Hafez €s Kiraly, 2003, El-
Zahaby et al., 2004).

Ezt a koncepcidt tovabbvittiik, €s a jelen projekt keretében a fogékony Arabidopsis thaliana-t
egy baktériumal (Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000) fertéztik és H,O,-vel ill.
kiilonbozé ROS-képzd vegyiiletekkel kezeltiik. A ROS-hatds kovetkeztében a baktérium-
szam a levelekben szignifikdnsan csokkent, azaz a rezisztencia fokozddott. Tovébbi
kisérleteinkben azt is igazoltuk, hogy a kiilséleg alkalmazott H,O, ill. a kiilonb6z6 ROS-
képzd vegyiiletek gatoljak a dohdny mozaik virus (TMV) replikdcigjat a virus-fogékony
Samsun nn dohany novényben (6. abra). Az eredetileg virus-rezisztens Samsun NN
leveleiben a ROS hatdsa csokkentette a HR tipusid nekrézisokat, vagyis mindkét esetben
fokozta a rezisztenciat (Bacsoé et al., 2011). A Samsun nn-ben teljes rezisztenciardl, a Samsun
NN esetében tiineti rezisztenciarol van szo.

HH

1004
G0
G0
401

201

: _

Thiy ThY+GOK ThiV+RF Thtv+H, 0,

Relativ génexpresszio

6. abra. A kiilséleg alkalmazott hidrogén-peroxid (H,0,, 20 mM), ill. ROS-képzé vegyiiletek (GOX=200 U ml
gliik6z-oxidaz és 2 mM glitk6z, RF=266 pM riboflavin és 10 mM L-metionin) gitoljdk a dohdny mozaik virus
(TMV) replikéciéjat virus-fogékony dohdnyban (N. tabacum cv. Samsun nn). A TMV kopenyfehérje gén
expresszidja kvantitativ, valés ideji RT-PCR-rel mérve a TMV-fert6z¢s utan 8 nappal.
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A Oy és a H,O, képzodésének gatlasa fogékonnya teszi a novényt

Két kiilonbozo tipusu kisérletben analizdltuk a ROS-felhalmozodas gatlasanak hatdsat a
novényi rezisztencidra. Az egyik kisérletben, amelyet egy el6z6 OTKA-projektben
bonyolitottunk le, a dohdny és arpa rezisztencia-valtozasokat vizsgaltuk akkor, amikor a O,”
akkumuldciéjat hohatdssal gatoltuk. Jelen kisérletben a visszaszoritott ROS-produkcié hatdsat
elemeztiik az Arabidopsis thaliana egy NADPH-oxiddz mutdnsdnak rezisztencidjara.

Az a tény mar meglehetdsen régen ismert, hogy ha a TMV-fert6zott rezisztens dohanyt
viszonylag magas hémérsékleten (30°C) tartjuk, a nekrotikus tiinetek (HR) visszaszorulnak
vagy eltlinnek, és ennek kovetkeztében a virus replikacié felszabadul a gétlas aldl az N génnel
rendelkez0, eredetileg rezisztens dohdnyban (Samuel, 1931). Kimutattuk (Kirdly et al., 2008),
hogy a magas, 30°C-os hémérséklet nemcsak a rezisztencidra jellemz6 HR 1ézidkat tlinteti el,
hanem a O;" - produkciét is gitolja, és a NADPH-oxiddz aktivitdsara is géatlolag hat. Ezen
kiviil a NADPH-oxiddz enzimet kddol6 gén expresszidja is gatlast szenved. Mindezek a
véltozasok kozponti szerepet visznek a rezisztenciaval kapcsolatos O, - képzésben (Doke és
Ohashi, 1988, Torres és Dangl, 2005, Proels et al., 2010, Marino et al., 2012). Ezen kiviil a
dehidro-aszkorbdt reduktdz antioxiddns enzim aktivitdsa is fokozdédik az N gént kifejezd
dohdnyban, amelyet 30°C-on tartottunk, jelezve azt, hogy az antioxiddns-hatds miatt a ROS
fokozottan neutralizdlédott (Kirdly et al., 2008). Mindennek kovetkeztében a virus-
rezisztencia a fogékonysag irdnydban valtozott, és a TMV replikdcidja fokozddott. Viszont
érdekes az az djabb vizsgdlati eredményliink, amely szerint, ha a dohdnyleveleket koran, kb. 2
oraval a virusfertdzés utan H,O,-vel vagy ROS-képz6 kemikdlidkkal kezeljiik, a virus-
rezisztencia fokozédik (Bacsé et al., 2011). Ezekbdl az eredményekbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a dohdnylevelekben a magas hémérsékletnek a virus-fogékonysagot
el6idézo hatdsa ok-okozati dsszefiiggésben van a O, képz6désének csokkentésével.

Egy masik kisérlet-sorozatban, amelyet az OTKA ATO04 8866 sz. projekt keretében
végeztiink, drpa leveleket 30 perc idStartamra 49°C-os meleg vizbe helyeztiink, és 2 6raval
késobb a leveleket egy biotr6f kérokozoval, a biza lisztharmattal (Blumeria graminis f.sp.
tritici) megfertoztiik. Ennek a rovid hokezelésnek hatdsdra a O, = szintje szignifikdnsan
csokkent a fert6zott levelekben, €s ez a nem-gazda rezisztens arpa részben fogékonnya valt a
szamdra nem kompatibilis buza lisztharmattal szemben.

Jelen projekt kidolgozdsa sordn azt is kimutattuk, hogy hasonlé jelenség jatszodik le, ha a
hokezelt arpiat a hemibiotréf (nekrotrof) Bipolaris sorokiniana gombaval fertézziikk. Ez a
koérokozé életciklusdnak végén nekrotikus tiineteket okoz a fogékony gazdandvények
levelein. A hokezelt arpaban a B. sorokiniana szaporodasa fokozodott, és a szoveti nekrotikus
tiilnetek a hokezelt arpdban kifejezettebbek voltak. Ebben az esetben a stimulélt fogékonysig
fokoz6d6 O, -produkcidval parosult, amely a nekrotizdlédds korai szignalja. Feltételezhetd,
hogy a hokezelés kovetkeztében redukdldédo szuperoxid-képzddést ellensilyozza, ill. elfedi a
novényi szovetek nekrotizdlédasaval parosulé fokozott szuperoxid-képzddés (Kirdly et al.,
2013b).

Mais kisérleti megkozelitésekkel is vizsgaltuk a gatolt O, és H,O, fogékonysagot fokozd
hatdsidt. Egy NADPH-oxiddz mutans Arabidopsis thaliana-t fertéztiink virus és baktérium
kérokozdkkal. Az rbohD ,knock out” mutdnsban a O, és H,O, képzddése gatlast szenved,
hiszen a NADPH-oxid4z nem miikodik, vagy alig miikodik. Ujabb vizsgélataink szerint ez a
mutans Arabidopsis, amelyben tehdt a NADPH enzim aktivitdsa és a ROS képzddése is
gitolva van, fogékonyabbd vélt mind virus-, mind baktérium koérokozokkal szemben. A
baktériumos (Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000) fert6zésnél az' Arabidopsis mutans
10° cfu/ml inokulum koncentriciéndl 48 6raval a fertézés utdn, mig 10’ cfu/ml inokulum
koncentraciondl méar 24 O6raval a fert6zés utdn joval sulyosabb tiineteket (nekrdzisok)
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mutatott, mint a vad tipus, a baktérium-szaporodds viszont mindkét gazda genotipusban kozel
azonos volt. Erdekes viszont, hogy a fert6zés utin 6 6raval a mutdnsban a baktérium-szam kb.
kétszerese volt a vad tipusban mértnek. A rezisztencia csokkenés tehdt viszonylag kordn
kovetkezik be (7. abra).
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baktérium sejtszam (cfu/cm2 levél)

Columbia Columbia rbohD

7. abra. Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 baktérium fert6zésével szembeni rezisztencia csokkenése a
fertdzés utdn 6 o6rdval, ROS-képzddésben gatolt Arabidopsis thaliana mutansban (Columbia rbohD), a vad
tipust (Columbia) novényekhez képest. Az inokulum koncentracigja 10° cfu/ml volt.

Osszefoglalva, egy ROS szabadgyok, azaz a szuperoxid hidnya jelentdsen csokkenti a novény
baktériumos fertézéssel szembeni ellendllé képességét, emiatt a baktérium-szdm magasabb
lesz méar a patogenezis korai szakaszdban is. A O, képzddésének gatldsa a virus-
ellenallésagot is csokkentette. A NADPH-oxidaz mutéans (rbohD) Arabidopsis thaliana,. ahol
a ROS-képzés gitlast szenved, fogékonyabba vélt a TNV-vel (dohdny nekrézis virussal)
szemben (8. abra). Elbzetes kisérletek azt is érzékeltették, hogy a mutins Arabidopsis
visszanyerte rezisztencidjat, ha a novény leveleit kiils6leg kezeltiik H,O,-vel vagy ROS-képzd
kemikalidkkal (pl. riboflavin/metionin és gluk6z/glukéz-oxidaz).
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8. abra. Dohany nekrézis virus (TNV) fert6zésével szembeni rezisztencia csokkenése a fert6zés utdn 7 nappal,
ROS-képzddésben gatolt Arabidopsis thaliana mutansban (Columbia rbohD), a vad tipusi (Columbia)
novényekhez képest. A TNV kopenyfehérje gén expresszidja kvantitativ, valds idejii RT-PCR-rel mérve.

A fokozott antioxidans-hatas szerepe a tiineti rezisztenciaban

El6z0 kisérletekbdl ismeretes az, hogy a novény intenziv antioxiddns kapacitdsa fokozhatja a
nekrotréf patogénekkel szembeni tiineti ellenédlloképességet (Waller et al., 2005, Barna et al.,
2012, Harrach et al., 2013). A tiineti rezisztencia azt jelenti, hogy az ellendllé6 novényben a
tiilnetek csokkennek vagy meg sem jelennek, de a kérokozok nem gétlédnak. Tehat nincs sz6
teljes rezisztenciar6l, ahol a koérokozdk és a szimptémdk is géatolva vannak. A tiineti

2013.10.21. 13



OTKA zarojelentés: K 77705 (2013) Vezeté Kutato: Dr. Kiraly Zoltan

rezisztencia gyakorlati szempontbdl mégis fontos, mert a termés nem kéarosodik. A jelen
projekt keretében végzett kisérleteink bizonyitottdk, hogy a novény enyhe karositidsa valamely
ROS szabad gyokkel (,,immunizdldssal”) tiineti rezisztencidt indukdlhat nekrotrof
koérokozdkkal szemben (Hafez et al., 2012). Azt a tényt, hogy enyhe ROS-kezelés fokozhatja
a vdélaszként képzett antioxiddns kapacitdst, Halliwell és Gutteridge (1999) ismertette. Mi
most azt mutattuk ki, hogy az ilyen médon stimuldlt antioxidans kapacitds csokkentheti vagy
gatolhatja azokat a ROS-indukdlta nekrotikus tiineteket, amelyeket virus-, baktérium- és
gomba-kdrokozok szokvdnyosan eldidéznek. Eredményeink azt is igazoltdk, hogy az
~immunizaldssal” megvédett novényekben a koérokozok valéban nem szenvedtek gatlést.
Korédbban kimutattuk, hogy ha ROS rezisztenciara in vitro szelektalt dohdnysejtek kallusz-
szovet képzésre vald serkentés utdn, ill. egész novénnyé vald regenerdlds utdn patogénekkel
fert6z6dnek vagy toxinokkal karosodnak, a novény levelei tiineti szinten rezisztensek lesznek
(Barna et al.,, 1993). A ROS rezisztencidra szelektdlt kukorica dupla haploidok is
rezisztenciara, ill. toleranciara tesznek szert biotikus €és abiotikus stresszekkel szemben
(Darko et al., 2009, 2011). A termesztett novények tiineti (nekrdzis) rezisztenciara torténd
nemesitése in vitro szelekcidval gyakorlati szempontbdl hasznos eljardsséa valhat a jovében.

Palyazati eredményeinkkel igazoltuk, hogy az ellendlld ndvényben a reaktiv oxigénfajtik
(ROS) patogén-gatlo, ill. 610 hatdsa idézi el6 azt, hogy a ndvény nem betegszik meg, vagy
csak enyhén karosodik. Ugyanakkor a novények enyhe kérositdsa valamely ROS vegyiilettel
(,,immunizalas™) tiineti rezisztenciat okozhat, mert antioxidansok indukalédnak a fertozott
novényekben, amelyek a nekrotikus betegségtiineteket gétoljik.
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