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A jelentett palyazat cime:

Novényi programozott sejthalal gatlas hatasa a biotrof és
nekrotrof korokozokkal szembeni rezisztenciara

A kutatasi téma - elméleti hattér és megvalositando célok

A programozott sejthaldl (PCD) a novényi novekedés €s fejlodés szabdlyozdsaban
valamint a stresszek elleni védekezésben (pl. kérokozo fertézések) egyarant fontos szerepet
jatszik. Az éllati eredeti BAX fehérjék a PCD f6 kivaltéi és a PCD-hez kothetd tipikus
biokémiai valtozdsokat okoznak (DNS fragmentalddas, protedzok aktivalédésa, citokrém c
kidramlds a mitokondriumokbdl, stb.). Erdekes, hogy az éllati BAX fehérjék a PCD-t
novényekben is képesek kivaltani (pl. Lacomme és Santa Cruz, 1999; Kawai-Yamada et al.,
2001), bér jelenlegi ismereteink szerint a ndvények BAX fehérjéket nem termelnek. Ennek
ellenére a novényekben is megtaldlhat6 BAX antagonista BAX inhibitor-1 (BI-1) fehérjék
képesek az dllati eredeti BAX altal indukdlt PCD gatlasara tobb nodvényben is (pl.
Arabidopsis thaliana és arpa) (Kawai-Yamada et al., 2001; Eichmann et al., 2006; Babaeizad
et al., 2009). Ugyanakkor a BI-1 tiltermelése ellendllova teszi a novényeket a PCD-vel jar6
abiotikus stresszekkel szemben (Isbat et al., 2009; Watanabe és Lam, 2009).

Kordbbi kutatdsok szerint drpdban a BAX inhibitor-1 (BI-1) PCD gétl6 fehérje
tiltermeltetése a nekrotrof (elhalt novényi szoveteket preferdld) Fusarium graminearum
fertozésekor fokozott mértékli rezisztencidt, mig a biotr6f (kizdrdlag él6 szovetekben
szaporodd) arpa lisztharmat (Blumeria graminis f.sp. hordei) fertdzésekor fokozott
fogékonysdgot okoz (Hiickelhoven et al., 2003; Eichmann et al., 2006; Babaeizad et al.,
2009).

A pélydzat f6 célja volt annak tisztdzdsa, hogy a BAX inhibitor-1 (BI-1) fehérjét
tdltermeld transzgenikus 4rpa- és dohdny novények valdban rezisztensebbek-e a nekrotrof- és
fogékonyabbak-e a biotréf kérokozokkal szemben? Kivancsiak voltunk tobbek kozott arra is,
hogy a BI-1 fehérjét tultermel6 novények hogyan reagalnak baktérium- €s virusfertézésekre,
errdl ugyanis jelenleg alig vannak ismereteink. A palyazati munka tovabbi célja volt annak
tisztdzdsa, hogy a fert6zés sordn kialakul6 PCD gatldsa a novényi antioxiddns kapacitds
novelésével hogyan befolydsolja a tényleges betegségrezisztenciat, azaz a kdérokozo
felhalmoz6déasat?

Eredmények

Programozott sejthalal (PCD) gatlas hatasa biotréf és nekrotréf gombakérokozokkal
szembeni rezisztenciara BI-1 transzgént Kifejezé arpaban

A programozott sejthaldlt (PCD) gatlé BI-1 arpafehérjét tiltermeld transzgenikus arpa
(Hordeum vulgare) két vonalat (cv. Golden Promise E4L3 és E15L7) valamint két vektor
kontroll vonalat (cv. Golden Promise 29113 és 291.28) (Desmukh et al., 2006) J. Imani és R.
Hiickelhoven (Justus Liebig University, Giessen és Technical University, Miinchen,
Németorszdg) bocsatottdk rendelkezésiinkre. A ndvényekben a transzgén jelenlétét, ill.
kifejez0dését szemikvantitativ RT-PCR-rel mértilk. A véarakozdsoknak megfeleléen a
transzgén expressszidjat a novényekben egy 584 bizispar méretli termék megléte jelezte.
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PCD gatlds hatdsa biotrof gombakorokozokkal (rozsdagombdk) szembeni rezisztencidra BI-1
transzgént kifejezo drpdban

Az elsd pélyazati évben (2011) mar elinditott kisérletek célja annak vizsgalata volt,
hogy a programozott sejthaldlt (PCD) gatl6 BI-1 fehérjét kifejez6 transzgenikus arpandvények
hogyan reagédlnak egyes biotr6f gombakoérokozok (rozsdagombdk) fertdzésére? A kisérletek
szerint a két vizsgdlt transzgenikus (BI-1) arpa vonal eltéréen reagdlt a buza szdrrozsda
(Puccinia graminis f.sp. graminis) fertdzésére. Kb. egy hetes csirandvényeket fertdzve azt
tapasztaltuk, hogy a fert6zés utdn 7-8 nappal a rozsdatelepek megjelenését kisérd klordzis
mértéke (levélfeliilet %) a vadtipushoz képest jelentdsebben - kozel a felére - csak az E15L7
vonalban csokken (vadtipus: 77+11%, E15L7: 45£14%, E4L3: 66+13%). A transzgenikus
(BI-1) arpdkat levélrozsdaval (Puccinia hordei) is megfertdztiik, és hasonlé eredményeket
kaptunk. A klorézis mértéke (levélfelillet %) a vadtipushoz képest ebben az esetben is
jelentdsebben csak az E15L7 vonalban csokkent (vadtipus: 70+5%, E15L7: 39+5%, E41.3:
61+5%), a fertdzés utdn 20-25 nappal. Ezek szerint a transzgenikus (BI-1) drpdk egy része
szarrozsda €s levélrozsda fertdzésre szabad szemmel is lathato tiineti rezisztenciat mutat (1.
abra). Feltételezhetd, hogy a tiineti rezisztencia (csokkent mértékii PCD) egyiitt jar a biotr6f
rozsdagombdk  fokozott —mértékii  felhalmozddasdval (a  gazdandvény  fokozott
fogékonysdgdval), erre utalhat, hogy a rozsdatelepek szdma az E15L7 vonalban alig volt
kevesebb, mint a tobbi novényben. A kérdés tisztazdsa pl. a gomba DNS mennyiségi
mérésével (PCR) lehetséges.

Puccinia graminis
f.sp. graminis

Levél klorézis vadtipus: 77+11% E15L7: 45+14%

Puccinia hordei

Levél klorézis vadtipus: 70+5% E15L7: 39+5%

1. abra. Programozott sejthaldlt (PCD) gatls BI-1 &rpafehérjét tdltermel$ transzgenikus drpa (cv. Golden
Promise E15L7) reakcidja rozsdagombdk fertdzésére, a vad tipusi novényekhez képest. Felsd rész: tiinetek a
buza szadrrozsda (Puccinia graminis f.sp. graminis) fertézés utdn 10 nappal. Alsé rész: tlinetek az &rpa
levélrozsda (Puccinia hordei) fertdzés utan 25 nappal.
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PCD gatlds hatdsa nekrotrof (hemibiotrof) gombakorokozoval szembeni rezisztencidra BI-1
transzgént kifejezo drpdban

Ezekhez a vizsgdlatokhoz azért vdlasztottuk az drpan fdleg levél nekrézist okozd
Bipolaris sorokiniana-t (teleomorf: Cochliobolus sativus), mert e koérokozéd fertdzési
stratégidjdnak megitélése a mai napig nem egyértelmii. A névénykoérokoz6é gombdk fertdzési
stratégidinak pontosabb jellemzéséhez ugyanis a ,nekrotr6f — biotroéf” megkiilonboztetés
mellett bevezették a hemibiotrdf fert6zési stratégia fogalmat is (Perfect és Green, 2001; Barna
et al.,, 2012). A hemibiotr6f gombakoérokozdk a fertézé€s korai szakaszdban az él6
gazdaszovetekben szaporodnak (biotréf fazis), mig a patogenezis késéi fazisdban mar a —
részben toxinjaik 4ltal elolt — nekrotizalédott novényi részeket preferdljdk. Kumar és
munkatdrsai 2002-es 0Osszefoglaldé munkdjukban a B. sorokiniana-t elséként emlitik
hemibiotréfként, ahogy késdbb tobb mas kdzlemény is (pl. Schifer et al., 2004; Ibeagha et al.,
2005). Ennek ellenére a szakirodalomban a B. sorokiniana-t sok szerzo tovabbra is nekrotréf
kérokozéként tartja nyilvdin (Lambers ¢€s Colmer, 2005; Vidhyasekaran, 2010)
feltételezhetden azért, mert a gomba kezdeti biotréf fertdzési fdzisa viszonylag rovid,
legfeljebb 2 nap.

Az els6 pélyazati évben (2011) elinditott kisérletek célja tehdt annak vizsgélata volt,
hogy a programozott sejthaldlt (PCD) gatlé BI-1 fehérjét kifejezd transzgenikus arpdk (cv.
Golden Promise) hogyan reagdlnak a nekrotréf (hemibiotrof) B. sorokiniana fertdzésére?

Kezdeti (2011-2012) eredményeink szerint a B. sorokiniana altal eldidézett nekrotikus
foltosodds (levélfeliilet %) a két transzgenikus (BI-1) arpa koziil az E15L7 vonalban
szignifikansan csokkent. Késobb sajnos kideriilt, hogy az dltalunk akkor hasznélt izolatum
szennyezett volt, ezért a tovabbi vizsgalatokhoz 2013 elejétél az ATK NOVI-ben fenntartott
H-188 jelli B. sorokiniana izoldtumot hasznaltuk. A H-188-as izolatummal fertézve az egy
hetes drpa csiranovényeket a levél nekrézisok kb. 5-7 nap mulva jelentek meg és tovabbi 1-3
nap mulva fejlédtek ki teljesen. A vad tipushoz és vektor kontroll novényekhez (29L13 és
29L.28) képest mindkét transzgenikus (BI-I) 4rpa vonalban (E4L3 és E15L7) jelentdsen
erdsebbek (legaldbb hdromszor akkora nekrotizalédott levélfeliilet) voltak a tiinetek, de ez
elsdsorban az E15L7 vonalban volt szembetiind (kozel 6tszor annyi nekrdzis, mint a kontroll
novényeken) (2. abra).

29L28 E4L3
Bipolaris sorokiniana

29L28 E1SL7
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2. abra. Programozott sejthaldlt (PCD) gatlé BI-1 arpafehérjét tdltermeld transzgenikus arpdk (cv. Golden
Promise E4L3 és E15L7) reakciéja Bipolaris sorokiniana fertézésére, a vektor kontroll novényekhez (29L.28)
képest. Tiinetek a B. sorokiniana fert6zés utan 10 nappal.

A B. sorokiniana gomba jelenlétét a fertdzott arpalevelekben szemikvantitativ- és
valos idejii, kvantitativ PCR-rel igazoltuk, egy gomba specifikus génre (BsGAPDH) tervezett
primerpér segitségével. A PCR vizsgalatok szerint a fokozott nekrotikus tiineteket mutato
E4L3 és E15L7 novényekben a gomba felhalmozddas is joval nagyobb mértékt (1,5-2-szer
akkora) volt, mint a kontrollokban (3. abra).

Els¢ pillantdsra meglepdnek tlinik, hogy a programozott sejthaldlban (PCD) gétolt
arpakban egy nekrotikus tiineteket mutaté — nekrotréfnak (hemibiotréfnak) tekintett — gomba
korokozd a szokdsosndl virulensebb. Feltételezhetd, hogy a kezdeti biotrof fazis kritikus
jelentdségli a gomba patogenezisében, ezért ilyenkor a B. sorokiniana gyorsabban
szaporodik/terjed a PCD-ben gatolt (BI-1 tdltermeld) gazdandvényekben. A kérokozd gyors
felhalmozddasa viszont a toxinok é€s reaktiv oxigénfajtdk intenzivebb termelddését, végiil
fokozott levél nekrézist eredményez. Ezek szerint a B. sorokiniana — legaldbbis arpa
gazdanovényen — inkdbb hemibiotréf kérokozonak tekinthetd.

BsGAPDH

o Bl
@
®
E 2 ES
(=
@
- {—
z B
[m] 1 I T
=
& nills:
® 05+

0 T T T T T T 1

vadtipus 29L13  29L28 E4L3 E4L3 E15L7 E15L7

3. abra. Programozott sejthaldlt (PCD) gatlé BI-1 arpafehérjét tdltermeld transzgenikus arpdk (cv. Golden
Promise E4L3 és E15L7) reakcidja Bipolaris sorokiniana fertdzésére, a vadtipusu és vektor kontroll (29L13 és
29L.28) novényekhez képest. A B. sorokiniana felhalmoz6ddsat a fertézott levelekben valds idejli, kvantitativ
PCR-rel mértiik, a fertézés utdn 10 nappal. A relativ gomba DNS mennyiség a BsGAPDH gén detektédlasaval lett
meghatdrozva (normalizalds a HvUbi arpa génre).

PCD gdtlds hatdsa hemibiotrof gombakorokozoval szembeni rezisztencidra drpdban — a rovid
hokezelés szerepe

Ha a B. sorokiniana patogenezisében a kezdeti biotréf fazis valéban kritikus
jelentoségli, akkor a fert6zés e korai szakaszdban a fogékonysag novelése (novényi PCD
gatlasa) nemcsak a BI-I gén mesterséges tulkifejeztetésével lehetséges. Ismert, hogy a
fertozés eldtt két oraval adott rovid hdkezeléssel (49 C°, 20 sec) jelentdsen fokozhat6 az arpa
fogékonysdga a biotréf arpalisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. graminis) szemben (Barna
et al., 2012, 2014). Feltételezhetd, hogy ilyenkor a névényi PCD — legaldbb dtmenetileg —
gatolva van, és ebben szerepet jatszhat a vadtipusu drpdban miikkodd BI-1 gén indukcidja is,
hiszen ez a gén az arpalisztharmat fert6zés egyik fogékonysagi faktora (Hiickelhoven et al.,
2003; Eichmann et al., 2006; Babaeizad et al., 2009).

2015.02.27. 4



2015. évi OTKA zardjelentés: K 84002 Vezet6 Kutato: Dr. Kiraly Lérant

Ha a rovid hokezelésnek kitett arpat a — hemibiotrof — B. sorokiniana-val fertoztik,
szintén jelentésen megndtt a fogékonysdg: a fertézés utdn 7 nappal a leveleken jelentdsen
fokozodott a szoveti nekrdzis €s ndtt a korokozé mennyisége is (valds idejli, kvantitativ PCR-
rel mérve), a kezeletlen kontroll fert6zott novényekhez képest (4. és 5. abra).

Bipolaris sorokiniana

kezeletlen hékezelt

4. abra. A gombds fert6zés okozta tiinetek intenzitdsdnak kiilonbsége kezeletlen és hdkezelt, Bipolaris
sorokiniana-val fertézott vad tipusi arpandvényekben (cv. Ingrid), 7 nappal a fertdzés utdn. A novények
hokezelése 2 éraval a fertdzés elott tortént (49 C°, 20 sec).

BsGAPDH
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5. abra. A gomba kérokoz6 felhalmozddasanak kiilonbsége kezeletlen és hokezelt, Bipolaris sorokiniana-val
fertdzott vad tipusd drpanovényekben (cv. Ingrid), 7 nappal a fert6zés utdn. A novények hékezelése 2 éraval a
fertdzés eldtt tortént (49 C°, 20 sec). Kontroll = egészséges, kezeletlen novények. A B. sorokiniana
felhalmoz6dasat a fertzott levelekben valds idejli, kvantitativ PCR-rel mértiik. A relativ gomba DNS mennyiség
a BsGAPDH gén detektédldsaval lett meghatdarozva (normalizédlds a HvUbi 4rpa génre).

A fent emlitett kisérletek is arra utalnak, hogy a B. sorokiniana — legaldbbis arpa
gazdandvényen — inkdbb hemibiotréf kérokozénak tekinthetd. Ezek szerint a patogenezis
korai, biotréf szakaszdban (a fertdzés kezdete utdn maximum 2 nap) a fogékonysag nemcsak a
BI-1 gén mesterséges tulkifejeztetésével, hanem rovid hdkezeléssel is jelentdsen fokozhatod,
feltehetden a PCD visszaszoritdsa altal. Annak tisztdzdsara, hogy a PCD gatlds valoban
szerepet jatszhat-e a hokezeléssel megnovelt fogékonysag kialakitdsdban, B. sorokiniana-val
fertozott (hokezelt és kezeletlen) drpaban vizsgéltuk a vadtipusban miikkodé (endogén) HvBI-1
gén aktivitdsit. Eredményeink szerint a HvBI-1 gén expresszidja a hdkezelés utdn pdr ordval —
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egészséges és fertdzott novényekben egyarant — dtmenetileg a tobbszordsére ndtt, ami a
novényi PCD gétlasara utal (6. abra). Hasonl6 expresszié véltozasokat tapasztaltunk még két
masik, sejthaldl gatldsban szerepet jatsz6 darpa gén (szuperoxid-dizmutiz /HvSOD/,
citoplazmatikus dehidroaszkorbat-reduktdz /HvDHARCcyt/) esetében is. Eredményeink szerint
tehat arpdban a B. sorokiniana-val szemben hokezeléssel megnovelt fogékonysdg kialakitasa
anovényi PCD — legaldbb dtmeneti — visszaszoritdsaval jar egyiitt (1asd Kiinstler et al., 2014).
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6. abra. Kezeletlen és hokezelt vad tipusd arpa (cv. Ingrid) BAX inhibitor-1 génjének (HvBI-I) relativ
expresszidja (drpa HvUbi génjére normalizdlva) egészséges, kontroll-inokuldlt, valamint Bipolaris sorokiniana-
val fertdzott mintdkban, a fert6zés utdni korai idédpontokban. A névények hdkezelése 2 drdval a fertdzés eldtt
tortént (49 C°, 20 sec). A relativ génexpressziot valds idejli, kvantitativ RT-PCR-rel mértiik.

Programozott sejthalal (PCD) gatlas hatdsa szisztemizalédé virusfertozésekre, BI-1
transzgént Kifejezé arpaban

A programozott sejthalalt (PCD) gatlo BI-1 fehérjét kifejezd transzgenikus arpa
virusfertzésekre adott reakcidjat még nem vizsgéltak. Kivancsiak voltunk arra, hogy az arpat
fert6z6, szisztemikus klorézist/mozaikot okozd, gazdasdgilag jelentdés virusok vajon
virulensebbek vagy kevésbé virulensebbek lesznek-e a PCD-gétldst mutatd transzgenikus
arpavonalakban? Ehhez két olyan virust valasztottunk, amelyek mechanikai dton is atvihetok:
1/ rozsnok mozaik virus (Brome mosaic virus, BMV), 2/ arpa csikos mozaik virus (Barley
stripe mosaic virus, BSMV). A virus izoldtumokat Dr. Nyerges Klara (MgSzH NTAI
Velencei Viroldgiai Laboratérium) bocsdjtotta rendelkezésiinkre. A BMV és BSMV fert6zés
utdn 7-10 nappal valamennyi vizsgalt arpa vonalban enyhe klorotikus/mozaikos tiinetek
alakultak ki. A fert6zés utdn 21 nappal mindkét virus lathatéan szisztemizdlédott (er@sebb
mozaik, a BSMV-fert6zott novényekben enyhe csikozds, ,,stripe” is). A virusfertézés utani
30. napon a két transzgenikus (BI-1) adrpaban (E4L3 és E15L7) mar egyértelmiien erdsebb
tilnetek jelentkeztek, mint a kontrollokban (vadtipusi cv. Golden promise és egy vektor
kontroll vonal /291.28/) (7. abra).
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29128 E4L3 E1517

7. abra. Programozott sejthaldlt (PCD) gatlé BI-1 drpafehérjét tdltermeld transzgenikus drpdk (cv. Golden
Promise E4L3 és E15L7) reakcidja drpa csikos mozaik virus (Barley stripe mosaic virus, BSMV) fert6zésére, a
vektor kontroll novényekhez (29L28) képest. Tiinetek a BSMV fertézés utan 30 nappal.

A fertdzott arpdkban a virus felhalmozddast valds idejii, kvantitativ  RT-PCR-rel
detektaltuk, a BMV és BSMV kopenyfehérje génre tervezett inditészekvencidk (primerek)
felhaszndldsdval. A BMV esetén a PCR tobbszori probalkozas utdn is sikertelen volt (nem
kaptunk jelet), ezért valoszinlisithet, hogy a génbanki adatbdzisokban taldlhaté szekvencidk
erdsen eltérnek az dltalunk haszndlt BMV izoldtum szekvencidjatol. A kérdés tisztazdsahoz a
jovoben tovabbi inditészekvencidk kiprobdlasa lesz sziikséges.

A PCR-es vizsgdlatok eredményei szerint viszont a BSMV titer mindkét transzgenikus
(BI-1) é4rpa vonalban (E4L3 és E15L7) legaldbb kétszer akkora volt, mint a kontroll
novényekben (8. abra). BSMV fert6zésnél tehat a PCD gatlas jelentsen emeli a virustitert,
ami azt jelezheti, hogy a sikeres virus patogenezishez a fert6zott ndvényi gazdasejtek fokozott
juvenilitdsa/antioxiddns kapacitdsa kritikus lehet.

BSMV-CP
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8. abra. Programozott sejthaldlt (PCD) gatlé BI-1 arpafehérjét tdltermeld transzgenikus arpdk (cv. Golden
Promise E4L3 és E15L7) reakcidja arpa csikos mozaik virus (Barley stripe mosaic virus, BSMV) fertézésére, a
vektor kontroll novényekhez (29L28) képest. A BSMV felhalmozédédsat a fertézott levelekben valds idejll,
kvantitativ RT-PCR-rel mértiik, a fert6zés utdn 30 nappal, a virus kopenyfehérie gén (BSMV-CP) relativ
expresszidjanak detektdldsdval (normalizdlds a HvUbi 4rpa génre).

Programozott sejthalal (lokalis és szisztemikus nekroézis) mértékének hatasa a virus
rezisztenciara Nicotiana benthamiana-ban

Egy kordbbi OTKA pélyazatunkban (K61498) mar ismertettik azokat az
elOkisérleteket, melyek sordn a dohdany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) ellen hat6
N rezisztenciagén mds virusokkal szemben kifejtett hatdsat vizsgaltuk Nicotiana
benthamiana-ban. Ilyen virus pl. a dohdny nekroézis virus (Tobacco necrosis virus, TNV),
amely jelenlegi ismereteink alapjan csak a N. benthamiana-t képes szisztemikusan
megfertézni (Molndr et al., 1997). A mostani pdlydzat keretében folytatott munka eredményei
szerint az N génre transzgenikus N. benthamiana ndvények (BN3) a vadtipusndl joval
fogékonyabbak a TNV dltal okozott lokdlis és szisztemikus nekrézisra (PCD-re). A
fertozésekhez a TNV E szerotipusit haszndltuk. A vadtipusd és a transzgenikus (BN3) N.
benthamiana novények inokuldlt levelein a TNV-fert6zés utan egyarant 2-3 nappal alakult ki
a lokalis nekrozis (hiperszenzitiv reakcid, HR). A BN3 novényekben ugyanakkor a 1ézi6szam,
ill. a 1ézidk osszefolydsanak mértéke joval nagyobb volt, mint a vadtipusban. A szisztemikus
nekrotikus tiinetek az N génre transzgenikus (BN3) ndvényeken pdr nappal kordbban (a TNV
fert6zés utdn 10-12 nappal) jelentek meg, ill. joval kifejezettebbek voltak, mint a vadtipusu
novényeken (9. abra). A TNV fert6zés utani 14-15. naptdl a vadtipusi N. benthamiana
novényeknek csak 40 %-a, mig a transzgenikus (BN3) novények tobb, mint 85 %-a mutatott
szisztemikus nekrozist.

TNV

N. benthamiana
BN3 (N)

N. benthamiana
vadtipus

9. abra. Vadtipusu és az N virus rezisztencia génre transzgenikus (BN3) Nicotiana benthamiana reakcidja
dohany nekrézis virus (Tobacco necrosis virus, TNV) fertézésére. Szisztemikus nekrotikus tiinetek a TNV
fert6zés utdn 21 nappal.
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A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy a fokozott szisztemikus nekrézis (PCD)
hogyan befolyasolja a TNV mennyiségét a gazdandvényben? A BN3 novények inokuldlt- €s
szisztemikusan fertozott leveleiben a TNV koncentracid tobbszordse volt annak, mint amit a
vad tipusu N. benthamiana-ban detektaltunk (szemikvantitativ- és valos idejli, kvantitativ RT-
PCR-rel mérve) (10. abra).

TNV-CP, lokalis nekrozis (HR)

Nb Nb BN3 BN3 Nb Nb BN3 BN3
mock mock mock mock TNV TNV TNV TNV

relativ génexpresszio
O = N W s 00D

TNV-CP, szisztemikus nekrdzis
o 80
H70
g 60 I
8 50 ]
2 40
D 30
é 20 |
] |
2 13 : o ; | I
Nb TNV Nb TNV BN3 TNV BN3 TNV

10. abra. Vadtipust (Nb) és az N virus rezisztencia génre transzgenikus (BN3) Nicotiana benthamiana reakcidja
dohany nekrézis virus (Tobacco necrosis virus, TNV) fert6zésére, a lokdlis (HR), ill. szisztemikus nekrézist
mutaté levelekben, a TNV fert6zés utan 7, ill. 21 nappal. mock = kontroll inokulalt. A TNV felhalmozddasat
valds idejii, kvantitativ RT-PCR-rel mértiik, a virus kopenyfehérje gén (TNV-CP) relativ expresszidjanak
detektaldsdval (normalizdlds az NbAct génre).

Tisztazand6 kérdés, hogy a BN3 novények TNV-vel, ill. a virus dltal indukalt PCD-vel
szembeni fokozott fogékonysdga hogyan fiigg Ossze a novényi védekezd rendszer
mukodésének megvaltozdsaval? Eredményeink szerint ez a fokozott fogékonysag egyiitt jart
egy védekezéssel kapcsolatos szalicilsav gliikozil-transzferaz (NbSGT) gén expresszidjanak
erds visszaesésével, ami a szalicilsavval kapcsolatos védekezési reakciok gyengiilését
jelezheti. Ugyanakkor egyes patogenezissel kapcsolatos gének (NbPRI, NbPR5 és két
glutation-S-transzferdz gén /NbGSTPhi és NbGSTTaull) fokozott mértékben indukalddtak a
BN3 novények TNV-vel szisztemikusan fertdzott leveleiben, ami feltehetden a fokozott sejt-
és szovetelhalds valamint TNV replikdcié markere lehet (11. abra).

2015.02.27. 9
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11. abra. Egy szalicilsav gliikkozil-transzferdz (NbSGT) és egy glutation-S-transzferaz (NbGSTPhi) gén relativ
expresszidja vadtipusi (Nb) és az N virus rezisztencia génre transzgenikus (BN3) Nicotiana benthamiana-ban,
dohany nekrézis virus (Tobacco necrosis virus, TNV) fertézésekor, a lokdlis (HR), ill. szisztemikus nekrézist
mutaté levelekben, a TNV fert6zés utan 7, ill. 21 nappal. mock = kontroll inokulélt. A relativ génexpressziot
valés idejli, kvantitativ RT-PCR-rel mértiik. (normalizélas az NbAct génre).

Osszességében, a TNV fertézés altal a BN3 novényekben kivaltott fokozott mértékii
programozott sejthaldl (PCD) nem tudta gatolni a virusreplikéciot, ellenkezdleg, a TNV titer
jelentésen nott. Ezek szerint virusfert6zéseknél — bizonyos esetekben — a programozott
sejthaldl és a rezisztencia egymastol fiiggetlen folyamatok eredménye, amire a sajat és masok
kordbbi eredményei is utalnak (Bendahmane et al., 1999; Cole et al., 2001; Kirély et al.,
2008).

Programozott sejthalal (PCD, lokalis nekroézis) gatlas vizsgalata baktériummal és
virussal fert6zott, BI-1 transzgént kifejezo dohanyban

A programozott sejthaldlt (PCD) gatlé BI-1 arpafehérjét kifejezd transzgenikus
dohény (Nicotiana tabacum) két vonaldt (cv. Xanthi 16L1 és 16L.3) valamint egy vektor
kontroll vonalat (cv. Xanthi 13L1) J. Imani és R. Hiickelhoven (Justus Liebig University,
Giessen és Technical University, Miinchen, Németorszdg) bocsétottdk rendelkezésiinkre. A
transzgén jelenlétét, ill. kifejezddését a novényekben szemikvantitativ RT-PCR-rel mértiik, a
varakozdsoknak megfeleléen a transzgén expressszidjat egy 584 bdazispar méretli termék
megléte jelezte.
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A kisérletek célja annak tisztdzdsa volt, hogy a PCD gitlo6 BI-1 fehérjét kifejezd
transzgenikus dohdnyok hogyan reagdlnak lokdlis nekrézis (HR) kialakuldsdval jaré virus-,
ill. baktérium fertdzésére, erre ugyanis még nincsenek kozolt szakirodalmi adatok.

PCD (lokdlis nekrozis, HR) gdtlds vizsgdlata baktériummal fertozott, BI-1 transzgént kifejezo
dohdnyban

A transzgenikus (BI-1) dohdny novények leveleit két, HR-tiineteket okoz6
baktériummal (Pseudomonas pisi és Pseudomonas tomato DC3000) is megfertoztiik, a
levélszegmensek infiltrdlasaval. A kisérletek tobbszori megismétlése nyoman ugy tlinik, hogy
P. pisi fertézésnél (10" cfu/ml inokulum denzitds) mindkét - PCD-gatlé BI-1 fehérjét kifejez6
- transzgenikus dohdnyvonalban a vizsgalt novények kb. 25-50 %-dban az infiltrélt teriileten
beliili nekrotizdlddott levélfeliilet (HR) kb. feleakkora, mint a vadtipusnal (nagyobb inokulum
denzitdsnal /10° cfu/ml/ viszont mér nincs/alig van tiinetcsokkenés) (12. abra). Ez a
tiinetcsokkenés elsdsorban a 16L3 vonalban szembetiind. A csokkent mértékii HR-t mutat6
transzgenikus (BI-1) dohdnyokban ugyanakkor a baktériumszdm nem valtozik jelentGsen a
kontrollokhoz képest (kb. 1x10* - 2x10* cfu/cm? infiltralt levél). Lényegében ugyanezeket az
eredményeket kaptuk, ha a BI-1 dohdnyokat egy mdsik HR-tiineteket okoz6 baktériummal
(Pseudomonas tomato DC3000, 107 cfu/ml) fertéztiik: a BI-1 transzgén hatdsdra csokken a
nekrotizdlédott  levélfeliilet, a baktériumszdm viszont gyakorlatilag véltozatlan a
kontrollokhoz képest. Ezek szerint baktériumfertozéskor is (a virusfertdzéshez hasonldan) a
programozott sejthaldl és a rezisztencia bizonyos esetekben egymadstdl fiiggetlen folyamatok
eredménye (14sd pl. Gassman, 2005; Barna et al., 2008; Coll et al., 2010).

107cfu/ml 108 cfu/ml

108 cfu/ml

N. tabacum cv. Xanthi 13L1 N. tabacwp cv. Xanthi 16L1

- / -

108 cfu/ml

107cfu/ml
108 cfu/ml
i

12. abra. Programozott sejthaldlt (PCD) gétlé BI-1 drpafehérjét tiltermelé transzgenikus dohdny (cv. Xanthi
16L1) reakcidja lokdlis nekrézist (HR) okozé Pseudomonas pisi baktérium fert6zésére, a vektor kontroll
novényekhez (13L1) képest. Tiinetek a baktériumfert6zés utdn 1 nappal. A feketével jelolt levélszegmenseket
infiltraltuk a baktériummal (inokulum denzitds: 107 cfu/ml, ill. 10® cfu/ml).
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Programozott sejthaldl gdtlds hatdsa lokdlis nekrozissal egyiitt jaro virusfertozésekre, BI-1
transzgént kifejezo dohdnyban

A kisérletek célja annak tisztdzdsa, hogy a programozott sejthaldlt (PCD) gétlé BI-1
fehérjét kifejezd transzgenikus dohdnyok (cv. Xanthi) hogyan reagalnak lokalis nekrézis (HR)
kialakuldsdval jar6é virusfertdzésekre? Harom novényi virust haszndltunk a vizsgalatokhoz:
két tobamovirust (TMV és a vele rokon Obuda paprika virus, ObPV) valamint a dohany
nekrozis virust (Tobacco necrosis virus, TNV).

A transzgenikus (BI-1) novények levagott leveleit TMV-vel fertézve a HR tiinetei a
fert6zés utan 2 nappal jelentek meg, a kontroll novényekhez hasonléan. Mindkét - PCD-gatl6
BI-1 fehérjét kifejezd - transzgenikus dohdnyvonalban a TMV fertézéskor kialakult 1ézidk
mérete nemigen valtozott, a 1ézidszam, ill. a nekrotizdlddott levélfeliilet azonban jelentdsen
csokkent a kontrollokhoz képest (13. abra). A TMV titert az inokulalt levelekben valds idejl
RT-PCR-rel meghatarozva azt kaptuk, hogy a transzgenikus (BI-1) dohanyokban a lokélis
nekrézisok mérséklodése egylitt jar a virusszint jelentds visszaszoruldsdval (a kontroll
novényekben mért TMV szint kb. 30 %-a) (14. abra).

TMV

ObPV

TNV

N. tabacum cv. Xanthi  13L1 16L1

13. abra. Programozott sejthaldlt (PCD) gétlé BI-1 drpafehérjét tiltermel6 transzgenikus dohdny (cv. Xanthi
16L1) reakciéja lokalis nekrézist (HR) okozd virusok (TMV, ObPV, TNV) fertdzésére, a vektor kontroll
novényekhez (13L1) képest. Tiinetek a virusfertézések utan 7 nappal.
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14. abra. Programozott sejthaldlt (PCD) gétlé BI-1 drpafehérjét tiltermeld transzgenikus dohdny (cv. Xanthi
16L1 és 16L3) reakcidja lokdlis nekrézist (HR) okozé virusok (TMV, ObPV, TNV) fertézésére, a vektor
kontroll névényekhez (13L1) képest, a virusfertézések utdn 7 nappal. A virus felhalmozddast valés idejt,
kvantitativ RT-PCR-rel mértikk, a virus kopenyfehérje gének (TMV-CP, ObPV-CP, TNV-CP) relativ
expresszidjanak detektdlasaval (normalizalds az NtAct génre).

Kivancsiak voltunk arra, hogy a BI-1 gén d4ltal kialakitott PCD gétlds hogyan
befolydsolja a HR-t, ill. virusszintet egy TMV-vel rokon mésik tobamovirus, az Obuda
paprika virus (ObPV) fert6zése esetén? A fentebb emlitett dohdny vonalakat (16L1, 16L3,
13L1) ObPV-vel fertdzve hasonlé valtozasokat kaptunk, mint TMV fertézéskor: a
nekrotizdlédott levélfeliilet (1ézidszam) és az ObPV mennyisége a transzgenikus (BI-1)
dohanyokban jelentdsen csokkent a kontroll novényekhez képest (13. és 14. abra). Ezek
szerint tobamovirus fertdzésnél a PCD gatlds visszaszoritja a virustitert. Elképzelhetd, hogy
ez a jelenség arra vezethetd vissza, hogy ilyenkor a PCD-t végsd soron okozd reaktiv
oxigénformak (ROS, pl. szuperoxid, hidrogén-peroxid) termelddése is lecsokken. Egyes
virusfertézéseknél (pl. potexvirusokkal fert6zott babban) a patogenezis korai szakaszaban a
sikeres virusreplikdcidhoz sziikség van a ROS jelenlétére (Clarke et al., 2002). Ezt igazolja a
kis antioxidédns kapacitds €s nagyobb virusmennyiség kozotti kapcesolat egy oxidativ stresszre
érzékenyebb (paraquat szenzitiv) dohdny TMV-inokuldlt leveleiben is (részletesebben lasd
lejjebb, valamint Kirdly et al., 2014).

A BI-1-transzgenikus dohdnyokat a TMV-vel é ObPV-vel nem rokon dohdny
nekrozis virussal (Tobacco necrosis virus, TNV) fertbzve viszont elsdésorban a 1éziék mérete
csokkent (a 1ézioszam kevésbé), mig a TNV titer kb. kétszeresére nétt (13. és 14. abra). Ezek
szerint TNV fert6zésnél a PCD gatldas emeli a virustitert, ami arra utal, hogy a TNV
replikaciéjandl elsésorban az alacsonyabb ROS szint, ill. magasabb antioxidins kapacitds a
meghatarozo.

2015.02.27. 13
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Programozott sejthalal gatlas hatasa szisztemikus virusfertézésre - nagy antioxidans
kapacitasi, szuperoxid tolerans dohany vizsgalata

Korabbi kutatdsok szerint egy szuperoxid (paraquat) tolerancidra biotechnoldgiai tton
(in vitro) szelektalt, nagy antioxiddns kapacitasu dohany biotipus fokozottan ellenall abiotikus
és biotikus stressz dltal okozott programozott sejthaldlnak, ill. szoveti nekrézisnak (Barna et
al., 1993). Kivdancsiak voltunk arra, hogy ez a nekrotikus tiineteknek/programozott
sejthaldlnak ellendlld6 dohdny hogyan reagdl egy szisztemikus mozaikos tiineteket okozo
virusfertdzésre? A vizsgdlatokhoz paraquat tolerdns dohany (Nicotiana tabacum, cv. Samsun)
biotipust, ill. kontrollként vadtipusu, paraquat szenzitiv novényeket hasznaltunk.

A TMV felhalmozddast eldszor az inokulalt (tiinetmentes) levelekben mértiik, a TMV
kopenyfehérje génjére tervezett inditdszekvencidk felhasznéldsaval, szemikvantitativ és valds
idejli RT-PCR-rel. A virus-inokulécié utdni elsé 24 6rdban a TMV szint a paraquat szenzitiv
(PS) dohany inokulélt leveleiben kissé (kb. masfélszer) nagyobb volt, mint a paraquat tolerans
(PT) novényekben. A szisztemikus mozaikos tiineteket mutaté levelekben a TMV
felhalmozddast az inokulacié utdni késéi idopontokban (20, 30 és 76 nap) mérve viszont azt
tapasztaltuk, hogy a TMV szint a PT dohdnyban t6bbszorose a PS novényekben mért értéknek
(15. abra). A szisztemikus mozaikos tiinetek ugyanakkor a PT novényekben joval enyhébbek
voltak, mint a PS dohdnyban (16. abra). A ndvényi virusrezisztencidban és a tiinetek
kialakuldsdban is szerepet jatsz6 reaktiv oxigénfajtdk (szuperoxid, hidrogén-peroxid) koziil a
szisztemikusan fert0zott levelekben a szuperoxid szintje inkdbb a TMV felhalmozddassal,
mig a hidrogén-peroxid mennyisége a mozaikos tiinetek erdsségével korreldlt (NBT, ill. DAB
szovetfestéssel mérve).
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15. abra. Paraquat (szuperoxid) tolerdns (PT) dohany (cv. Samsun) reakcidja dohany mozaik virus (Tobacco
mosaic virus, TMV) fert6zésére, az inokulalt, ill. szisztemikus mozaikot mutaté levelekben, a TMV fert6zés
utdni korai (els@ 24 6ra), ill. késéi (20, 30 és 76 nap) idépontokban, a paraquat szenzitiv (PS) vadtipushoz
képest. A TNV felhalmozédasat valds idejii, kvantitativ RT-PCR-rel mértiik, a virus kdpenyfehérje gén (TMV-
CP) relativ expresszidjanak detektdldsaval (normalizalds az NtAct génre).

Enyhébb

’-‘ s - I3
. mozaikos tiinetek

16. abra. Paraquat (szuperoxid) tolerdns (PT) dohany (cv. Samsun) reakcidja dohany mozaik virus (Tobacco
mosaic virus, TMV) fertézésére. A szisztemikus mozaikos tiinetek intenzitdsa a TMV fertdzés utdn 20 nappal, a
paraquat szenzitiv (PS) vadtipushoz képest.

A TMV-fertdzott dohanyokban hdrom, un. védekezési gén expresszidjat vizsgaltuk
valés idejii RT-PCR-rel: egy antioxiddnsként is miikodd stresszgén (Phi glutation-S-
transzferdz, NtGSTPhi), egy un. patogenezissel kapcsolatos védekezési markergén (NtPR1-a)
és egy szalicilsav-metabolizmus gén (szalicilsav gliikkozil-transzferdz, NtSGT). Az expresszio
mindegyik védekezési gén esetben jol kovette a TMV felhalmozdddsat, ami a PT novénynek a
szisztemikus virusfertézés limitdldsara irdnyuld, de til késon jelentkezd reakcidjat jelezheti
(17. abra).
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17. abra. Egy glutation-S-transzferaz (NtGSTPhi) gén, egy patogenezissel kapcsolatos gén (NtPRI-a) és egy
szalicilsav gliikozil-transzferdz (NtSGT) gén relativ expresszidja paraquat (szuperoxid) tolerans (PT) és paraquat
szenzitiv (PS) dohdnyban (cv. Samsun), dohdny mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) fertézésekor, a
szisztemikus mozaikot mutaté levelekben, a TMV fert6z€s utdni késéi (20, 30 és 76 nap) idOpontokban. A
relativ génexpressziot valds idejli, kvantitativ RT-PCR-rel mértiik (normalizalds az NtAct génre).

Osszefoglalva, eredményeink szerint a PT dohdnyban a nagy antioxid4ns kapacitds
miatti programozott sejthaldl gatlds fokozhatja egy novényi virus szisztemikus terjedését, ill.
felhalmozddasat, de mérsékeli a szisztemikus mozaikos tiineteket (1asd Kirély et al., 2014).

Az optimalis szulfat-ellatottsag gatolja a programozott sejthalalt (lokalis nekrdézis) és
fokozza a virus rezisztenciat TMV-fert6zott dohanyban

Koréabbi eredményeink szerint dohdny mozaik virussal (TMV) fertdzott fogékony
dohdnyban az optimaélis szulfat ellatottsdg hatdsara nd az antioxidadns kapacitds (glutation és
cisztein tartalom), ugyanakkor mérséklodnek a szisztemikus mozaikos tiinetek és fokozddik a
virus rezisztencia (Holler et al., 2010). A jelen pédlyazat keretében viszont arra kerestiik a
valaszt, hogy az optimalis szulfat elldtottsdg képes-e gitolni a virusfertézések dltal okozott,
rezisztencidhoz kothetd programozott sejthaldlt (lokélis nekrotikus - HR - tiineteket) is?

A pélyazati idészak elsé részében kimutattuk, hogy TMV fertdzott, genetikailag
rezisztens dohdnyban (cv. Samsun NN) az optimalis szulfat ellatottsdg hatdsara szintén nd az
antioxidédns kapacitds (glutation és cisztein tartalom) és jelentésen mérséklodik a HR-tipusd,
lokdlis nekrézis (kb. 50 %-al kevesebb nekrotizalédott levélfeliilet), ugyanakkor tovédbb
fokozhat6 a virusrezisztencia (valés ideju, kvantitativ RT-PCR-rel mérve a TMV titer kb.
felére csokken a szulfathidnyos novényekhez képest) (18. abra). Eredményeink szerint
(szemikvantitativ- és valds idejii, kvantitativ RT-PCR mérések) szamos, patogenezissel (PR),
ill. védekezéssel kapcsolatos dohdny gén expresszidja jelentdsen fokozdédott a TMV-fertdzott,
optimalis szulfat ellatottsagi novényekben, a szulfithidnyos novényekhez képest; ezt
tapasztaltuk harom PR-1 gén, egy Taul tipusu glutation-S-transzferdz (NtGSTTaul) valamint
egy szalicilsav-koto kataldz gén (NtCATSAB) esetében (lasd Kirdly et el., 2012).

szulfat-hianyos névények megfeleldé szulfat-ellatottsaga
névények
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18. abra. Az optimdlis szulfdt ellatottsag (+S) hatdsa a dohdny mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV)
fertdzésre, a szulfithidnyos (-S) ndvényekhez képest (dohdny, cv. Samsun NN). A szulfét elldtottsdg hatdsa a
TMV dltal kivaltott lokalis nekrézisra (HR a virusfert6zés 3. napjan) (fels6 abrarész) és a TMV felhalmozddasra
(als6 dbrarész). A TMV felhalmozddasat valds idejti, kvantitativ RT-PCR-rel mértiik, a virus kopenyfehérje gén
(TMV-CP) relativ expressziéjanak detektdlasaval (normalizélas az NtAct génre).

A hidrogén-peroxid elokezelés gatolja a programozott sejthalalt (lokalis nekrozist) de
nem befolyasolja a virus rezisztenciat TMV-fert6zott dohanyban

Korébbi kisérleteink szerint dohdnyndvények elokezelése alacsony koncentracidju (5-10 mM)
hidrogén-peroxiddal az antioxiddns kapacitds fokozodasdaval és a lokdlis (HR) és
normoszenzitiv nekrotikus tiinetek mérséklddésével jar egyiitt baktériumos (Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola), ill. gombds (Botrytis cinerea) fertézéskor, de a kdrokozok
mennyisége a gazdaban 1ényegében nem véltozik (,,immunizalas”). Hasonldé eredményeket
kaptunk HR-tipusu nekroézist okozé virus (TMV) fertdzésekor is: hidrogén-peroxid el0kezelés
utdn a nekrotikus 1€zidk szdma és mérete jelentdsen csokkent, de a TMV titer (ELISA
modszerrel mérve) véltozatlan maradt. Ezek szerint dohdnyban a hidrogén-peroxid elokezelés
gitolja a TMV dltal kivéltott programozott sejthalalt (lokdlis nekrézist) de nem befolyésolja a
virusrezisztenciat, ami arra utal, hogy virusfertdzéskor a programozott sejthalal (PCD) és a
rezisztencia bizonyos esetekben egymdstdl fiiggetlen folyamatok eredménye (ldsd pl.
Bendahmane et al., 1999; Cole et al., 2001; Kirdly et al., 2008). Kimutattuk, hogy ebben a
tipusu tiineti rezisztencidban nincs lényeges szerepe a novényi betegségrezisztencia egyik
kozponti faktordanak, a szalicilsavnak. TMV fert6zott dohanyban a hidrogén-peroxid
eldkezelés hatdsara 1/ nem valtozott a kotott €s szabad szalicilsav mennyisége (HPLC-vel
mérve), 2/ atmenetileg visszaszorult egy rezisztencidval (novényi védekezéssel) kapcsolatos
szalicilsav-metabolizmus gén (szalicilsav-gliikoziltranszferdz, SGT) expresszidja (valos idejd,
kvantitativ RT-PCR-rel mérve). A fent emlitett eredményeket 2012-ben publikaltuk (Hafez et
al., 2012).

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

A palyézat eredményei rdmutatnak arra, hogy a névényi programozott sejthaldl (PCD) gétldsa
a BAX inhibitor 1 (BI-1) fehérje tiltermelésével nem minden esetben eredményez fokozott
rezisztencidt a nekrotréf- és fogékonysiagot a biotréf koérokozokkal szemben. Tovdbbd, ha a
virusfertézések sordn kialakulé PCD-t a novényi antioxiddns kapacitds fokozdsdval gatoljuk, a lokdlis
nekrotikus, ill. szisztemikus mozaikos tiinetek visszaszoruldsa mellett a virus felhalmozodas nohet,
csokkenhet, vagy nem valtozik (a viruskérokozo, ill. a névényben indukalt biokémiai valtozdsok
fliggvényében).

A BI-1 tdltermelés (PCD gatlds) hatdsa a novények un. nem-gazda rezisztencidjara
még tovdbbi tisztdzasra szorul. Ezzel kapcsolatban csak biotr6f gombakérokozéknél mutattdk
ki, hogy a BI-1 tdltermelés arpdban a nem-gazda rezisztencia sériilésével jarhat (Eichmann et
al., 2004; Hof et al., 2014). A BI-1 tultermelés miatti novényi PCD gétlds nem-gazda
rezisztencidara gyakorolt hatdsa madas korokozok (baktériumok, virusok) esetén tovabbi
kutatdsok targyat képezheti a jovOben.

A programozott sejthaldl fokozdsa novényekben tehat egy ,.kétélii fegyver”: az ilyen
novények felhasznalhaték ugyan a rezisztencia-nemesitésben, de a gyakorlati alkalmazas elott
rendkiviil fontos az olyan kéros ,,mellékhatdsok™ vizsgalata, mint pl. a biotréf kérokozokkal
szembeni fokozott fogékonysdg. Mindazondltal a PCD-gitolt — pl. BI-1 tdltermeld —
novények a fokozott juvenilitis/antioxiddns kapacitds miatt agrondmiai szempontbdl
eldonyosek lehetnek olyan esetekben, ahol a friss zoldtomeg maximalizdlasa a 6 cél (pl.
takarmanynovényeknél és egyes zoldségféléknél).
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