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1. BEVEZETES

A genetika és ndvénykortan szakteriiletét magdban foglald rezisztencia nemesités egy-egy
ndvényfaj fobb korokozoi, kartevdi ellen specifikus rezisztencia gének beépitésével kivanja
tobbek kozott a friss fogyasztasra szant zoldségfélék novényvéddszer mentes termesztését
lehetové tenni. A paprika rezisztencia nemesitésén harom évtizede dolgozé munkacsoport is,
mint a rezisztencia nemesités torténete soran mindenki, a gyors szdvetpusztulds, az gy
nevezett hiperszenzitiv reakcid alapjan végezte a szelekcidt. A kozel két évtized alatt
Osszegyljtott tapasztalat, stratégiavaltasra késztette a kutatdcsoportot. A valtoztatas egyik
1épése a hiperszenzitiv reakcionak, mint gy nevezett rezisztencia valasznak feliilbiralasa volt.
Ezzel parhuzamosan egy masik, altaluk felismert ndvényi tulajdonsag, az dltalanos védekezési

rendszer felhasznalasaval 0j alapokra helyezték a rezisztencia nemesitést.

A paprika altalanos védekezési rendszerének genetikai elemzése és kortani jellemzése egy
alapvetden 1j betegség ellenallosagi rendszer 1étezését bizonyitotta, mely eddig ismeretlen
stratégia alapjan, a megtamadott sejtek, szovetek megtartdsaval, megerdsitésével zarja ki a
koérokozdkat. Az altalanos védekezési rendszer aspecifikus reakcioval védi meg az egészséges
sejteket, mely sejtnagyobbodason, sejtosztodason alapuld szovettdmordodésben megnyilvanul

meg.

Ebben a munkacsoportban feladatul kaptam a paprika altalanos védekezési rendszerét kédold
gds (general defense system) gén altal szabalyozott folyamatok biokémiai hatterének
feltarasat. Munkdm soran kontrollként a paprikat megbetegitd Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria baktériummal szemben védettséget add Bs-2 specifikus rezisztencia gént

hasznaltam.

- A paprikdval kompatibilis és inkompatibilis kapcsolatban 1év6é korokozokkal szemben
egyarant védelmet biztositd gds gén jellemzéséhez elengedhetetlennek tartottam a gazda
rezisztencia és nem-gazda rezisztencia témakdrben ismert szertedgazé irodalom attekintését és
rendszerezését abbol a célbol, hogy genetikai, tiinettani és biokémiai alapon egyértelmiien
elhelyezhessiik a meglévO rendszerezésben és kijelenthessiik, hogy egy olyan védekezési

formaval allunk szemben, mely az eddig ismert jelenségekkel nem azonosithato.



- A gds génre és a Bs-2 génre jellemzd szoveti reakciok energetikai hatterét a gliikoz

mennyiségi valtozasain keresztiil kiséreltem meg felmérni.

- A specifikus rezisztencia gének gyors szdvetpusztuldsban megnyilvanulod hiperszenzitiv
reakcidjanak egyik fo biokémiai jellemzdje az oxidativ kitorés, melynek soran nagy
mennyiségben hidrogén-peroxid halmozodik fel. Célul thztem ki a gds gént tartalmazd
novények fertézott szoveteiben képzOddd hidrogén-peroxid koncentracio alakuldsanak és

szerepének vizsgalatat.

- Kiilonb6zo gazda-patogén kapcsolatokban altalanosan elterjedt jelzomolekula a szalicilsav,
mely nagyban hozzdjarul a rezisztencia kialakitdsahoz. A 1ézidszam ¢és 1ézidméret
csOkkenésére hato szalicilsav magas koncentracioban tiinetmentes rezisztencidhoz vezethet. E
jelenség ismeretében sziikségesnek tartottam a szovetpusztulas nélkiili reakcioval
jellemezhetd, gds gént tartalmazé novények fertézott szoveteiben [évo szalicilsav

mennyiségének meghatarozasat.

- Fontos kérdésként meriilt f6l, hogy az oxidativ kitoréssel jellemezhetd, szovetpusztulassal
jaro rezisztens reakciokkal ellentétes hatdsu, szovetmegtartast eredményezd altalanos
védekezési reakcioban milyen szerepe van a karos gyokok semlegesitését végzo peroxidaz

enzimnek.

- Vizsgalat targyat képezte, hogy a stresszhatdsok kivédésében szerepet jatszo
transzmetilezés, vagyis a metil-csoportok levalasan illetve beépiilésén alapuld szabalyozas
folyamata, hogyan megy végbe illetve a transzmetilezés folyaman keletkezd formaldehidnek
van-e szerepe a gds gén altal irdnyitott altaldnos illetve a Bs-2 gén altal iranyitott specifikus

védekezési reakcid soran.

- A gds és Bs-2 gén kozti kolcsonhatas genetikai alapjainak tisztazasaval illetve kortiinetekben
megnyilvanuld egymasra hatdsuk biokémiai folyamatok alapjan torténd mélyrehato
vizsgalataval kivantam tisztazni a két reakciotipus novényi betegség ellenallésagban betoltott
szerepét. A gds ¢és Bs-2 gén altal szabalyozott két reakciotipus, fertdézés kivédésében
evolucidésan meghatarozott egymas utdnisaganak korélettani alapjait vizsgaltam a rezisztencia

nemesitési munkaban vald helyes alkalmazhatosag érdekében.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. R génekhez kotott rezisztencia

A novények, életiik folyaman szdmtalan mikroba fajjal keriilnek érintkezésbe. A kontaktusok
tobbsége kozombos, kisebb részben lehetnek eldnydsek és elenyészd esetben a ndvény
szdmara hatranyosak, vagyis a ndvény megbetegedését eredményezik. Ez utdbbi esetben a
ndvény-mikroba kapcsolat gazda-patogén kapcsolatta valik.

A gazda-patogén kapcsolat kialakulasanak feltétele, hogy a potencialis korokoz6 a novény
fizikai és kémiai védekezési rendszere ellenére képes legyen a behatolasra, a novény szdmara
¢észrevétlen maradjon, a ndvényben megfeleld életfeltételeket talaljon, vagy a ndvény altal
meginditott altalanos védekezési folyamatok ellenére szaporodni tudjon.

A novények a korokozoikkal szembeni védekezéshez kiilonbozd, korokozo-felismerd
rendszereket és specifikus reakciokat alakitottak ki. A specifikus felismerés valosziniileg a
novény dominans vagy szemidominans rezisztencia (R) gén termékének és a korokozod
részérdl a megfeleld, dominans avirulencia (4vr) gén termékének kozvetlen vagy kozvetett
kolesonhatasanak eredménye (Keen, 1990; Martin, 2003). Az ezt kdvetd jelatviteli események
kiilonbozé védekezési valaszok aktivalasat iranyitjak, melyekhez tipikusan hozza tartozik a
hiperszenzitiv reakcido (HR), vagyis a gyors, lokdlis, azaz a fert6zés helyét érintd sejthalél. Ezt

nevezik ,,gene for gene” tipusu rezisztencidnak (Flor, 1955; 1971).

E folyamattal kapcsolatban még szdmos kérdés megvalaszolatlan.

Az R gének valoszintileg kulcselemei a felismerésnek, de vajon a kiilonbdzd csoportba tartozo
R gének kiilonbozd valaszokat aktivalnak? A korokozospecifikus ingerekre adott, R gének
szabalyozta novényi valaszoknak, sajatossdgaik mellett, vannak-e kozos, altalanos
jellemzo6ik?

A ,,gene for gene” alapt és a nem-gazda rezisztencia valaszok kozott vannak-e kozos elemek?
Melyek az elsddleges illetve a masodlagos valaszok? Melyek irdnyulnak a kérokozd
szaporoddsanak visszafogasara vagy megallitdsdra és hogyan? A transzkripcid szint
szabalyozas, a mar meglévé enzimek aktivalasa, az iondramlds megvaltozéasa kizarolag az
elsédleges valasz részei-e? Milyen Osszefliggés van az elsddleges valasz sebessége ¢€s a

rezisztencia hatékonysaga kozott? Milyen a rezisztencia €s a hiperszenzitiv reakcid viszonya?



2.1.1. Hiperszenzitiv reakcio

Az inkompatibilis valaszok altaldban nekroézissal jarnak, melynek mértéke az egy sejtre
lokalizalt HR-t6] a folyamatosan terjedd szovetpusztulasig valtozhat (Holub és mtsai 1994).

A ndvényi sejtek gyors nekrozisat, a korokozéra és a ndvényi sejtre egyarant karos
szabadgyokok okozzak, melyek a hiperszenzitiv valasz esetén beinduld anyagcsere
folyamatok sordn nagy mennyiségben termelddnek (Dangl és mtsai 1996). A sejtek
pusztulasaval kiszabaduld antimikrobidlis enzimek ¢és metabolitok révén kémiailag, a jol
koriilhatarolt 1éziokban pedig fizikailag is izolalt korokozok nem jutnak tovabbi tapanyaghoz,
igy szaporodasuk megall (Clough és mtsai 2000). A sejthaldl soran keletkezd helyi illetve
szisztemikus jelek folszabaduldsdval egyuttal a nem fertdzott, szomszédos sejtekben és a
tavoli szovetekben is védekezés aktivalodik. Ezt nevezik lokalis illetve szisztemikus szerzett
rezisztencianak.

Ross (1961) N gént tartalmazd6 dohanyt TMV-vel inokulalva megfigyelte, hogy a
hiperszenzitiv 1€zi6 koriili 1-2 mm-es zéndban magas szintli rezisztencia alakult ki. A
jelenséget helyi szerzett rezisztencianak (localized acquired resistance= LAR) nevezte el.
Dorey ¢és mtsai (1997) dohanyon gomba elicitorral vald kezeléssel valtottak ki HR-t és LAR-t.
Az infiltralt, HR-t mutato levélteriiletet 1-es zonaként, a koriilotte 1évo, 5 mm széles szovetet
2-es, vagy LAR-zonaként kiilonitették el. A sejtszintli analizis soran lathato volt, hogy €lesen
elhatarolodik az elhalt és az €16 sejteket tartalmazo zéna. Az egyes zénara jellemzd volt az
erds oxidativ kitorés, a szalicilsav (SA) felhalmozodas és olyan, a masodlagos anyagcserében
részt vevd gének gyors stimulacidja, melyek fenilpropanoidok és szeszkviterpenoidok
termeléséért felelosek. A kettes zonaban, ahol a HR és az oxidativ kitorés elmaradt, a fent
emlitett gének mellett PR (Pathogenesis Related) fehérjék indukcidjat és SA termelddését
mutattak ki. Bizonyitottdk, hogy a LAR indukciojat nem az elicitor, hanem a HR-t ad6
szovetbol kijutd novényi jel, jelek okozzak.

Ugyanez a kutatocsoport (Costet ¢s mtsai 1999) allapitotta meg azt is, hogy a kettes zénaban
elmarad a LAR, amennyiben nem indukélodik HR a fertézott illetve elicitorral kezelt
szovetekben. SA felhalmozasara képtelen dohany tipus (NahG) segitségével bemutattak, hogy
nem a SA az, ami jelként a HR z6nabol a LAR zo6néba diffundal.

Klement és mtsai (2003) a helyi indukalt rezisztencianak (localized induced resistance= LIR)
egy korai és egy késoi szakaszat kiillonboztetik meg. A korai indukalt rezisztencia (early
induced resistance= EIR) a fertdzést kovetd harmadik ¢és 24. 6ra kozott miikodik, mig a késoi

indukalt rezisztencia kifejlddéséhez 24 ora kell és hosszabb ideig hatékony. Az EIR-t nem-
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specifkus helyi reakcioként irjak le, mely parhuzamosan fejlédik ki a HR-rel, és amennyiben
indukcios ideje révidebb, mint a HR-¢€, megeldzi annak kialakulasat.
A fentiek alapjan gy tlinik, hogy a korokozo szaporoddsidnak gatldsa a hiperszenzitiv

szovetpusztulas miatt alakul ki.

Egy masik elgondolas szerint a HR csak egy mellékhatas, mely a védekezés rendkiviil erds
megnyilvdnuldsanak kovetkezménye, mint példaul az ,,oxidativ kitérés” (oxidative burst)
vagy a sejten beliil képzddott, toxikus hatdsu antimikrobidlis vegyliletek nagy mennyisége
(Kiraly és mtsai 1972; Goulden és Baulcombe, 1993; Bendahmane és mtsai 1999).

Ezt tamasztja ala az a tény is, hogy az oxidativ kitorés, vagyis a hirtelen, nagy mennyiségben
termelddd reakcioképes oxigénformak (Reactive Oxigen Species=ROS), illetve a kérfolyamat
soran megjelend PR fehérjéket kodold gének aktivalodasa és a megemelkedett szalicilsav
szint olyan valtozasok, melyek a fertdzés okozta sejthalalt megeldzden jelentkeznek. Késobb
a sejthalal maga is kivalt ilyen valaszokat, de ezeknek ebben az esetben mar csak kiegészito,
védekezést erdsitd szerepe van (Yu és mtsai 1998).

Az R gén - Avr gén kolcsonhatastol eltérd rezisztenciaformak esetében a ndvényi valaszok
alacsonyabb szinten aktivalédnak, és jellemzden nem is jarnak sejthalallal (Mysore és Ryu,
2004).

A ,,gene for gene” rezisztencidn beliil is eléfordul, hogy egy rezisztencia gén HR megjelenése
nélkiil biztosit rezisztenciat, bizonyitvan, hogy a sejthaldl 6nmagaban nem Iényegi jelentdségii
a korokozo megallitadsdban. Burgonyaban az Rx gén a burgonya X virussal (PVX) szemben ad
tlinetmentes, ugynevezett extrém rezisztenciat (Kohm és mtsai 1993). A dndl (dnd= defense
no death = sejthalal nélkiili védekezés) mutans allélt hordozod Arabidopsis ndovények HR
nélkiili ,,gene for gene” alapt rezisztenciaval birnak az avirulens Pseudomonas syringare pv.
glicinea baktériummal szemben és fokozott rezisztenciat mutatnak szamos virus, baktérium és
gomba korokozd ellen is (Yu és mtsai 1998). Az arpanak az arpalisztharmat (Erysiphe
graminis f. sp hordei) Osszes rasszaval szemben védettséget biztositd mlo gén hatasa sem a
HR kivaltasan alapul (Biischges és mtsai 1997).

A paprika Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal szembeni specifikus
rezisztenciajat biztosité Bs-2 gén a genetikai hattértdl fiiggden hiperszenzitiv reakcioval vagy
ané¢lkiil akadalyozza meg a korokozd ndovényben torténd elszaporodédsat (Szarka és mtsai

2002).

A HR jelenléte vagy hidnya nem feltétleniil utal eltérd rezisztencia mechanizmusra

(Hammond-Kosack és Jones, 1996). Lehetséges, hogy minden R gén olyan valaszt indukal,
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mely HR-rel végzddik, de egyes esetekben a valasz olyan hatékonyan el6zi meg a betegség

kialakulasat, hogy a sejthalal nem kovetezik be.

Erdekes a sejthaldl szerepének megitélése kiillon az ellendllosag illetve a fogékonysag
szempontjabol (Abramovitch és Martin, 2004). Tobb tanulmany is ramutatott arra, hogy egyes
biotr6f gombik megbetegitd képessége abban rejlik, hogy olyan molekuldkat és enzimeket
termelnek, melyekkel elnyomjék a gazda sejthaléllal jar6 véalaszat. Ezzel ellentétben, szamos
nekrotréf gomba gazdaszelektiv toxinokat hasznal arra, hogy egy specifikus novény fajtat
parazitaljon és patogenezise részeként elOsegiti a gazdaban a sejthalalt. A patogének a
novényi sejthaldl elnyomasadhoz vagy eldsegitéséhez altalanos sejthaldl anyagcsereutakat is
megvaltoztathatnak. Igy a novényeknek, a kiilonbozd életformaju koérokozok tamadasai
esetén, felvaltva kell hasznalniuk az egyes rezisztenciaformakat, mert a biotrof patogének
szamara elony0s, ha a sejthaldl tal konnyen elnyomhat6, ellenben egy konnyen aktivalhato
sejthaldl rendszer, mely védelmet nyujthat a biotr6f patogének ellen, kiaknazhat6 a
nekrotrofok altal.

A védekezési stratégia valtogatasanak sziikségessége jol illusztralhatd az arpa és a mutans mlo
gén példajan keresztiil, mely eldsegiti a sejthalalt és rezisztenciat nyajt a biotrof
arpalisztharmat ellen, ugyanakkor a vad MLO genotipushoz képest fogékonyabba valik a

heminekrotrof Magnaporthe grisea korokozdval szemben (Jarosch €s mtsai 1999).

2.1.2. Reakcioképes oxigénformak

Az inkompatibilis kapcsolatokban kialakul6 hiperszenzitiv reakcid beinditdsdban elsddleges
szerepet tulajdonitanak a reakcioképes oxigénformaknak. Doke és mtsai (1983, 1988)
megfigyelései szerint a legkorabban megjelend reaktiv oxigénforma a szuperoxid (O*). A
savas PH-ju novényi sejtfalban a szuperoxid felezési ideje egy masodpercnél kevesebb
(Sutherland, 1991). A szuperoxidot az extracellularis szuperoxid-dizmutaz (SOD) gyorsan
hidrogén-peroxidda (H,O,) alakitja, melynek kdvetkeztében a H,O, mennyisége jelentdsen
megemelkedik. Ezt nevezik oxidativ kitorésnek (oxidative burst). Mig a H,O, konnyen atjut a
membranokon, a szuperoxid erre csak nagyon lassan képes. A szuperoxid ¢és a H,O, csak
mérsékelten reakcioképes, ugyanakkor reaktivabb formaba, hidroperoxil (HO,e) illetve
hidroxil (OHe) gyokké valo atalakulasuk révén sejtkarosito hatastiak. Ha a H,O, a
citoplazmaban megfeleld koncentraciot ér el és eljut a ndvény vagy a kérokozo sejtmagjaig, a
vas ionokkal reagalva hidroxilgyokké alakul, mely a DNS roncsolasara képes (Halliwell and

Gutteridge, 1990).

12



Virulens és avirulens baktérium hatdsara igen gyorsan, 5 percen beliil H,O,-termelddés
kovetkezik be. Ezt az extra- €s intracellularis tér kozotti ionaramlas megvaltozéasa el6zi meg,
aktivacigja sziikséges (Niirnberger és mtsai 1994) . Avirulens baktérium esetén 2- 4 6raval a
fert6zés utan egy masodik, erdteljesebb oxidativ kitorés is megfigyelhetd. Valosziniileg ennyi
1d6 alatt valtja ki az avirulencia fehérje a novény H,0O,-termelésben megnyilvanulo
védekezését (Levine és mtsai 1994; Baker and Orlandi, 1995).

A novények ¢és emldsok esetében azonos ROS-termelddésen kiviil a ndvényekben, két tovabbi
moédon  képzédhet H,0O,. Oxalsavbol az oxalat-oxiddzon keresztill, illetve a sejtfalban
lokalizalt peroxidazok (POD) altal (Bolwell és mtsai 1995). Ezek alapjan a ndovényekben
legalabb hdrom mechanizmus 1étezik a reakcioképes oxigénformék termelésére. Kiilonbdzo
novényfajokban eltérd lehet a ROS-termelés modja, illetve az, hogy ezek koziil melyik
folyamat dominal az oxidativ kitorés soran.

A ROS a novényi védekezésben tobbféle szerepet tolthet be. A ndvény képes olyan
koncentracioban eldallitani H,O,-t, melynek kdzvetlen toxikus hatdsa van a mikrobakra. A
H,0: a sejtfalszerkezet megerdsitésében is részt vesz a sejtfalat alkotd egyik polimer, a lignin
eldanyagainak eloéallitdsan keresztiil, valamint a sejtfalfehérjék kozti oxidativ keresztkotések
kialakitdsanak katalizalasaval. A H,O, jelzOmolekulaként fokozza a szalicilsav szintézis¢hez
sziikséges benzoesav-2-hidroxilaz (BA2H) enzim aktivitasat. A H,O, az antimikrobialis
hatast fitoalexinek termelését is indukdlja, de valdszinlileg nem a fenilpropanoid illetve
flavonoid anyagcsereuton, nem a fenilalanin-ammoénia lidz (PAL) enzim aktivaladsan
keresztiil.

A védekezés soran termel6dé ROS miatt megvaltozik a sejt redox egyensulya. Mivel szdmos
transzkripcids faktor szabalyozasa a redoxallapoton keresztiil torténik (Schreck és mtsai 1991;
Meyer és mtsai 1993), a szuperoxid és a H,O, is szolgélhat jelként a novény védekezési
génjeinek indukalasdhoz. A redoxallapot valtozasara indukalédhatnak olyan enzimek is,
melyek a szabadgyokok semlegesitéséért feleldsek, védd vagy javitd aktivitasuak (Mehdy,

1994). Ezekre a folyamatokra a kiillonboz6 reaktiv oxigénformak méas-més modon hatnak.

2.1.3. A sejtfal megerdésitése

A mikrobdk bejuthatnak a ndvénybe természetes nyilasokon vagy sériiléseken keresztiil is, de
legtobbszor at kell hatolniuk a kutikulan és a sejtfalon. Ehhez a sejtfal kiilonboz6 polimerjeit
bont6 enzimeket hasznalnak, de maga a mechanikai nyomas is segit a mikroba bejutasaban. A

sejtfal megerdsitése kiillonbozé moddon jarulhat hozzd a rezisztencidhoz. A sejtfalban zajlo
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polimerizacios reakciok soran keletkezd fenolos lignin prekurzorok és szabadgyokok hatassal
lehetnek a korokozok membranjanak plaszticitasara, inaktivalhatjak enzimeiket, toxinjaikat,
elicitoraikat. A sejtfalszintézis természetes folyamata alkalmas arra is, hogy a gazdandvény a
magas szinten specializalodott gomba korokozd hifait is lignifikdlja (Mauch-Mani and
Slusarenko, 1996).

A mikrobak enzimatikus tevékenysége soran keletkez0 sejtfal fragmentumok maguk is
védekezési folyamatokat indithatnak el, vagy erdsithetnek meg (De Lorenzo és mtsai 1994).
A sejtfal fragmentumok koziil a galakturonsav oligomerjei a poligalakturonaz enzimet gatlo
fehérjék (PGIPs) megjelenését vonja maga utan. Bell és mtsai (1986), valamint Nuss és mtsai
(1996) kisérletei alapjan a PGIPs indukélodasanak folyamata a PR fehérjékkel megegyezo
volt. Erdekes, hogy a PGIP fehérjékben is van egy leucinbol all6 ismétlddésekben gazdag
motivum, mely egyes R gének fehérjetermékében szintén megtalalhatd (Bent €s mtsai 1994).
A gomba koérokozokra adott gyors sejtfalvalasz a papillaképzddés, mely fizikailag
akadalyozza a gomba behatolasat (Heath, 1980; Bayles ¢és mtsai 1990). A papillak egyik f6
Osszetevoje a kalloz, melyet a sejthartydban lokalizalt kall6z-szintdz enzim termel.

A bazikus hidroxiprolinban gazdag glikoproteinek (HRGPs) az elsddleges sejtfalszerkezet £6
alkot6i és a lignin polimerizacid kiindulasi pontjai lehetnek (Showalter, 1993; Bolwell és
mtsai 1995). Az oxidativ kitéréskor a HRGP fehérjék kozt kialakuld keresztkotések a
leggyorsabb valaszok kozé tartoznak, melyek a sejtfal megerdsitésére szolgalnak (Bradley és
mtsai 1992).

A sejtfal és a mikroba kolcsonhatdsandl a lignin tartalom helyi megemelkedése szintén a
sejtfal athatolhatatlanna tételére iranyul, de ez a keresztkotések kialakulasdhoz képest lassabb

reakcio (Whetten and Sederoft, 1995).

2.1.4. Benzoesav és szalicilsav

Inkompatibilis kapcsolatokban gyakori jelenség a benzoesav (BA), szalicilsav (SA) és
konjugatumaiknak f6lhalmozddasa, mely sok esetben HR-rel jar (Raskin, 1992). A SA a
fenilpropanoid anyagcsere soran képzédik BA-bol a BA2H enzim segitségével. A SA-
szintézis szabalyozasa az egyes fajokban eltérd lehet. Egyik esetben a konjugalt formabol
felszabadul6d szabad BA indukalja a benzoesav-hidroxilazt (Léon és mtsai 1995), mig olyan
fajok esetében, amelyek nem raktaroznak BA-konjugatumokat, a PAL enzim megndvekedett
aktivitasa inditja el a SA-szintézishez vezetd folyamatot (Mauch-Mani and Slusarenko, 1996).
A BA ¢s a SA védekezés soran kozvetlen antimikrobidlis hatast fejthetnek ki (Raskin, 1992;
Klessig ¢s Malamy, 1994).
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A magas SA-szint egyfel6l a mikrobialis koérokozok elleni valaszokat aktivalja, ugyanakkor a
jazmonsav (JA) bioszintézis gatlasan keresztiil biztositja, hogy a rovarok ¢s nematddak ellen
hatasos, sebzés-indukalta gének ne indukalodjanak sziikségtelentil.

A SA feltétlen szerepét kiillonbozo, virusok, baktériumok és gombdak elleni R géneken alapuld
rezisztencia esetében is bizonyitottdk a bakteridlis eredeti NahG génnel transzformalt
novények segitségével. Az allanddan kifejez0dé NahG gén altal kodolt szalicilat-hidroxilaz a
SA-at lebontja, igy ezekben a ndvény tipusokban hatarozottan kevesebb a SA mennyisége
(Gaffney és mtsai 1993; Delaney ¢és mtsai 1994). A SA-felhalmozodés elmaradasa miatt a
transzgénikus novények helyi, R gének altal biztositott rezisztencia valaszai gyengébbek
voltak, nagyobb 1¢zi6t adtak (Ryals ¢és mtsai 1996). Ez aldl kivétel a Cf gént tartalmazo,
Cladosporium fulvum koérokozoval szemben rezisztens paradicsom, ahol a NahG gén jelenléte
nem rontotta a rezisztencia szintjét.

A rizsre jellemzé allandéan magas SA-szint Osszefiigg az altalanos betegségellenallosaggal,
ugyanakkor fertéz¢és hatdsara nem né a mennyisége.

Ezek alapjan a SA szerepe mindenképpen Osszetett, és valosziniileg fajok szerint is valtozo

lehet.

2.1.5. PR fehérjék és mas, védekezéshez kotodo fehérjék

Bowles (1990) definicioja alapjan PR fehérjének szamit minden olyan extra- és intracellularis
fehérje, mely érintetlen novényben vagy sejtkulturdban koérokozoval vald fertdzést illetve
elicitor-kezelést kovetden halmozodik fel.

A PR fehérjék esetében is kérdés, hogy milyen modon jarulnak hozza a rezisztenciahoz.
Szamos PR fehérjérdl deriilt ki, hogy kitindz vagy glilkanaz aktivitdsu (Collinge és mtsai
1993; Melchers ¢és mtsai 1994). A kitindzok egy valtozatos enzimcsoport, melyeknek a gomba
koérokozok elleni védelemben lehet szerepilik, mivel a gombak sejtfalaban talalhatd kitint
bontjak. Virus- vagy baktérium ellenes hatasi PR-fehérjérél maig nem szamoltak be (Heil és
Bostock, 2002).

Bizonyiték a PR fehérjék rezisztenciaban betoltott szerepére, hogy az olyan transzgénikus
novények, melyekben az ismert, vagy akar ismeretlen funkcioji PR fehérjék kifejezddése
allando, egyes gombakorokozokkal szemben rezisztensebbek (Broglie és mtsai 1991; Lui és
mtsai 1994). Az ilyen kisérletekbdl tovabbi kovetkeztetések sziilettek. A vakudlumban 1évo
bazikus PR fehérjék gombaellenes hatasa sokkal erdsebbnek bizonyult, mint savas
megfeleldiké, melyeket a sejtfal valaszt ki (Sela-Buurlage és mtsai 1993). Amikor egyszerre

két vagy tobb PR fehérje fejez0dott ki folyamatosan, szinergista hatast fejtettek ki a
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betegségellenallosag novelésére (Zhu és mtsai 1994). Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a
rezisztenciahoz a PR gének 6sszehangolt miikdodése sziikséges.

A PR fehérjék valosziniileg nem a ,,frontvonalon zajlo védekezés” részei, leginkabb a biotrof
korokozokkal szemben lehet szerepiik, a ndvényi sejtek jelentds roncsolodasat kovetden. Bar,
egyes citoplazmaban lokalizalt PR fehérjék génjei nagy sebességgel aktivaldédnak elicitor-
kezelést kovetden, igy lehetséges, hogy ezek az elddleges valaszhoz kellenek (Somssich és
mtsai 1989; Hahlbrock és mtsai 1995).

A védekezéshez kapcsolodd gének masik csoportjat a bazikus, ciszteinben gazdag tioninok
alkotjak, melyek foleg gabonafélékben taldlhatok és szintén antimikrobidlis hatastak
(Bohlmann, 1994). A PR fehérjékhez hasonloan ezek is kiilonb6zé modon halmozodnak fel
az egyes inkompatibilis kapcsolatokban. Epple és mtsai (1995) bemutattdk, hogy mig a PR
gének aktivaciojahoz vezetd folyamatot a SA kozvetiti, a tionin gén kifejezddését Arabidopsis
esetében, a JA-kozvetitette jelatviteli Gt szabalyozza.

Zeller sejtkultaraval és Phytophtora sojae korokozobdl szarmazoé elicitorral modellezett nem-
gazda kapcsolatban Somssich és mtsai (1989) megfigyelték, hogy legalabb 19 féle, elicitorral
aktivalhato gén indukalodott. Egy masik tanulméany (Kawalleck és mtsai 1992) arr6l szamol
be, hogy az elicitorral indukalhaté gének kozott a tipikus, PR fehérjék ¢és fitoalexinek
termeléséért felelés géneken kiviil olyanok is vannak, melyek géntermékei az aktivalt
metilcsoport ciklusban szerepelnek, mely viszont az elsddleges anyagcsere része.

Ezek alapjdn a tanulméanyok alapjan kideriil, hogy a védekezés alatt a sejt kiilonbozd
részeiben rendkivill véltozatos novényi fehérjék szintetizdlodnak Osszehangoltan, mely az

elsddleges és masodlagos anyagcserét is €rinti.

2.1.6. Lipoxigenazok

A lipoxigendz (LOX) enzim aktivitdisdban bekovetkezd hirtelen novekedés gyakran
specifikusan Osszefiigg az R gének és Avr gének altal meghatarozott rezisztenciaval. Ez a
rezisztenciaért tobb modon lehet felelds. A LOX szignalmolekuldkat generalhat, igy mint SA,
metil-jadzmonat (MeJA), lipid-peroxidok, melyek egyiittesen specifikus valaszokat erdsitenek
fel. A LOX enzim miikddése irreverzibilis membrankarosodast okozhat, majd a sejttartalom
kiomlése altal sejthalalhoz vezet (Keppler and Novacky, 1986). Egy masik lehetdség, hogy a
LOX altal katalizalt reakciok soran toxikus illékony és nem illo, zsirsav eredetli szekunder

metabolitok termelddnek, melyek kozvetleniil hatnak a koérokozora (Croft és mtsai 1993).
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2.1.7. Fitoalexinek

A fitoalexinek kis molekulastlyu, lipofil, antimikrobidlis vegyiiletek, melyek inkompatibilis
koérokozok fertézése koril illetve szdmos biotikus és abiotikus elicitor hatasara termelddnek.
A fitoalexinek jellemzden azon a ponton képzddnek, ahol az elsédleges anyagcsereutak
folyaman megtermelddott prekurzorok a madasodlagos anyagcsereutba belépnek. A
prekurzoroknak ez az atalakulasa olyan enzimek de novo indukalodaséara kovetkezik be, mint
példaul a PAL, mely a bioszintézis utak kulcsfontossdgu pontjait szabdlyozza (Dixon and
Paiva, 1995). Ugyanakkor, mivel a legtobb fitoalexin szintézis¢hez szdmos enzim kell, az
ilyen jellegli védekezés sikeréhez magas szinten koordinalt jelzéeseményekre van sziikség.

A fitoalexinek in vitro antimikrobialis hatisa tagadhatatlan, de hogy az R gén fliggd
valaszokban milyen mértékili a szerepe, az még nem ismert. Ezt a kérdést mutansok
segitségével kozelitették meg (Glazebrook and Ausubel, 1994). A padl, pad?2, pad3 fitoalexin
hidnyos Arabidopsis mutansok P. syringae (avrRpt2) elleni R gén (RPS?2) fiiggo rezisztencidja
nem sériilt a fitoalexin hidny miatt. Egy masik tanulmény szerint az olyan transzgénikus
dohénynak, melybe a resveratrol nevii fitoalexint allanddan termeld gént épitettek be, a
Botrytis cinerea ellen magasabb rezisztenciaja volt (Hain és mtsai 1993).

Tobb novény-korokozd kapcsolatban folmeriilhet a kérdés, hogy a fokozott fitoalexin
termelés célja a masodlagos fertézés sulyossaganak vagy a virulens kérokozo altalanos
elterjedésének mérséklése.

Az elemi ként is az er6s gombaellenes hatassal bird fitoalexinek k6zé soroljak (Cooper ¢€s
mtsai 1996). Kakao esetében kizarolag a Verticillium dahliae kdrokozdval szemben rezisztens
genotipusban mutattdk ki a ként a szallitoszovet fa részében folhalmozodva. A kén

bioszintetikus eredete ismeretlen a névényekben.

2.2. Nem-gazda rezisztencia

Egy fogékony gazdandvény fajon beliil fajtakra, genotipusokra jellemz0 a gazda rezisztencia,
mely specifikus kérokozd-genotipusok ellen alakult ki. A rezisztencia egy masik formdja egy
novényfaj egésze szamdra, altalanosan biztosit védelmet. Ez a nem-gazda (non-host)
rezisztencia. A novények a legtobb mikoorganizmus ellen a nem-gazda rezisztenciaval
védekeznek, melyet a ndvényi betegségellenallosag leggyakoribb forméjanak tartanak.

A gazda rezisztencia altaldban monogénes, melyet az R gének irdnyitanak. E gének termékei,

az R fehérjék kozvetleniil vagy kozvetve kolcsonhatasba 1épnek a korokozo avirulencia (avr)
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génjei altal termelt elicitorokkal (Flor, 1971). A ,,gene for gene” rezisztencidnak a megértése
viszonylag eldrehaladott, bar még olyan alapvetd kérdések mindig megvalaszolatlanok, mint
hogy egy patogén miért teljesen virulens az egyik novényfajon mig egy mésikon nem.

A nem-gazda illetve a ,,gene for gene” rezisztencia kdzott vannak hatarozott hasonldsagok, de
kérdés, hogy a rezisztencia valaszok ugyan azon mechanizmuson keresztiil valosulnak-e meg.
Mara a nem gazda rezisztencia szdmos elemét azonositottdk, de a mechanizmusardl még
keveset tudunk. Ma még kevés esetben tudjdk megnevezni, hogy melyek azok a
tulajdonsagok, amelyek egy novényben kozvetleniil Aallitjdk meg azon korokozok
szaporodasat, melyeknek az adott novény nem gazdandvénye. Gomba korokozodkat illetéen az
ismert adatok alatdmasztjak azt a lehetOséget, hogy a sejtfalon beliili erésen lokalizalt
valaszok ¢és a korai jelzéfolyamatok elsddleges szerepet jatszanak a nem-gazda

rezisztenciaban (Heath, 2000).

2.2.1. A nem-gazda rezisztencia alkotéelemei

A nem-gazda rezisztencidhoz sziikségesek az eleve meglévo, passziv illetve az indukalhato
védekezési mechanizmusok, a jelzorendszer elemei €és a széles spektrumu rezisztenciat

biztositd gének.

2.2.1.1. Passziv védekezési formak

A koérokozo a passziv védekezési formakkal taldlja szemben magat eldszor. Ilyen a fizikai
akadalyt jelentd sejtfal, a citoszkeleton, valamint az antimikrobidlis hatdsti szekunder
metabolitok.

A sejtfal elsddleges alkotdi a nagy molekulatomegii poliszaharidok, melyek halozatot képezve
fizikai akadalyként szolgalnak a mechanikai erét kifejtd, illetve a sejtfalbontd enzimeket
kibocsato korokozok ellen. A sejtfal dsszetételének szerepe lehet a betegségellenallosagban €s
az enzimeknek ellendlld poliszaharidok felhalmozddasa hatékony védelmet jelenthet
(Vorwerk és mtsai, 2004).

A sejtfal hidratalt és gélszerti, foként cellulozt, hemicellulozt és egy, a pektint is magaban
foglalo, galakturonsavban gazdag frakciot tartalmaz. A sejtfal dsszetétele jelentOsen eltérd és
egyben jellemzé is az egyes fajok esetében. Igy példaul, mig a kétszikiiek sejtfala 35%
pektint, 30% cellulézt, 30% hemicellulézt és 1-5% szerkezeti fehérjét tartalmaz, a fiifélék

esetében 55% hemicelluldz, 25% celluloz, 10% pektin alkotja a sejtfalat. A finomszerkezet
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szintjén valosziniileg még magasabb szintli a variabilitds, azonban eddig a legtobb
sejtfalpoliszaharid finomszerkezérdl csak atlagos képet szerezhettiink, mert a nagy
molekulastlyt poliszaharidok tisztitasa és jellemzése nem olyan fejlett, mint a fehérjéké.

A sejtfal Osszetételének fajon beliili, genetikai alapt kiillonbségeirdl keveset tudunk, de
felmertil, hogy ennek alapjan eltérd lehet a gazda-patogén kapcsolatok kimenetele és hogy a
nem-gazda rezisztencia oka lehet a nem-gazdandvény ¢és gazdandvény sejtfalosszetétele kozti
kiilonbség (Vorwerk és mtsai, 2004).

A sejtfalban taldlhaté antimikrobidlis anyagok és a korokozd szaporodasat gatldo szekunder
metabolitok tovabbi tényezok a védekezés soran (Darvill és Albersheim, 1984; De Lorenzo ¢€s
Ferrari, 2002). A koérokozok sejtfalbontod tevékenysége kovetkeztében, a poliszaharidokbol
felszabaduld oligoszaharidok szigndlmolekulaként védekezési valaszokat inditanak el a

ndvényben.

El-Benoby ¢és Rudolph (1979), Trigalet és Démery (1986), valamint Gross ¢s Rudolph (1987)
egy korokozo-centrikusabb  megkdzelitéssel — vizsgaltdk a  szénhidritok és a
betegségellenallosdg kozti kapcsolatot. Ennek alapja, hogy a levélfoltosodast okozo
baktériumok a novénybe jutva extracellularis poliszaharid (EPS) burkot képeznek maguk
korill, ami jo vizmegkotd képességii, igy megfeleld kornyezetet biztosit a baktérium
szaporodasahoz és ez felelds a zsirfolt kialakuldsaért is. A névény emiatt a burok miatt nem
érzékeli a baktériumot, mert a burok eltakarja azokat a specidlis kotéhelyeket, amelyek a
novénysejt receptorai szadmara felismerhetdek lennének. A felismerés elmaradasaval a novény
védekezése sem indukalodik.

E szerint az elmélet szerint azok a ndvénytipusok fogékonyabbak a korokozdval szemben,
amelyek eleve tobb gliikdzt tartalmaznak. Abban az esetben, ha a ndvény mas szénhidratokat,
els@sorban szahardzt tartalmaz nagyobb koncentracioban, a baktériumnak eldszor le kell azt
bontania, €s csak ezutan tudja a gliikdz felhasznalasaval az EPS burkot felépiteni. Ez alatt a
korokozo felismerése megtorténhet, a novény beindithatja védekezd reakcioit a baktérium
szaporodasa, illetve az éltala okozott stressz ellen (Stefani €s Rudolph, 1989; Osman és mtsai,
1986; Gross és Rudolph, 1987).

Sardi és mtsai (1996, 1999) bab ndovények kiilonbozé kort leveleiben vizsgaltak egyes
szénhidrat frakciok mennyiségét, valamint azok aranyat. Ezzel parhuzamosan mesterséges
fertdzésekkel ellendrizték a zsirfoltosodds mértékét a kiilonbozd fenofazisban 1évo
levélszinteken. Az eredmények azt mutattak, hogy a levelek koraval ardnyosan a gliikoz
koncentracioja erételjesen lecsokken és ezzel parhuzamosan az egyébként fogékony novény

fokozatosan tolerancidra illetve rezisztenciara utal6 kortiinetekkel reagal.
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Neugabauer és mtsai (1989) a baktériumok EPS-termelé tulajdonsagat mutans torzsek
segitségével vizsgaltak. Kutatasaik eredményei alapjan a levanbol és az alginatbdl, mint két f6
komponensbdl allo EPS-t a baktérium szintetizalja. Kisérleteikbdl kideriilt, hogy az alginat-
produkcié a Pseudomonas syringae pv. phaseolicola fertdzés egyik fontos virulenciafaktora.
A novényben jelenlévd alginat, befolyasolja tiinetokoz6 képességét a babon. A szahardz
enzimesen monomerjeire bomlik és ezekbdl épiil fel a gliikoz egységeket tartalmazd levan,
ami szubsztratként miikodik a baktérium szdmara. Ha a kérokozé erre nézve mutans, vagyis
lev-, akkor szahar6zos kozegben jol fejlodik, de gliikkdzos, gliikkondtos vagy glicerolos
taptalajon nem.

A baktériumok EPS burkénak szerepét a reaktiv oxigénformdkkal szembeni védelemmel

kapcsolatosan is vizsgalta Kiraly és mtsai (1997).

Az antimikrobidlis hatast szekunder metabolitok kozé tartoznak a szaponinok, melyek széles
korben elterjedtek a novényvilagban (Osbourn, 1996a). Ugyanakkor, azt nem tudni, hogy a
nem- gazda rezisztencidban mennyire altalanos a szerepiik.

A ndvényi sejt szerkezetét ado citoszkeleton, vagyis mikroszalak és mikrotubulusok halozata,
atrendezddés révén, szamos nem-gazda gomba behatolasat képes megakadalyozni. Kobayashi
és mtsai (1997a) arpa, buza, uborka ¢és dohany sejtjeiben gatoltdk a mikroszalakat felépitd
aktin polimerizacidjat, aminek kovetkeztében elvesztették nem- gazda rezisztencidjukat
szamos gomba korokozodval szemben.

Az arpa ¢és Erysiphe pisi nem-gazda kapcsolat vizsgalatdhoz a sejt hosszirdnyaban
elhelyezkedd mikroszalakat felépitd aktin, illetve a sejtben keresztiranyban talalhatd
mikrotubulusokat felépité tubulin polimerizacidjat gatlo vegyiilettel kezelték az arpa
hajtascsucsat (Kobayashi és mtsai 1997b). A mikroszalak és mikrotubulusok lebomléasa esetén
hatarozatlanna valt a citoplazma aggregacioja ¢€s az arpat egyébként megbetegiteni nem tudo
E. pisi micéliuma képes volt hatolni a sejtekbe.

Yun ¢és mtsai (2003) Arabidopsis és buza lisztharmat (Blumeriella graminis f.sp. triciti)
kapcsolatdban bizonyitottdk, hogy mivel a sejtvaz szerkezetének bontdsit okozd kezelés
segitette a gomba szaporodasat, a citoszkeletonnak meghatarozd szerepe van a nem-gazda

rezisztenciaban.

2.2.1.2. Aktiv, indukalhaté novényi valaszok

A masodik akadalyt az aktiv, indukalhaté novényi védekezési valaszok jelentik, melyek akkor

1épnek mitkodésbe, mikor a névény nem specifikus modon felismeri a patogének altalanos
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elicitorait. Az elicitorok olyan, mikrobak 4ltal termelt, vagy a mikrobak felszinérdl szdrmazo
molekuldk, melyek a novényben valaszreakcid kivaltasara képesek. A mikrobdkra jellemzd
termékek kozé tartozhatnak fehérjék, peptidek, szénhidratok, lipidek. Gombék esetében nem
specifikus elicitorok lehetnek gomba anyagcseretermékek, valamint olyan ndvényi
anyagcseretermékek, melyek a korokozo altal végzett sejtfalbontés alatt szabadulnak el. Az
elséként azonositott altalanos bakteridlis elicitor a flagellumot alkotd flagellin, illetve annak
egy konzervalt része (Felix és mtsai 1999; Gémez- Gomez és mtsai 1999).

Az indukalt rezisztencia egyik formaja az EIR, melyet kivalthatnak hdvel eldlt baktériumok,
nem-koérokozd baktériumok, illetve patogenitasukban hibas mutans torzsek (Klement ¢és
mtsai, 2003). Az EIR megéllitja ezen baktériumok szaporodasat és helyi rezisztencia alakul
ki. Ez azt jelenti, hogy inkompatibilis korokozoéval valo feliilfertézéskor elmarad a HR,
kompatibilis korokozoval valo feliilfertézés esetén pedig megall a baktériumszaporodas.
Klement és mtsai (1999) fogékony Samsun dohéanyfajta és P. s. pv. phaseolicola nem-gazda
kapcsolatban vizsgéltak az indukalt rezisztencia korai szakasza (EIR) és a HR viszonyat.
Véleményiik szerint egyszeri fert6zés utan is gatolhaté a baktérium HR nélkiil, mert az
inokulalas hatasdra két parhuzamos vélasz indul el, a HR és az EIR. Ezek kdlcsonhatasa
hatarozza meg a tiinettipust. A HR gyors kifejlodése altalaban elfedi az EIR-t, ezért az csak
indirekt modon, a hiperszenzitiv nekrozis elmaradasdval mutathat6 ki. Tanulmanyukban azt
vizsgaltak, hogy milyen koriilmények kozt elézi meg az EIR a HR kialakulésat. Az EIR-re
nézve megallapitottdk, hogy gyors kifejléddése nagyban fiigg a homérséklettdl és a novény
¢lettani allapotatol.

Szatmari és mtsai (2005) a nevezéktan egységesitése utan a korabban EIR-nek, jelenleg EBR-
nek nevezett jelenség, vagyis az altaldnos rezisztencia (basal resistance=BR) korai
eseményeinek jellemzésérél szamolnak be az éltaluk izolalt molekularis genetikai markerek
segitségével. Tanulmanyukban HR-negativ P. s. pv. syringae baktériummal indukaljadk az
EBR-t dohanynovényeken, majd ezek génkifejez0dési profiljat kezeletlen kontroll

novényekhez hasonlitjak.

A ndvényi betegségellenallosagi valasz és az emlésok velesziiletett immunitdsa esetében
lejatszodd molekularis mechanizmusok kozt szdmos hasonlosag talalhaté (Cohn és mtsai
2001). Az emldsok immunrendszerérdl szerzett ismeretek €s az ott hasznalt elnevezések
segitségével kozelitenek a novényi folyamatok megértéséhez.

Az éllatok velesziiletett immunvalaszat indukaljdk a patogén feliileti molekuldai (PAMPs =
pathogen-associated molecular patterns = a patogénekre jellemz6 molekularis mintazatok).

Ezek felismerd receptorokhoz kotddnek, és az immunvalasz gének kifejezddését, valamint
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antimikrobialis anyagok termelddését inditjdk el. A PAMP-ok jellemzdi, hogy erdsen
konzervalt a szerkezetiik, funkciobeli jelentdségiik van, szamos mikroorganizmusban jelen
vannak, de hianyoznak a lehetséges gazdaszervezetekbdl.

Kérdés, hogy a ndvényi altalanos elicitorok is mutatnak-e ilyen tulajdonsagokat? Ugy tiinik, a
velesziiletett immunitds molekularis alapjai az ¢élovilag birodalmai kozott evolicios
konzervaltsagot mutatnak. Az allatokban ismert, velesziiletett immunvalaszt aktivalo PAMP-
okhoz hasonldok novényekben is elinditanak tigynevezett alapvédekezéseket (a velesziiletett
immunitast), ill. a védekezési gének kifejezddését (immunvalasz génjei) (Niirnberger és
Brunner, 2002). Ennél fogva hasznalatosak a novényeknél is a ,,PAMPs”, az ,,immunvalasz”
¢és az ,,immunvalasz génjei” kifejezések.

Tovabbi kozds vonas, hogy a velesziiletett immunvalaszok mitogén-aktivalta fehérje kindzon
(MAPK) keresztiil aktivalodnak. Asai és mtsai (2002) Arabidopsis esetében bizonyitottak,
hogy a flagellin, egy altalanos elicitor fehérje a baktérium flagellumabol, a MAP kinaz
kaszkadon keresztiil aktival védekezési valaszokat.

Az indukalhat6é védekezés valosziniileg komplex és kdlesondsen Osszefiiggd stressz valaszok
sorabol all, melyeket sokféle inger valthat ki, koztiik a mikroba tdmadas is (Heath 2000). Az
altalanos elicitorok és a PAMP-ok altal kivaltott novényi valasz a sejtfalvastagodas, a sejtfal
lignifikacidja, fenolok ¢és flavonoidok folhalmozodasa, szaponin-¢€s fitoalexintermelés,
papillaformalas, valamint PR gének indukcidja, mely a szisztemikus szerzett rezisztencia

(SAR) egyik eleme.

Ma mar kozismert, hogy a sejtfal nem csupan egy passziv, szerkezeti akadaly. A gombak
esetében a sejtfal a nem-gazda rezisztencia kifejezddésének elsddleges helye. A fert6zés
kimenetele a gomba sejtfalon beliili ndvekedése alatt ddl el. Ha a nem-gazda rezisztencia azt
megelézden fejezddik ki, hogy a gomba bejut a sejtekbe, vagyis a sejtkozotti jaratokban vagy
a sejtfalon beliili ndvekedés soran megtdrténik a gatlasa, akkor nem jar sejthalallal.

Nem specifikus sejtfalhoz kapcsolodd valaszok gazda és nem-gazda novényekben egyarant
elindulnak. Gombak fertézése soran tipikusan ilyen ndvényi valasz a sejtfalvastagodas, mely
szilika ¢és kalléz lerakddéasa soran alakul ki. A kalléz nevii polimer, mely egy (1-3)-B-D-
glikkan, a mikrobak tdmadasakor nagy sebességgel szintetizalodik és rakodik le a sejtfal és a
sejthartya kozti térben. Ezzel a korokozo bejutasi kisérletének helyén segiti a névényben az
antimikrobidlis vegyliletek (a korokozd sejtfalat bontdé enzimek, fitoalexinek, reaktiv
oxigénformak) koncentralédasat és fizikai akadalyként is hat. A sejtfalvastagodasokat, vagy
papillakat jellemzden kiilonb6z6 fenolok és reaktiv oxigénformak egyiittes folhalmozodasa

kiséri.
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Brown ¢és mtsai (1995) Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal szemben Bs-3
rezisztenciagént tartalmazo paprikandvényen (ECW-30R) vizsgéltak a patogenitasért és HR-
okozd képességeért felelds hrp génekben mutans korokozo torzsek segitségével a hpr gének
szerepét a papillaképzés elnyomésaban.

A vad tipust, hrp gént tartalmazé korokozo az ECW-30R paprika fajtan 5 nappal a fertdzést
kovetden vizenyOs foltokat valtott ki és az érintett sejtek csak gyenge papillaképzéssel
reagaltak, mert a Bs-3 gén ebben a gazda-patogén kapcsolatban nem biztosit HR-t. A
kiilonb6z6 Arp génekben mutans baktérium torzsekkel végzett fertdzés nem okozott lathatd
elvaltozasokat, mert a novény kiillonbozé erdsségli papillaképzéssel képes volt ellendllni. A
papillaképzés er0ssége megegyezett a hrp gént nem tartalmazo szaprofita baktériumok altal
kivaltott valaszok erdsségével. Az avrBs-3 gént tartalmazd baktérium térzs HR-t okozott, mig
az avirulencia gén mellett mutdns hrp gént tartalmazd baktérium toérzs nem okozott
makroszkopikus tiineteket. A szerzok ezek alapjan bizonyitottnak lattdk a hrp gének
papillaképzésre gyakorolt gatlo hatésat.

Vita targya, hogy a sejtfalvastagoddsnak a betegség ellenallésagban van szerepe, vagy pedig
ez a gylrliszerli szerkezet a gomba koérokozo szamadra teszi konnyebbé a sejtbe vald bejutést.
Molekularis genetikai adatok vannak arra nézve, hogy a sejtfalvastagodasok valoban Janus-
arciiak, mert funkciojuk van a gomba patogenezisében €s a rezisztencia valaszban is. A
korokozot oly mddon segitheti a termelddd kalloz, hogy a gomba elicitorait elszigetelvén
megakadalyozza a ndvényt annak érzékelésében, vagy megvédi a gombat a névény altal
termelt antimikrobialis anyagoktol (Schulze-Lefert, 2004).

Gombak behatolasanak helyénél megfigyelheté a citoszkeleton szerkezet gyors folbomlasa
majd Ujraszervezddése, mely a korokozd okozta polarizacid jele. A polarizaloédott sejtben
lehetévé valik egy Osi, a vezikulumokon alapuld rezisztencia valasz, melynek soran a
szabalyozashoz sziikséges anyagok illetve toxinok kivalasztdsa és szallitdsa irdnyzottan
torténik. Hiickelhoven és mtsai (1999) a sejtfalvastagodasoknal, papillaknal koncentralodéd
vezikulumokban H,0, félhalmozddasat figyelték meg, melyeknek eléfordulasa Osszefiiggott
az arpa lisztharmat elleni ,,penetration” rezisztencidjaval. Ezzel szemben a fogékony
kontrollként hasznalt arpavonalon a sikertelen papillaképzési kisérletnél H,O, alig volt
kimutathat6 és ezen sejtekbe a gomba bejutott.

Arpaban az Mlo gén mutagenezisével elballitott recessziv mlo allél is tgynevezett
»penetration” rezisztenciat biztosit. A rezisztencia abban nyilvanul meg, hogy a kérokozé a
behatolasi kisérlet helyén a sejtfal atszervezddése és keresztkotések altal torténd megerdsitése

miatt nem képes bejutni az epidermisz sejtbe (Thordal-Christensen és mtsai 1997).
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Az mlo genotipusi arpa novény széles spektrumu rezisztenciaval bir az arpa- ¢s
buzalisztharmattal szemben. Az mlo gén pleiotrdp hatasa, hogy bar egy epidermisz sejt olyan
hatékonyan zarja ki a korokozot, hogy a sejt nem pusztul el, az érintett epidermisz sejt alatt
elhelyezkedd mezofill sejtekben nagy mennyiségii H,O, képzddik és ezek HR-t mutatva
elhalnak. Az mlo gént tartalmaz6 novényben az epidermisz sejtek rezisztens reakcidja €s az
alattuk 1év0 mezofil sejtrétegek hiperszenzitiv pusztulasa mind térben, mint idében elkiiloniil
egymastol, de a két folyamat elvalaszthatatlan (Peterhansel és mtsai 1997). A pleiotrép hatas
kovetkeztében ezek a ndovények korokozomentes kdrnyezetben spontan lézidkat mutatnak,
ami felgyorsult oregedési folyamatokra utal. Ez a magyarazata, hogy a kiemelkedd
liszthartmat rezisztencia mellett a hemibiotréf ¢és nekrotréf hatasokkal szemben
érzékenyebbek.

Piffanelli és mtsai (2002) a lisztharmattal szemben fogékony arpaban taldlhaté vad tipusa Mlo
gén szerepére indirekt mdédon, az mlo-szabalyozta folyamatokbol kovetkeztettek. Az Milo,
hatdsa alapjan, az mlo allél esetében latott védekezési valaszok negativ regulatora, vagyis
elnyomja Ugy a papillaképzést, mint az mlo 4&ltal biztositott rezisztencidhoz kéros
mellékhatasként tarsuld szovetpusztulast. Ezzel egyben a levél oregedése ellen is hat.
McLusky ¢s mtsai (1999) megfigyelték, hogy a voroshagyma azon epidermisz sejtjeiben,
melyek ellenallnak a Botrytis allii fertdzésnek, a fertdzés helyén megnd a fenolos vegyiiletek
mennyisége ¢s a peroxidaz aktivitas, 0sszefiiggésben az aktin citoszkeleton polarizalédasaval.
Ezek az elvaltozasok ramutatnak a fenolvegyiiletek szerepére a gomba korokozok okozta
sejtfalbontas megakadalyozasaban, azaz a fenilpropanoid anyagcsereut soran szintetizal6do
masodlagos anyagcseretermékek védekezésben vald fontossdgara, valamint a citoszkeleton
sejtfalhoz kapcsolodd védekezési valaszokban valo altalanos szerepére.

A sejtfal alapt valaszok koziil a legtobb gomba korokozo kivaltja a kalloz lerakddasat és a
ROS extracellularis termelddését. Ezek a nem-specifikus reakciok a gombak behatolési
kisérletének folyaman ébredé mechanikai hatdsokra €s az enzimatikus tevékenységre indulnak
be. A lisztharmat gombdk ezeket az alapvetd valaszokat a nem gazda novényeken, illetve
fogékony és rezisztens gazdandvényeiken is eldidézik. A rozsdagombak viszont legtobbszor
nem okoznak kémiailag kimutathatd valaszokat vagy sejtszintli elvaltozdsokat sem a
fogékony, sem a rezisztens genotipusu gazdandvényeiken. A rozsdagombak azon képessége,
hogy hatéstalanitjdk a novény védekezését, ugy tlinik gazda-specifikus, mert nem sajat
gazdandvényeikkel vald kapcsolatban szdmos védekezési valaszt inditanak be. Rozsdagomba
¢s gazdanovénye kapcsolatdban Mellersch és Heath (2001) szdmolt be eldszor sejtszintl

elvaltozasrol. Bemutattak, hogy a tehénborsé rozsdagomba (Uromyces vignae) megbetegitési

crer
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lokalisan megsziinteti. Fogékony gazdandvényében tehat ugy képes szaporodni, hogy a nem
specifikus, sejtfalon alapuldé védekezést gatolja. Rezisztens tehénborsdban az invazids
hausztériummal érintkezd sejtfal lignines megvastagoddsat vagy az egész sejt HR-rel torténd
elhaldsat figyelték meg. Mellersch és Heath tanulmanyukban egyben azt is bizonyitottak,
hogy a sejtfal alapu valaszok feltétele a sejtfal és a citoplazma kozti sszekottetés, mely a

sejthartyan keresztiil valésul meg.

A fertézés hatasara torténd de novo fitoalexin termelédés is egy indukalhaté védekezési
mechanizmus. A jelenség altalanos volta ellenére az antimikrobidlis tulajdonsagt fitoalexinek
nem-gazda rezisztencidban betoltott szerepérdl keveset tudunk. Arabidopsis novények kozott
tobb olyan fitoalexin hidnyos (pad= phytoalexin- deficient) mutdnst azonositottak, melyek a
P. syringae pv. maculicola virulens torzsével vald fert6zést kovetden nem képesek a
kamalexin nevi fitoalexin folhalmozasara. A pad3 esetében sériil az Alternaria brassicicola
elleni nem-gazda rezisztencia (Thomma ¢és mtsai 1998). A pad4 mutanst megemelkedett
fogékonysag jellemzi a P. s. pv. maculicola virulens torzsével és a Peronospora parasitica

korokozoval szemben (Glazebrook és Ausubel, 1994).

2.2.1.3. A novényi védekezés jelzovegyiiletei

Nem gazda kapcsolatok esetén a védekezés indukcidjadban szamos, a gazda rezisztencia soran
megismert jelzévegylilet is részt vesz. A SA-rol, jazmonsavrol és etilénrél szamos ndvény és
koérokozé kapcsolataban bizonyitottak, hogy hianyukban adott ndvény fogékonnya valik tobb
olyan korokozo fajjal szemben 1is, melyeknek eredetileg nem gazdandvénye. E

jelzdvegyiileteket a 2.3. fejezet targyalja részletesen.

2.2.1.4. Széles spektrumu rezisztenciat biztosité gének

Foként az Arabidopsis thaliana fajbol izoldltak nem-gazda rezisztencidért felelds géneket.
Ezeket més szdval széles spektrumu rezisztenciagéneknek hivjak, mivel tobb olyan kérokozo
ellen nyujtanak védelmet, melynek az adott ndvény nem gazdandvénye.

Ilyen az NHO1 gén (non-host resistance 1) (Lu és mtsai 2001), mely a Botrytis cinerea és a P.
syringae elleni rezisztencidhoz sziikséges, ugyanakkor az nhol mutéciéo nem befolyasolja az
Arabidopsis rezisztencidjat szamos mas nem sajat patogénnel (Alternaria brassicicola,
Peronospora trifoliorum, Xanthomonas oryzae pv. oryzae) szemben. Tehat az NHOI gén

kifejez0dése az altalanos védekezés, azaz a nem-gazda rezisztencia része, de nem az 0sszes,
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csak bizonyos nem sajat patogének ellen nyujt rezisztenciat. Az Arabidopsis thaliana fajjal
nem-gazda kapcsolatban 1évé baktériumok, ill. az inkompatibilis, avirulens P. syringae pv.
syringae aktivaljak az NHO1 gén kifejez6dését, mig a virulens tipus nem. Ez azt valoszinisiti,
hogy itt is érvényes lehet a ,,gene for gene” modell, de ebben az esetben ,,gene for gene
immunity”’- nek nevezik (Kang és mtsai 2003).

Az EDSI (enhanced disease susceptibility 1) gén Onmagaban csak részleges nem-gazda
rezisztenciat biztosit az Arabidopsis szamara a Peronospora parasitica és az Albugo candida
ellen (Parker és mtsai 1996).

A PENI és PEN2 géneknek tulajdonithaté, hogy az arpalisztharmat nem hatol be az
Arabidopsis sejtieibe (Thordal-Christensen 2003). Ugy tiinik, mindkét génnek a sejtfal
szerkezet fenntartasaban van szerepe.

Cao ¢és mtsai (1998) elsdként szdmolnak be arrol, hogy egyetlen génre iranyuld génsebészeti
beavatkozéssal, nem specifikus rezisztenciat lehet kialakitani. A SAR egyik kulcsgénje, az
NPR1 (nonexpresser of PR genes) gén tultermelésével széles spektrumu rezisztenciat
alakitottak ki, mely hatékonyan gatolta a P. syringae pv. maculicola baktériumot és a
Peronospora parasitica szaporodasat Arabidopsis novényekben. A rezisztencia hatasfoka az
NPRI gén éltal termelt fehérje mennyiségétdl fiigg. Az NPR1 gén indukcio nélkiil nem aktiv,
viszont feliilfert6zés kdvetden, vagy SA-val torténd provokacid hatdsara haromszorosara né a
PR-1, PR-2 ¢és a PR-5 fehérjék mennyisége. A gén ezen tulajdonsaga igen eldnyds a novény
szdmara, mert nem jar hatranyos kovetkezménnyel a novekedésre, fertilitdsra, valamint nem
gyakorol szelekcids nyomést a ndvényt tdmadd korokozokra, szemben a PR-géneket

allanddan kifejezé mutans tipusokkal.
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2.2.2. A nem-gazda rezisztencia tipusai

A nem-gazda rezisztencidnak fenotipus alapjan két megjelenési formaja van (Mysore és Ryu,
2004). A nem gazda rezisztencia I-es tipusa nem jar lathaté tlinetekkel, mig a Il-es tipus
mindig gyors, lokalis nekrézissal, azaz hiperszenzitiv vélasszal végzddik.

Az I-es tipusti nem-gazda rezisztencia esetében a novény képes megallitani a kérokozot az
elére meglévo illetve altalanos elicitorok altal indukalhato védekezési valaszokkal, igy az nem
képes bejutni és szaporodni a ndvényben. Bar ez lathaté tiinettel nem jar, valosziniileg szamos

molekularis valtozas torténik (pl. tlinetmentesség mellett PR gének aktivalédasa).

Ezek alapjan lathatd, hogy a betegségellenallosdg szamos formajahoz nem sziikséges a
sejthalal. Még a ,,gene for gene” tipusu rezisztencian beliil is talalunk olyan példakat, melyek
azt erdsitik, hogy a sejthalal onmagaban nem Iényegi jelentdségii a korokozd megallitasaban.
Ilyen a burgonyéban talalt Rx gén, mely a burgonya X virussal (PVX) szemben tlinetmentes,
sz¢les spektrumu rezisztenciat ad a korokozo Osszes izolatumaval szemben. Az Rx gén egy
(Bendahmane és mtsai 1995). A gyors gazda reakcidonak koszonhetden a virus tiinetmentesen,
HR nélkiil lokalizalhat6 az elsddlegesen fertdzott sejtben. Ezt nevezik extrém rezisztencianak
(ER). Az Rx gén tanulmanyozasa alapjan Goulden ¢és Baulcombe (1993), valamint
Bendahmane és mtsai (1999) szerint a sejthalal és a korokozd lokalizélasa, kiilon betegség
ellenallosagi valaszok a névényekben.

Az Arabidopsis novényben a dndl (dndl= defense, no death 1= elhalds nélkiili védekezés)
allél avirulens baktériumok ellen ad HR nélkiili ,,gene for gene” alapu rezisztenciat. A dndl
mutanst az alapjan kilonitettek el (Yu és mtsai 1998), hogy avirulens P. syringae
korokozokkal valo fertézést kovetden nem mutatott HR-t, a kérokozdok szaporoddsat mégis
jelentdsen korlatozni tudta. FErdekes modon a mutacio folyamatosan megnyilvanuld
szisztemikus rezisztenciat okozott bizonyos gomba, baktérium és virus korokozok ellen.
Miutan megallapitottdk az avirulens P. syringae elleni rezisztenciat, hasonloképpen virulens
tipussal is tesztelték a korokozo levélben vald szaporodéasat. Ebben az esetben gyengébb
rezisztenciat tapasztaltak, olyan szintiit, mely a rezisztencia gén (RPS2) nélkiil ellenallo,
szisztemikus szerzett, vagy indukalt szisztemikus rezisztenciat mutatdé ndvényekre jellemzo.
P. syringae pv. maculicola baktériummal végzett provokalas hatdsara is hasonldé eredményt
kaptak. A rezisztencia szint folmérését a Dohany gylrisfoltossag virus, Xanthomonas
campestris pv. campestris, X. c. pv. raphani és a Peronospora parasitica korokozé fajok
virulens tipusaival is elvégezték. Minden korokozd esetében azt tapasztaltdk, hogy az

gyengébben szaporodik a dndl mutansban, mint a vad tipust Arabidopsis taliana fajban. A
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mutansra jellemzé még a megemelkedett SA-szint €s a torpe termet. A torpeség és a széles
spektrumu rezisztencia valdsziniileg az allandéan magas SA-szintnek kodszonhetd. Hasonlo
jelenséget megfigyeltek mas, magas SA-szintet mutatd Arabidopsis mutdnsok kozott is, de a
HR elmaradésat a dndl mutéans esetében figyelték meg eldszor.

Clough és mtsai (2000) késébb izolaltak a DNDI gént, mely egy a Ca®" és a K~ vandorlasat
lehetové tevd ioncsatornat kodol. A novény védekezése soran a legkorabbi valaszok kozott
emlithetd, jelzésre szolgdldo esemény a sejthartya ateresztOképességének megvaltozasa, a
membranon keresztiili ionaramlas (Ca®" és H" bearamlasa ill. K* és CI” kidramlésa), valamint
a ROS termelédése. A Ca®" bearamlésa és a Ca’ szint megemelkedése a citoszolban
sziikségesnek ¢és elégségesnek bizonyult az oxidativ kitorés indukaldsahoz. Szdmos tanulméany
jelent mar meg arrol, hogy az ionaramlas a védekezés jelzérendszerének része, de ez az elsd
példa arra, hogy mindennek a genetikai alapjat is megtalaltdk. Clough és mtsai azt is
tisztaztak, hogy a SA kell a dndl mutaci6 okozta emelkedett szintli rezisztencidhoz, de a HR

elmaradasaért nem az felel0s.

A nem gazda rezisztencian beliil a II-es tipus, vagyis a nem-gazda HR a leggyakrabban
vizsgalt jelenség. Ez fenotipusosan nagyon hasonld az inkompatibilis ,.,gene for gene”
kolcsonhatashoz, és sokkal kifinomultabb mechanizmust feltételez, mint az I-es tipusii nem
gazda rezisztencia.

Egyes patogének képesek legydzni az I-es tipusi nem-gazda rezisztenciat oly mdédon, hogy
detoxifikdldo enzimeket termelnek a ndvényben eleve meglévé antimikrobidlis szekunder
metabolitok ellen (Osbourn 1996b), vagy altalanos elicitoraik észrevétlenek maradnak a
novény szamara. Ezt kovetden a novényi sejt folott orkodd védekezé mechanizmussal talaljak
szemben magukat, mely a sejthartya feliiletén vagy a citoplazmaban felismeri a specifikus
patogén elicitorokat, és elinditja azt a védekezést, mely a HR-hez vezet. Ez elézi meg a
patogén tovabbi terjedését. A PR gének és a SAR kifejezddése a Il-es tipus alatt is
megfigyelhetd.

A nem- gazda rezisztencia I-es és Il-es tipusdba tartoz6 védekezési formak egyiitt egy alap

védekezést (basal defense) képviselnek (Abramovitch és Martin 2004).
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2.23. A ,novényi immunitas” - avagy a novényi betegségellenallésag Kiilonbo6zo

felosztasai

A novényeknél az ,,immunitas” szot azokban az esetekben kezdték el haszndlni, mikor a
névényi rezisztenciaban részt vevo receptorok, jelatviteli komponensek vagy mechanizmusok
hasonlosagot mutattak az emldsok velesziiletett immunitasaban szerepld elemekkel. Késobb a
szigorti meghatarozas kiszélesedett és szinte a ndvényi betegségellenallosag szinoniméjaként
fordul eld. Ezek alapjan immunitasnak szdmit a HR is és olyan megfogalmazasokkal is
talalkozunk mint a ,,gene for gene immunitas” (Kang és mtsai 2003; Abramovitch és Martin

2004) vagy a ,,novények korokozo tamadésra adott immunvalasza” (Cohn és mtsai 2001).

Abramovitch és Martin (2004) a ndvényi immunitas részeit a kovetkezoképpen foglalja dssze.

1. A ,,gene for gene immunitds” a hagyomanyos felfogasa szerint, abban az esetben alakul ki,
ha a novény R fehérjéje specifikusan felismeri a korokoz6 avirulencia (Avr) fehérjéjét. A
patogén felismerése gyakran eredményez HR-alapu sejthalélt, melynek soran elpusztul mind a
patogén, mind a gazda fertézott sejtje.

2. A sejtfal alapti védekezés soran sejtfalvastagodas és papilldk figyelhetok meg, melyek
olyan sejtfalelvaltozasok, ahol kall6z, fenolok és hidroxiprolinban gazdag glikoproteinek
halmozoédtak fel a sejtfal megerdsitése végett.

3. A védekezés jelzrendszerét a SA-, JA- és etilén-fliggd jelzOutak alkotjak, melyek a
patogéntamadasra adott névényi védekezési valaszokat koordinaljak.

A SA-fliggd jelzés tobbek kozott antimikrobialis savas PR fehérjék expressziojat valtja ki,
mely szamos mikrobidlis patogén ellen biztosit rezisztencidt. A JA és etilén jelzOutak a
rovarok altal okozott sebzések €s a nekrotrof korokozok (Alternaria brassicicola €s Botrytis
cinerea) elleni védelem esetén miikodnek. A JA és az etilén olyan antimikrobialis peptidek
termel6dését indukalja, melyeket a SA nem. Erdekes modon a JA és az etilén antagonistaként
viselkedik a SA-val szemben, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az altalanos
betegségellenallosag fonntartdsahoz Gsszetett anyagesereut sziikséges (Dong, 1998; Cohn és
mtsai 2001).

4. A SA- és JA- fiiggo jelzbutak aktivaljak a savas és bazikus PR fehérkéket kodolo géneket,

melyek antimikrobidlis anyagokat termelnek.
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Cohn ¢és mtsai (2001) a ndvényi immunvalaszok kozé soroljak az oxidativ kitorést és a

szisztemikus szerzett rezisztenciat is.

A ndvényi anyagcsere folyamatoknak allandé melléktermékei a kiilonbozd reakcioképes
oxigénformak, melyeket a ndvény azonnal semlegesit, igy sejtkdrositdé hatasukat
minimalizalja. Ugyanakkor a ndvény stressz valaszok aktivalasa a kornyezeti hatasok,
anyagcserezavarok kovetkeztében megvaltozdo ROS koncentracid érzékelésén keresztiil
torténnek. A ROS, és kilonosen a H,O, a mar emlitett korokozok és kartevok elleni
védekezés mellett olyan folyamatok szabalyzasaban is szerepel, mint a sztomazaras, a sejt
megnyulasa €s a ndvény fejlodése. A ROS altal torténd jelzés igen Osszetett, mivel bioldgiai
aktivitdsat megszabja, hogy melyik reakcioképes oxigénformdrdl van szo, illetve hogy a
szamtalan gén kifejez0dését is befolyasolja (Laloi és mtsai 2004).

Az emldésok esetében az oxidativ Kkitorésként leirt jelenség és a novények korokozod
tdmadasra adott egyik legkorabbi vélasza, a ROS termelddése kozott kozos vonasokat talaltak,
amelyet ennél fogva a novényeknél szintén ,,oxidative burst”-nek neveztek el.

A novények az elicitorokra, vagy mikrobialis koérokozokra gyakran, de nem mindig, oxidativ
kitoréssel reagalnak (Heath, 2000). A védekezés alatt a sejthartyaban taldlhato NADPH-
oxidazok, a sejtfalban lokalizalt peroxidazok és az apoplazmikus térben 1évé amin-oxidazok
megndvekedett enzimaktivitdsdnak kdvetkezménye a ROS-termelddés (Laloi és mtsai 2004).
Ez alapvetd része a védekezésnek, hiszen a rezisztens novények a korokozok fert6zését
kovetéen megemelkedett ROS-szintet tartanak fent (Leon és mtsai 1995; Durner €s mtsai
1997). Megfigyelték, hogy az oxidativ kitorést megeldzi €s stimulalja a kalcium ionok sejtbe
torténd bedramldsa (Scheel, 1998). Az extracellularis térben a kiilonb6zd reaktiv
oxigénformak koziil jellemzden a szuperoxid, hidrogén-peroxid és hidroxil-gydk jelenik meg.
A tobbnyire sejten kiviil termelddo reakcioképes oxigénformak kozvetleniil karosithatjak ugy
a koérokozo, mint a gazda sejtjeit. Utobbi esetben az oxigén-gyokok direkt hatasara kovetkezik
be a HR. Mara mindinkdbb kérdésessé valik az az altalanos feltételezés, hogy a ROS

univerzalisan hiperszenzitiv sejthalalt kdzvetit (Heath, 2000).

A ROS szerepet jatszik a fizikai akadalyok azonnali megerdsitésében is. Az oxidativ
kitoréskor sejtfelszinre jutd H,O; indukalja a sejtfal fehérjéi kozti keresztkotéseket. Brisson
¢s mtsai (1994) szdja sejtkultara elicitorral vald kezelése utdn megfigyelték, hogy a sejtfal
ellendllobba valt a lebontd enzimekkel szemben. Két ismert, gyakori eléfordulasu szerkezeti

fehérjét tanulmanyozva bizonyitottdk, hogy a fehérjék kozti ,,oxidativ keresztkotések™
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kialakulasaval a fehérjék oldhatatlannd valtak. A sejtfal ilyen modon valé megerdsitésének
koszonhetd a korokozok sejtfalbontd tevékenysége elleni rezisztencia.

A novényi védekezés soran a sejtfal fehérjék oldhatatlannd valasat megfigyelték babon a
Pseudomonas syringae pv. tabaci fertézésre adott nem-gazda HR alatt, illetve a szdja és
Pseudomonas syringae pv. glycinea inkompatibilis kolcsonhatas alatt, mig kompatibilis
kapcsolatban ez elmaradt.

Ez a mechanizmus egy igen gyors valasz, mely megelézi a védekezésben szerepld gének
elicitorral vald kezelése utan mar 10 perccel észlelték a kitinaz és a fitoalexintermelésben
szerepld enzimek transzkriptumat. Bar a védekezés génjeinek transzkriptuma a kérokozo
érzékelése utan igen rovid idén beliil megjelenik, orak kellenek a transzkriptum megfeleld
mennyiségben vald felhalmozddasahoz, vagyis e védekezési valasz hatékonysagahoz. Ezzel
szemben a fehérjék oldhatatlannd valdsa 2-5 percen beliill megindul és 20-30 percen beliil
végbemegy.

A sejtfal megerdsitését szolgalja a fenolos vegyiiletek kozti kotések megerdsitése vagy
»peroxidativ 0sszekapcsolodasa” is, amely folyamatot a ROS termelddése taplal.

A peroxiddz enzimek csoportja igen valtozatos. A ndvényekben kiilonb6zoé peroxidaz-
izoenzimek taldlhatok, melyeknek kémiai tulajdonsédgaik, sejten beliili lokalizacidjuk és
szubsztrat-specifitasuk eltérd. Alapvetden a szabadgyok reakcidk szabalyozasaban vesznek
részt, ugy oxidaljak szubsztratjaikat, hogy kdzben a H,O,-ot hasznéljak H-akceptorként
(Haraszty, 1978). A H,O, segiti a peroxidaz-katalizalta lignin-szintézist is, mely a sejtfal
erésités tovabbi formaja. Azért beszéliink ,,H,O,-fliggd” keresztkotésekrol, illetve ,,H,O,-
fliggd” lignin szintézisrdl, mert a reakcidkhoz sziikség van a H,O,-ra.

A gazda és nem-gazda rezisztencia esetén is eldfordulod papillak képzddéséhez illetve a sejtfal
megvastagodasahoz nélkiilozhetetlen a H,O,.

Bestwick ¢és mtsai (1998) salata és vad tipusu illetve nem patogén P. syringae pv.
phaseolicola torzsek kapcsolataban kimutattak, hogy a H,O,-akkumulacio f6 helye a novényi
sejtfal baktériummal érintkezd feliilete és a papilladk. A H,O,-felhalmozodéssal szoros
Osszefliggésben lokalis novekedést mutatott a peroxidaz enzimaktivitds is. A nem patogén
baktérium sejtek okozta stressz hatasara a H,O,-képzddés és a POD aktivitas lényegesen
alacsonyabb szintii volt, mint a vad tipus esetében.

Az inkompatibilis kapcsolatokban megfigyelt szuperoxid-, H,O,- és fenolvegyiilet képzddés,
valamint fehérje keresztkotések kialakitasa koziil a kiilonbozé kérokozok nem mindegyik
valaszt aktivaljak. Mellersch és mtsai (2002) harom inkompatibilis ndvény-gomba

kapcsolatban vizsgaltdk a H,O, védekezésben betdltott hatdsmechanizmusat. Kiinduldsul,
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hemicelluldz kezeléssel modellezték a gomba korokozok nodvényi sejtfalra gyakorolt
altalanos, enzimatikus hatasat. Ennek hatasara nétt a sejtek H,O,— és fenoltermelése, valamint
fehérje keresztkotések jottek létre. Tehénborsé rozsdagomba ¢és borsé nem-gazda
kapcsolatdban az enzimatikus kezeléskor leirt valtozasok mindegyikét észlelték. A
platanlisztharmat és tehénbors6 nem-gazda kapcsolat specifikumat a sejtfal és a sejthartya
kozt termelddd szuperoxid jelentette, melyet H,O, és fenoltermelddés kovetett. A sejtfalban
fehérje keresztkotések kialakuldsa nem volt megfigyelhetd. A kolletotrichummal szemben
rezisztens paradicsom sejtfala papilla képzéssel reagalt és az appresszoriumokkal torténd
érintkezés helyén a sejtfalban fehérje keresztkotések alakultak ki.

A kiilonb6z6 reakcioképes oxigénformak jelzOvegyliletként olyan késObbi reakciokért
felelosek, mint a fitoalexin termelddés, a védekezés génjeinek aktivacidja, a sejthaldl és az

egészséges szovetek ROS-sal szembeni védekezési reakcioi (Scheel, 1998).

A szisztemikus szerzett rezisztencia az immunitds azon forméja, mikor egy elsddleges
fertdz¢ést (immunizaciot) kovetden egy masodik fertdzéskor a ndvény szisztemikusan egy
magasabb szintli rezisztenciat mutat a korokozok egy szélesebb korével szemben (Cohn és
mtsai 2001). A SAR PR-fehérjék indukaldédasan és szalicilsav (SA) termelddésén keresztiil
jellemezhetd. A SA-fliggd rezisztenciat gyakran ,,basal defense”-nek nevezik (Schulze-Lefert,

2004). A szisztemikus szerzett rezisztencia a 2.3.1. fejezetben szerepel részletesen.

2.2.4. A ,,gene for gene” és a nem-gazda rezisztencia dsszevetése

A nem-gazda és a ,,gene for gene” rezisztencia kozott vannak hatarozott hasonldsagok
(Mysore és Ryu, 2004). Ezek kozott emlithetd, hogy mindkettéhdz kapcsolodhat a HR, illetve
a reakcioképes oxigénformak termelddése. Gombakat illetéen mindkét esetben lignifikaciod
gatolja a gomba behatolasat a sejtbe. Ennek ellenére kérdéses, hogy ezeket a rezisztencia
valaszokat ugyan azok a mechanizmusok alakitjdk-e ki, ugyan az a szigndl transzdukcios ut
jatszodik-e le?

Valoszinti, hogy a gazda és a nem-gazda rezisztencia jelatviteli Gtja kozti atfedésrol lehet szo.
Az nhol ¢és az edsl Arabidopsis mutansokban ugyanis nem csak egyes nem-gazda
koérokozokkal szembeni, hanem az R gének altal biztositott rezisztencia is sériilt (Lu és mtsai
2001, Parker és mtsai 1996). Szintén erre utal, hogy Arabidopsis esetében a nem-gazda
rezisztencia, vagyis a P. syringae pv. phaseolicola baktériummal vald kapcsolat, valamint a P.

syringae pv. syringae baktériummal szembeni ,,gene for gene” (RPS2 ill. avrRpt2) tipust
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rezisztencia esetén a génkifejezddési profil hasonlosagokat és kiilonbségeket is mutatott (Tao
¢s mtsai 2003).

Mi lehet a kapcsolat a ndovényfajok rezisztencidja, és a fajta-specifikus rezisztencia kozott? A
nem-specifikus, széles spektrumu védelem valodszinlileg egy egylittes szelekcids nyomads
eredményeképpen jott 1étre, amit szamos parazita, novényevoallat és abiotikus stresszek
gyakoroltak a novényekre (Heath 2000). A feltételezések szerint (Niirnberger és Brunner,
2002) az evolucio alatt a ndvényfajok széles spektrumu rezisztencidjat a korokozok virulencia
faktoraik segitségével gy6zték le. Ezek tették képessé Oket a ndvény védekezd
mechanizmusanak magtamadasara vagy elnyomdasara és ezek az tjonnan kifejlodott,
korokozorassz-specifikus virulencia faktorok vezették a novényi rezisztencia gének ko-
betegségellenallosag torzsfejlodésileg sokkal fiatalabb.

Eddig tobb mint 40 R gént izolaltak (Martin és mtsai 2003). Ezek a monogénes domindns
gének kozeli rokon fajokbol atvihetok a gazdasagilag hasznos novényekbe. Az R gének
specifikusak egy bizonyos patogén rasszra, tehat egy adott avirulencia génre expresszalddnak.
A patogén avr génjei kdnnyen mutdlodnak, igy az R gének &ltal nyujtott védelem nem
1dé6tallo.

A nem-gazda rezisztencia azért stabilabb, mert valdsziniileg a mikrobak altalanos és 0sszetett
jeleinek felismerése sokrétii rezisztencia valaszt valt ki. Igy ha a felismerés soran egy-egy
mozzanatban hiba kovetkezik be, az alapvetden nem valtoztatja meg a nem gazdandvény ¢€s a
mikréba kdlcsonhatasat. Mivel a nem-gazda rezisztencia 1d6tallo, a nemesitdk szamara jol
kihasznalhat6é lenne a gazdasagi ndvények betegségellenallosaganak javitdsara. Kiillonosen

igaz ez az [-es tipusra,mely nem jar HR-rel.

2.3. Indukalt rezisztenciaformak és biokémiai alapjaik

2.3.1. A szalicilsav és a szisztemikus szerzett rezisztencia

2.3.1.1. A szisztemikus szerzett rezisztencia jelensége

Szisztemikus szerzett rezisztencianak (SAR) nevezik azt a jelenséget, mikor egy nekrotizalo
koérokozdval vald elsddleges fert6zést kdvetden egy masodik fertdzéskor a novény magasabb
szintll rezisztenciat mutat, ami korokozok egy szélesebb korével szemben érvényesiil (Ryals

¢s mtsai 1996). A SAR-t ugy is emlegetik, mint ,,élettani immunitast” (Chester, 1933). Fontos
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kitétel, hogy a SAR anyagcsereut nekrotikus 1€zi6 képzddése utan aktivalodik, legyen a
nekrozis akar a HR, akar a betegség tiinetének velejaroja.

A SAR megkiilonboztethetd mas betegségellenallosaghoz kapcsolddd valaszoktdl a
korokozok elleni védelem spektruma és a hozzé kapcsoldodd, megvaltozott génkifejezddés
alapjan. Dohanyban a SAR aktivalodasaval jelent6sen visszaszorulnak a Phytophtora
parasitica, Cercospora nicotianae, Peronospora tabacina, a TMV, TNV (dohanynekrozis
virus), a Pseudomonas tabaci, és az Erwinia carotova dohany koérokozok altal okozott
betegségtiinetek (Vernooij és mtsai 1995; Delaney és mtsai 1994). Arabidopsis esetében a
SAR a Peronospora parasitica, P. syringae pv. tomato DC3000 ¢és a tarlorépa gondorodés
virus (Turnip crinkle virus) ellen hatasos (Uknes és mtsai 1992). Vagyis, a SAR jellemezhetd
az altal, hogy adott novény korokozoi koziil melyekkel szemben nyujt fokozott valaszado

képességet. Ez egyben azt is jelenti, hogy a védelem nem hatékony minden kérokozo ellen.

2.3.1.2. A szisztemikus szerzett rezisztencia molekularis markerei

A SAR-t mar csaknem 100 éve felfedezték. Kezdetben csak a jelenséget leird kozlemények
jelentek meg, majd biokémiai SAR-markerek azonositasat kovetéen mennyiségileg is
analizalhatova véltak ezek a valaszok.

A SAR-hoz illetve a rezisztencia allapotdhoz bizonyos markergének igen erds kifejezodése
is tarsul, amiket ,,SAR géneknek” neveznek (Dong, 2001). A SAR gének fertdzetlen
szovetekben bekovetkezd indukcidja szorosan dsszefiigg a SAR miikodésbe 1€pésével. Nem
az Osszes ,,védekezéshez kapcsolodod gén” fejezddik ki a SAR alatt, igy a génkifejezddés
sajatos spektruma is megkiilonbozteti a SAR valaszt mas védekezési valaszoktol (Ryals és
mtsai 1996).

A SAR gének kodoljak a SAR marker fehérjéket, melyeknek kitétele, hogy jelenlétiik vagy
aktivitasuk egytitt kell hogy jarjon a rezisztencia allapottal. Koziiliikk sok a PR-fehérjék koz¢é
tartozik. Ilyeneket eredetileg dohany és TMV kapcsolataban irtak le. Megfigyelték, hogy a
Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc fajtdban, melyben a monogénes domindns N gén
szabalyozza a HR-t a TMV ellen, a fertdzést kovetden szamos olyan fehérje halmozddott fel
nagy mennyiségben, melyek az egészséges szovetbdl hianyoztak (van Loon és van Kammen,
1970). Ezeket nevezték el korfolyamathoz kapcsolddd (= Pathogenesis Related, PR)
fehérjéknek. Mennyiségiik nagyban fiigg a fertdzés erdsségétdl. Két csoportjuk van: a savas
PR fehérjék, melyek féleg a sejtkozotti jaratban taldlhatok és a bazikusak, melyek

funkcionalisan hasonlok és a vakuolumban lokalizaltak.
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Két ok miatt feltételezik, hogy ezek szerepet jatszanak a rezisztenciaban: fogékony fajtaban
nem termelddnek, valamint roviddel a fertdzés helyén valé megjelenésiik utdn, a nem
fertézott levelekben is megkezdddik felhalmozodéasuk. Ezen szisztemikus megjelenésiik pedig
Osszefiligg a szerzett rezisztencia szisztemikus természetével.

A szisztemikus szerzett rezisztencia legjobban jellemzett modelljében, a dohanyban a SAR
markereknek 9 csoportja ismert, koztiik a PR-1, a PR-1 fehérje savas formdja, a gliikkanaz
aktivitasi PR-2, a kitinaz aktivitasi PR-3, a PR-4 és PR-5. Ezek koziil a PR-1, PR-2 és PR-5
Arabidopsis esetében is ismert. Hogy a SAR alatt az egyes ndvényfajokban mely
markergének és milyen intenzitassal fejezdédnek ki, valtozd. Egy novényfajon beliil a PR
gének indukciojanak kinetikaja, azaz az idobeniség €s az intenzitas, a kiilonb6z6 korokozokra
adott valasz sordn szintén mds és mas (Ryals és mtsai 1996). Ezek a fajspecifikus
kiilonbségek tiikrozhetik azt, hogy az evolucid vagy a nemesités nyomasa soran melyik — a
leghatékonyabb — SAR valasz szelektalodott ki a korokozok adott szortimentje ellen
(Kessmann ¢s mtsai 1994).

Mivel a PR-fehérjék termelddése a HR-rel ill. a SAR-ral eléfordulo egyik legkézzelfoghatobb
valtozas, szamos PR-fehérjét jellemeztek mar szekvencidjuk alapjan, de a legtobbjiiknek
ismeretlen a funkcidja. Ennek ellenére a PR-gének kifejezodési szinjének kovetése kényelmes
SAR-marker, mert a feltételezések szerint (Cao és mtsai 1998) a SAR a PR-gének
0sszehangolt miikodésének eredménye. Ebbdl egyben az is kovetkezik, hogy 6nmagéaban egy-

egy PR-gén tiltermeltetése csak korlatozott védelmet nytjthat a névénynek. A komplex SAR

crer

2.3.1.3. A szisztemikus szerzett rezisztencia és a szalicilsav 0sszefiiggése

Tudomanytorténetileg a PR-fehérjéket kordbban figyelték meg, majd azt vizsgaltdk, mi
indukélja ezeket. Ekkor jott a felfedezés, hogy a PR-gének indukciojaval parhuzamosan a
TMV-vel fert6zott levelekben 20-szorosara, a nem fert6zott levelekben pedig 5-szorosére
emelkedett a SA szint a rezisztens dohany tipusban, mig a fogékonyban nem (Malamy és
mtsai 1990). Mivel mar koztudott volt, hogy a kiilsé SA- kezelés rezisztenciat (White, 1979)
illetve PR génkifejez6dést indukal, a kezdeti feltételezés az volt, hogy ezekhez a SA szolgal
természetes jelatvivokeént.

Ezzel egyiddben Métraux és mtsai (1990) uborka novényeket dohany nekrdzis virussal illetve
Colletotrichum lagenarium gombaval fertézve a SAR szisztemikus kifejezddéséért felelds

anyagot keresték. Egy a fertézés utan és a SAR kialakuldsa eldtt magas koncentracidoban
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el6forduld metabolitot mutattak ki a hancsnedvbdl, amit SA-ként azonositottak. Ebb6l arra
kovetkeztettek, hogy a SA lehet a SAR-hoz sziikséges endogén jel.

Tetemes irodalom tdmasztja ala a SA-koncentracio és a fokozott betegségellenallosag kozti
Osszefliggést, azt hogy a SA kozponti szerepet jatszik a SAR jelzésében, illetve hogy a
betegségellenallosagot befolyasolja a novény azon képessége, hogy képes-e nagy sebességgel
SA-at termelni.

Kozkedveltek az olyan, transzgénikus novényekkel végzett kisérletek, melyek a bakterialis
eredetli NahG gént tartalmazzak (Gaffney és mtsai 1993). Ez a gén a szalicilat-hidroxilaz
nevll enzimet kodolja, mely a SA-at bioldgiailag inaktiv katecholld bontja. Az ilyen
novénytipusok képtelenek SA-at folhalmozni, ami nemcsak a SAR valasz elmaradasahoz
vezet, de sulyosabb fogékonysaghoz is, vagyis nagyobb 1ézidk figyelhetok meg rajtuk, mint a
vad tipusu kontrollon.

Yalpani és mtsai (1993) az N gént tartalmazo N. tabacum cv. Xanthi- nc és a N. glutinosa x
N. debneii hibrid TMV-vel fertdzott levelének SA-szintjét vizsgaltak. Annak ellenére, hogy
mindkét dohdnyvonal tartalmazta a specifikus rezisztenicagént, a N. tabacum cv. Xanthi- nc
levelein 1,8 mm, mig a hibriden 0,2 mm atmérdjii 1éziok alakultak ki. Megallapitottak, hogy a
hibrid fertdzés nélkiil harmincszor annyi SA-at tartalmaz, mint a Xanthi-nc. A fert6zés
hatdsara a Xanthi-nc dohdnyban 3 nap mulva ugrasszeriien, 70-szeresére nétt a SA
mennyisége, mig a hibridben alig volt ndvekedés.

Dempsey ¢és mtsaitél (1993) szarmazik az elsé olyan kozlés, hogy az Arabidopsis
virusfertézésre HR- rel reagdl. Az altaluk szelektalt Di-17 vonal a tarlorépa gondorddés virus
(TCV) fertézésére jol kortilhatarolt 1ézidokat mutat. Ez a gazda-patogén kapcsolat kivaldéan
alkalmasnak mutatkozott a HR ¢és a SAR 0Osszefliggésének tanulmanyozasara. A TCV-vel
szemben fogékony és rezisztens Arabidopsis vonalakban a PR-fehérjék kifejezodését
vizsgaltak. A fogékony vonal fert6zott leveleiben a PR-1, PR-2, PR-5 és a PR-3 fehérje savas
formaja késon €s gyengén, ezzel szemben a rezisztens vonalban gyorsabban ¢és intenziven
indukalodott.

Rasmussen és mtsai (1991) uborkaban, patogén és nem patogén P. syringae pv. syringae
baktériummal vald fertdzés hatasara, a szisztemikusan indukalédd SA-felhalmozodast
vizsgaltak. Patogén baktérium esetén az eldfert6zott levélben 8 ora, a fertdzott feletti levélben
12 6ra mulva kezdett felhalmozodni a SA. A nem patogén baktériummal végzett fertézés nem
indukalt, sem szisztemikus SA- termelddést, sem szisztemikus rezisztenciat.

Mauch-Mani ¢és Slusarenko (1994) egy a Fusarium oxysporum fertdzésre korlatozott
nekrozissal reagald Arabidopsis vonal levelein végeztek eldfertdzést a patogénnel, majd az

igy indukalt rezisztenciadt Peronospora parasitica kérokozoval végzett feliilfert6zés alapjan
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vizsgaltak a rozetta fentebbi levelein. A kiilonb6z6 idOpontokban végzett feliilfert6zések

alapjan megallapitottak, hogy a hatékony SAR kialakulasdhoz 7 nap kellett.

Izgalmas kérdést vet fel a SAR szempontjabol az a tény, hogy egyes ndvényfajok, igy mint a
rizs és a burgonya, alapvetden magas SA-szintet tartanak fent. Vajon ez esetben is a SA a
SAR kialakulasédhoz sziikséges jelzomolekula?

Yu és mtsai (1997) az 4llandéan magas SA-tartalm(i burgonyaban vizsgaltdk a SAR
kialakulasat, NahG gént tartalmaz6 kontrollt hasznalva. Mivel a burgonya a fajra jellemzo,
allandéan magas SA koncentracio ellenére nem bir allanddan kifejez6dd rezisztenciaval és
kiils6 SA-kezelés ellenére sem mutatott magasabb szintii rezisztenciat a SA-hidnyos tipushoz
képest, ezért azt feltételezték, hogy gyenge a SA-érzékeld képessége és/vagy a SA-jelatvive
mechanizmusa. A vad tipusit burgonydban a Phytophtora infestans elicitoraval, az
arachidonsavval valo kezelés utan annak ellenére alakult ki a SAR, hogy a felsd, kezeletlen
levelekben nem nétt a SA szintje. Ezzel szemben a NahG tipusu, SA-hidnyos burgonyaban
nem alakult ki a SAR. Ezek alapjan a burgonyéban is esszencidlis a SA, de a dohanytdl, az
Arabidopsistol és az uborkatol eltérden, a SAR kialakulaséért nem a megndvekedd SA-szint a

felelds, hanem a SA-érzékeld képesség fokozodasa, amit a korokozok tamadasa idéz eld.

Erdekes Delaney és mtsai (1994) azon kisérlete, melyben SA hianyaban a SAR és ,,gene for
gene” rezisztencia is 0sszeomlott, jelezvén, hogy a SA jelzdmolekulaként funkcional az R gén
kozvetitette rezisztencia valaszban is. Az Rpt2 dominans R gént tartalmazd Arabidopsis
novény AvrRpt2 gént tartalmazd P. syringae pv. tomato DC3000 torzzsel szemben HR- rel
jaro ,,gene for gene” rezisztenciaval bir. Ehhez képest, az Rpt2 gént és a NahG gént egyarant
tartalmazd tipusban a korokozo olyan mértékben szaporodott, mint egy fogékony tipusban és
stlyos betegségtiineteket mutatott. Tehat egy gazda-patogén kapcsolatban SA hidnyaban
olyan novény is fogékonyabba valik, melynek genetikailag meghatarozott rezisztenciaja van.
Delaney ¢s mtsai bizonyitottdk, hogy a NahG gént tartalmazd ndvényekben a jelatviteli
mechanizmus nem sérill. A NahG genotipusi novények megndvekedett fogékonysaganak
okat abban talaltdk meg, hogy SA hidnydban a SAR-gének kifejezddéséhez vezetd jelatviteli
ut megszakad.

Cameron ¢és mtsai (1994) egy genetikailag jol meghatarozott modellen tanulméanyoztak azt a
mechanizmust, hogy a HR hogyan indukdl SAR-t. Az RPS2 rezisztencia gént tartalmazo
Arabidopsis ndvényen a P. syringae pv. tomato virulens torzse nagy kiterjedésii klorozist és
nekrozist okoz, ezzel szemben az avirulens (4vrRpt2) baktérium térzs hiperszenzitiv reakciot,

jol koriilhatarolt 1éziot indukal. A vizsgélat soran az avirulens torzzsel végzett elokezeléssel
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HR-t valtottak ki. Ennek hatasara az eldkezelt folotti levél a virulens torzzsel vald
feliilfertézésre rezisztens reakcidt adott, mert az eldkezeléssel biologiai uton SAR-t

indukaltak.

2.3.1.4. A szisztemikus szerzett rezisztenciahoz sziikséges athelyez6do jel

A SAR-hoz sziikséges, szisztemikus mozgasra képes jelzémolekula azonositdsa nagyban
hozzéjarulna a SAR milkddésének megismeréséhez. A jelenlegi allaspont szerint a SA
sziikséges a SAR kialakulasahoz, de nem az az athelyezddo jel (Vernooij és mtsai 1994). A
SA az ismeretlen, hossz hatastartamu jel utdn van a mechanizmusban. Ettdl fiiggetleniil az
igaz, hogy a SAR vélasz kialakulasakor a nem fert6zott szovetekben f6lhalmoz6dé SA-nak
akar 50-70%-a is szarmazhat athelyezddésbol.

Shulaev és mtsai (1995) N gént tartalmaz6é dohany TMV-vel fertozott leveleiben 36-48 ora
mulva mutattdk ki a SA-szintézis megindulasat. A felsé levelekben a SAR hatasanak
kialakuldsdhoz 60 ora volt sziikséges, melyért dontden a fert6zott levélbdl athelyezddésbol
szarmazd SA volt felelds. Szoros Osszefliggést talaltak a SA koncentracio és a SAR
hatékonysaga kozott, mely fenotipusosan a 1ézidatmérd csokkenésében ill. a PR-1 gén
fokozott kifejezédésében nyilvanult meg.

Szintén a SA szisztemizalddasat vizsgaltdk Molders és mtsai (1996) oly mddon, hogy
fogékony uborkafajta szikleveleit dohany nekrozis virussal (TNV) inokulaltdk, majd ezeket és
a kontrollként hasznalt szikleveleket a SA prekurzoranak szamito, izotdppal jelolt
benzoesavval (BA) injektaltak. Az elsé lomblevélen Colletotrichum lagenarium korokozoval
feltilfertozést végeztek, hogy a nekrotikus foltok alapjan ellendrizzék a SAR hatasat az
érintetlen sziklevelll kontroll novényekhez képest. A SAR-t indukalé szabad SA mennyisége
mind a sziklevelekben, mind az els6 lomblevelekben nétt €s a 4. napon érte el a maximumot.
A C. lagenarium kérokozoval fert6zott, SAR-t mutatd lomblevelekben mért SA dontd része
jelzett volt, bizonyitvan, hogy az transzport Gtjan jutott oda. Ez a mennyiség a virussal vald
eléfertdzés esetén 160-szoros volt az eldkezelés nélkiili kontrollhoz képest!

Durner ¢és Klessig (1999) szerint lehetséges, hogy a nitrit-oxid (NO) a szignal molekula. A
NO emldsokben egy jol ismert masodlagos jelzomolekula, mely ugy tlinik, a novényekben is
hasonl6 szerepet tolt be, mivel PR fehérjék kifejezddését inditja el és a ROS-fliggd sejthalal
indukélésihoz is sziikséges.

Folmeriilt, hogy a ROS az athelyezddd jel. Alvarez és mtsai (1998) ezt arra alapozzék, hogy
mikor Arabidopsis novényeket fertéztek P. syringae koérokozoval, a fertézés helyén észlelt

elsddleges oxidativ kitorés mellett a tdvoli, nem fert6zott levelekben is hirtelen bekovetkezo,
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masodlagos oxidativ kitorést tapasztaltak (,,mikroburst”). Ez szisztemikus mikro HR-ek

kifejlodéséhez vezetett.

2.3.1.5. A szalicilsav bioszintézise

Mivel adott a SA jelentsége a betegségellenallosagban (a SAR kialakulasaban és az R gének
kozvetitette rezisztencidban), a SA bioszintézis fontos tényezd lehet a ndvényi valaszok
szabalyozasaban. Azonban képzddésérdl ¢és lebomlasardl keveset tudunk. A SA
bioszintézisutja a fenilpropanoid anyagcseretutbdl a fenilalaninnal agazik el, melyet a
fenilalanin-ammonia-lidz (PAL) enzim transzfahéjsavva alakit. Az ezt kovetd 1épések sordn
oldallanc rovidiiléssel benzoesav termelddik, amibdl egy hidroxil csoport hozzaaddséval
képzddik a SA (Ryals és mtsai 1996). A SA, a kérokozok elleni védekezésen kiviil, novényi
hormonként olyan ¢lettani folyamatokban is szerepel, mint a sztémazaras, viragképzes
indukalasa és a hétermelés szabalyozasa (Verberne ¢és mtsai 2000).

A PAL egy védekezési gén, mely szamos inkompatibilis gazda-patogén kdlcsonhatasban
aktivalodik. A PAL enzim, aktivitdsa soran, eldanyagot szolgaltat a lignin szintézishez és mas
fenolvegyiiletekhez, igy a SA-hoz is, melyek jellemzéen fertdzés hatasara halmozddnak fel.
Mauch-Mani ¢és Slusarenko (1996) a PAL szerepét vizsgaltdk az Arabidopsis és a
Peronospora parasitica kompatibilis €s inkompatibilis kolcsonhatasaban. A fertdzott
szovetben a Peronospora micéliumat festéssel jelolték, mig a PAL enzim aktivitasat
riportergén segitségével mutattdk ki. Mivel a PAL enzim részt vesz a ligninszintézisben, a
szallitonyalabok kozelében allandd aktivitdst mutatott. Kompatibilis kolcsonhatasban ezen
kivil a PAL aktivitdis nem volt kimutathatdo a fertdzott szovetben. Inkompatibilis
kolesonhatasban, vagyis rezisztencia esetén a sejtek a Peronospora behatolési kisérletének
helyén mutattak PAL aktivitast, mely a korokozo gatlasahoz sziikséges sejtfalerdsitd
lignifikaciora utal. A sejtbe torténd behatolas esetén, a HR soran elpusztult sejt kornyezetében
a PAL aktivitdst még fokozottabban lehetett észlelni.

Amennyiben inkompatibilis kapcsolatban az inokulaciéo eldtt gatoltak a PAL enzim
miikodését, ugy a gomba oly mértékben volt képes szaporodni, mint a kompatibilis
kapcsolatban, vagyis a lignifikacid elmaradasaval a novény fogékonnya valt. PAL enzim
gatlasa mellett, kiils6 SA-kezelés hatasara kimutathatdé volt a lignifikdcio és kialakult a
rezisztens kapcsolat.

Mindezek alapjan bizonyitottdk, hogy a lignifikacio és a SA-akkumulécio is PAL-fliggd,
vagyis, hogy a PAL enzim szerepe a betegségellenallosdgban az, hogy prekurzort szolgaltat a

SA termeléshez.
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A novényekben a szabad fenolsavak — igy a SA — eldfordulésa, toxicitdsuk miatt ritka. A
szabad SA 0,1 mM fo6l6tti koncentracidban fitotoxikus (Verberne és mtsai 2000), igy nem
csoda, hogy a ndvényben felhalmozdddé SA gyorsan konjugatumot képez. A SA kotott
formdjanak donté hanyada SA-glikozid (=SAG) form4jaban van jelen. Kezeletlen névényben
a SA konjugalt formaban is nagyon kis mennyiségben van jelen (0,02-0,05 pg/g friss szovet).
Malamy és mtsai (1992) kisérletei alapjan N. tabacum cv. Xanthi-nc-ben TMV-fert6zés utan
48 oraval ez a mennyiség drdmaian, 15-20-szorosra nétt. A kotott forma ekkor kétszerese volt
a szabad SA-nak, amely szintén megemelkedett. A SA konjugalt formaban valé megjelenése
arra utal, hogy a dohdny a TMV- fertdzéskor keletkez0 nagy mennyiségli SA-at atalakitja,
feltehetoen a fent emlitett okbol, toxicitdsuk miatt. TMV-fertozéskor az 0Osszes SA-
tartalomnak mégis 20-40%-a van szabad formaban, igy lehet hogy ekkor egy specifikus
mechanizmus akadalyozza meg a konjugéciot, hiszen a SAG nem aktiv a
betegségellenallésagban. Az, hogy a szabad SA mellett SA-gliikozidok is indukalodnak a
TMV-fertézésre, arra enged kovetkeztetni, hogy a SA-jelzésen keresztil megvalosulo
szabalyzas komplexebb, mint kordbban gondoltdk. Amennyiben csak a szabad SA az, amely
bioldgiailag aktiv, akkor a SA formadin beliil ennek aranya jelentésen befolydsolja a jelzés

vagy a védekezés folyamatat (Malamy és mtsai 1992).

2.3.1.6. A szalicilsav hatasanak modja

A SA hatdsanak moddjara tobb elképzelés is sziiletett, de még ma sem egyértelmii, hogy
hogyan indukalja a SA a SAR-t.

Minden szervezet jelzérendszereket hasznal az oxidativ stressz tovabbitasara, amire a valasz a
szervezet antioxidans rendszerének megerdsitése. Lehetséges, hogy a SA-szint valtozasa
nyoman a sejt redoxallapotdban bekovetkezd valtozasnak van jelzésértéke.

Emldésoknél a fenol alapti gyulladasgétld gydgyszerek (SA és aszpirin) antioxidans
tulajdonsaguknal fogva hatasosak. Lehetséges hogy ennél a kapacitasanal fogva a
novényekben is hasonloképpen miikodik a SA, vagyis a hiperszenzitiv valasz alatt a
1ézidképzddéssel ill. a 1€zid terjedésével jard oxidativ karosodast mérsékli. Azonban az €16
novényi szervezet esetében a SA antioxidans szerepét még nem bizonyitottdk (Durner és
mtsai 1997).

Egy korabbi elmélet szerint (Chen és mtsai 1993) a jelz6ut soran a H,O; lehet a SA-at kdvetd
hirvivé molekula. Taldltak egy katalaz aktivitasu fehérjét, mely képes a SA megkotésére. A
katalaz az egyik f6 H,O,-hasit6 enzim, de a SA-hoz kotdédve aktivitasat veszti. fgy kovetkezne

be a sejten beliilli H;O;-szint ndvekedése. De mivel a kezeletlen levelekben, ahova a
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szisztemikus hatds végett el kéne jutnia a jelzomolekuldnak, nem emelkedik a H,O,-szint a
SAR alatt, ezt az 6sszefiiggést elvetették.

Neuenschwander és mtsai (1995) Xanthi-nc dohidnyon és ennek SA-hianyos, NahG gént
tartalmazd valtozatan vizsgéltdk a H>O,-ot és a SA-at, mint a SAR kialakitasaért felelds
jelzomolekuldkat TMV-vel végzett fertézés hatasara. Az N gént tartalmazé Xanthi-nc
fertzott levele feletti levelében kimutattdk a SAR kifejlédésére utald6 PR-1 gén aktivitasat.
Ugyanakkor a fertdzést kovetd 9 nap alatt nem nétt a H,O, mennyisége a virusfert6zott
levélben. Ez alapjan bebizonyitottak, hogy a HO, nem szolgalhat szisztemikus jelként a SAR
kialakitasaban.

sem a Xanthi-nc, sem a NahG gént tartalmazé dohdny levelén nem okozott 1ézidméret
csokkenést TMV fertdzés esetén. A 3 mM-os SA-oldattal torténd infiltralas hatasara azonban,
A NahG gént tartalmazo tipus levelén a kezelés nem okozott 1ézidméret csokkenést a vizes
kontrollhoz képest, mivel a bevitt SA azonnal elbomlott.

Mivel a H,O; kezelés SA jelenlétében és hidnyaban sem gatolta a 1ézioméret kialakulasat,
tehat hatasa nem volt SA-fiiggd, igy nem bizonyithaté hogy a SA-at kdvetd masodlagos

hirvivo lenne a SAR kialakulasa soran.

A H,0,-nak azonban szerepe van a helyi valaszokban, a 1¢zi6 kialakulasaban, ugyanis a 1¢zi6
kozelében a SA koncentracio olyan magas, hogy lehetévé valik a katalazhoz valo kotddése és
ezaltal a H,O, mennyiségének novekedése. A tavoli, nem fert6zott levélben ehhez képest 10-
100-szor kevesebb SA taladlhatdo (Enyedi és mtsai 1992). A fert6zés kozelében a magas SA
koncentrécio a kataldz és mas oxidoreduktdzok gatldsan keresztiil a H,O, felezési idejét is
hosszabbitja, ami altal az oxidativ kitdrés erdsebb és ez sok helyi vélaszt indithat el.

Kauss ¢s Jeblick (1995) megfigyelték, hogy SA-eldkezelés utdn a szovetek alkalmasabbak
lesznek az oxidativ kitorés gyors kivaltasara. A SA-val valo ,.kondicionaldssal” olyan hatés
érhetd el, mint amilyen a SAR megszerzése utan alakul ki, vagyis az igy kivaltott biokémiai
valtozasok egy kovetkezd fertézéssel szemben gyorsabb valaszt tesznek lehetévé, novelik a
ndvény rezisztenciajat.

Leon és mtsai (1995) a H,O; helyi reakciokban betoltott szerepét, a H,O, altal stimulalt SA-
szintézist N. tabacum cv. Xanthi-nc dohanyon vizsgaltdk. A kisérlet sordn 0,3-300 mM
szovetbol vettek mintat. A SA-szintézis utolsé 1épéséért felelés benzoesav-2 hidroxilaz

(BA2H) enzim aktivitasat 1 oras, mig a SA-felhalmozodast 6 6rés idétartam alatt mérték. Az
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infiltralt szovetben mar 5 perc mulva jelentds BA2H aktivitds novekedés volt, a SA
mennyisége pedig 1 6ra mulva kezdett emelkedni. Az infiltralt szovetrésztdél 3 cm-re vett
mintdban mar 30 perc milva megndtt az enzimaktivitds, de a SA mennyisége még 6 Ora
mulva sem emelkedett. Megallapitottak, hogy az infiltralt szovetrészben a H,O, két mddon
aktivalja a SA-szintézist. Elektron donor jelenlétében kozvetleniil, gyorsan hat a BA2H enzim
aktivitas novekedésére, elektron donor hianyaban pedig a benzoesav felhalmozason keresztiil

stimulalja a SA-termelddést, mely egy lassabb reakcio.

A ROS, és ezen beliil a H,O,, a sejt redoxallapotan keresztiil védekezési gének kifejezodését
indukalja és ennél fogva masodlagos hirvivonek mindsiil (Durner és mtsai 1997). Példaul a
enzimeket stimuldl. Novények esetében még nem ismert a redox jelzés folyamata, ami
ezeknek a géneknek az aktivalédasahoz vezet (Brisson és mtsai 1994). Elképzelhetd, hogy
hasonlit ahhoz az 4llatokra jellemz6 mechanizmushoz, ahogyan az oxidativ stressz indukalja

az immunvalaszban és a gyulladasra adott valaszban részt vevd géneket.

2.3.1.7. Kémiailag aktivalt szisztemikus szerzett rezisztencia

Felvetodott, hogy a SAR kémiai aktivatorainak szerepe lehet a mezdgazdasagban, a
novényvédelemben. A korokozok okozta fertdzés mellett, egyes kis molekulatomegii
molekulak is indukalhatnak SAR- t, igy a ndovények védekezése aktivalhatd lenne a veliik valo
kezeléssel. A SAR-aktivatorokkal szembeni kitételek, hogy ne legyen direkt antimikrobialis
hatdsuk, ugyan azon korokozok ellen indukaljanak rezisztenciat mint a bioldgiailag aktivalt

SAR és indukaljak azokat a SAR markergéneket, melyeket adott esetben egy korokozo.

Friedrich és mtsai (1996) N. tabacum cv. Xanthi-nc dohényban benzotiadiazollal (BTH)
indukaltak szisztemikus szerzett rezisztenciat. Az N gént tartalmazd N. tabacum cv. Xanthi-nc
aTMV fertézésre 2 mm-es 1éziokkal reagalt. A TMV-vel valo eldfertdzés hatdsara a felsd
leveleken a TMV-vel végzett feliilfertézésre csak 1 mm-es 1éziok alakultak ki. BTH-val
végzett elofertézés esetén a felsé levelek csak 0,2-0,3 mm-es 1ézidkat mutattak a
feltilfertézéskor. A BTH eldkezelés altal indukalt SAR megfelelt annak a kritériumnak, hogy
ugyan azon korokozok ellen biztositson védelmet, mint a TMV altal biologiailag indukalt
SAR. Erdekes, hogy szemben a biologiailag indukalt SAR-ral, melynek kivaltisdhoz nekrozis
és SA felhalmozodasa sziikséges, a BTH ugy valtott ki szisztemikus szerzett rezisztenciat,

hogy az eldkezelt levélen nem fejlédtek ki hiperszenzitiv 1ézidk és nem volt valtozas a SA
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mennyiségében a SAR alatt. Mindezek ellenére, a SAR markergének kifejezddése igazolta,
hogy a BTH a SAR anyagcsereuton keresztiil indukalta a rezisztenciat. A BTH altal aktivalt
SAR olyan erésnek bizonyult, hogy fogékony dohanyban is megakadalyozta a TMV
szisztemizalodasat. Specifikus rezisztenciagén nélkiil, a TMV mellett kielégité védettséget
biztositott a Peronospora tabacina, Cercospora nicotianae, Phytophthora parasitica var.
nicotianae €s a Pseudomonas syringae pv. tabaci korokozok ellen, ezzel bizonyitva hogy a
SAR anyagcserett fontos szerepet tolt be a korokozok széles spektruma elleni védekezésben.
Lawton ¢és mtsai (1996) Arabidopsis novényeket kezeltek el BTH-val, mely széles
spektrumu rezisztenciat alakitott ki a P. syringae pv. tomato, a tarlorépa gondorodés virus
(TCV) és a Peronospora parasitica korokozokkal szemben. Azt, hogy a BTH valoban a SAR
aktivalasan keresztiil okoz rezisztenciat, a PR-1, PR-2 és PR-5 fehérjék indukalodasaval
igazoltak.

Gorlach ¢és mtsai (1996) a BTH, mint kémiai SAR-aktivator hatdsat, fogékony buzan
vizsgaltak. A BTH altal aktivalt SAR a tenyésziddszak végéig hatékonynak bizonyult az

Erysiphe graminis, Puccinina recondita és Septoria sp. fertézésével szemben.

Ezek alapjan elmondhatd, hogy a BTH-val torténd kezelés a novényfajok és az dket tdmado
korokozok tekintetében is széles spektrumu rezisztenciat alakit ki. Fontos kiilonbség a
biologiailag aktivalt SAR-hoz képest, hogy a BTH nem csak a rezisztens tipusok
ellenallosagat fokozza, hanem fogékony ndvényekben is képes megfeleld szintii rezisztenciat

kialakitani egyes korokozoikkal szemben.

Egy masik kémiai aktivator, a 2,6-diklor-izonikotinsav (INA) altal indukalt rezisztenciat
Vernooij és mtsai (1996) vizsgaltdk a TMV-vel szembeni ellenallosagért felelos N gént
tartalmazd N. fabacum cv. Xanthi-nc fajtan és ennek NahG gént tartalmazo, SA-hidnyos
valtozatan. Eldkezelés nélkiil a TMV fert6zés a SA-hidnyos tipuson kétszer akkora 1ézidkat
valtott ki, mint a Xanthi-nc dohanyon. Ez egyértelmii bizonyiték arra, hogy a SA a specifikus
rezisztencia gén altal irdnyitott folyamatban fontos szerepet tolt be, ami fenotipusosan is
megnyilvanul. Az INA-val vald elékezelés mindkét dohany tipus esetében megndvekedett
rezisztenciat eredményezett. Az INA altal kivaltott SAR kifejlédése alatt a PR-1 SAR
markergén aktivalodott, de SA nem termel6dott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az INA a

SA-hoz képest a SAR- hoz vezetd jelatviteli it késébbi pontjan hat.

43



Ryals és mtsai (1996) szerint azonban a BTH ¢€s az INA kivételével sem a mesterséges, vagyis
nem ndvényi eredetli SAR-aktivatorokat, sem a kiils6 SA kezelést nem tolerdljak a névények,

igy nem garantalhat6 ezek gyakorlati haszna.

2.3.1.8. A novényvédelem és az indukalt rezisztenciaformak

A novényvédelemmel vald Osszefiiggésben egyre nagyobb figyelmet kapnak az indukalt
rezisztencia formak, mert a legtdbb rezisztencia bélyeg mesterségesen kémiai vagy bioldgiai
elicitorokkal is indukalhatd, valamint génsebészettel elérhetd, hogy ezek a bélyegek
folyamatosan megnyilvanuljanak (Heil, 2002).

A feltételezések szerint az indukalt rezisztencia (IR) formak azért alakultak ki, mert kevesebb
raforditassal jarnak a novény részérdl, mint az allando rezisztencia. Olyan koriilmények kozt,
mikor nincs sziikség a rezisztencidra, egy rezisztens novény reprodukcidja gyengébb a
amennyiben koérokozé mentes kornyezetben is kifejezddnek. Viszont az allando
rezisztenciaval szemben az IR hatranya, hogy a rezisztencia megszerzése idében eltolodhat és
a novények védtelenek, mig a rezisztenciat ki nem alakitja az elsd, kivaltd korokozé tamadas.
A fentiekbdl kovetkezik, hogy az indukalhato rezisztencia folyamatos kifejezédése ugyanugy
lényeges koltségekkel jarhat. Az olyan transzgénikus novénytipusok, melyekben a
rezisztenciat okozo gének folyamatosan nyilvdnulnak meg, a rezisztencia folyamatos
kifejez6désével jar6 nagy raforditds terhét viselik. Szintén ez magyardzhatja azt a
megfigyelést, hogy sok transzgénikus Arabidopsis ndvény, mely a rezisztenciat
tulexpresszalja, novekedési zavarral terhelt, torpe, vagy kevésbé fertilis fenotipus jellemzi
(Heil és Baldwin, 2002).

Jelenleg sok tanulmany irdnyul arra, hogy a rezisztencia kémiai kivaltasat kovetden, felmérje
a novény rezisztencia okozta ,koltségeit” (,,costs of resistance”), vagyis azokat a negativ
hatdsokat, melyeket egy adott rezisztencia bélyeg termesztési koriilmények kozt okoz. A
kutatdsok alapjan azt talaltdk, hogy az indukalt rezisztencia okozhat késdi viragzast,
elvaltozasokat, amelynek hatdsa van a beporzé viselkedésére is. Altalanos megfigyelés, hogy
a verseny hatranyosan befolydsolja a ndvényeket az IR kifejezésében, illetve forditva, a
rezisztencia kivaltasa vissszavetheti a novény kompetitiv képességét. Példaul természetes
kortilmények kozott, mikor gyakori a nitrogénhiany, a PR-fehérjék eldallitasa, melyek a
tapasztalatok szerint a fert6zott levélben az 6sszes oldhato fehérje tartalomnak 10%- at adjak,

egy lényeges raforditasi koltség.
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A rezisztencia koltségeit folmérd kutatdsok még gyerekcipdben jarnak €s szamos metodikai
problémaéval kell szdmolni, amiknél fogva nehéz eldonteni, hogy az eldallo koltséget valoban
a rezisztencia maga, vagy a rezisztencia kisérletes kivaltdsanak velejar6i okozzdk. A
természetes kornyezetben végzett tanulmanyok szama korlatozott, szorgalmazzak a

szabadfoldi megfigyelések és a laboratoriumi kisérletek integraldsat.

Elképzelhetd, hogy a betegségellenallosagért felelds jelatviteli utak megismerésének
elérehaladtaval jonne el a transzgénikus novények kovetkezd generacidja. A kulcsfontossagu
jelzOvegyiiletek génsebészeti uton vald szabalyozasaval, a védekezési valaszok sokasaga
lehetne aktivalhato ¢és igy olyan ndvényeket allitandnak eld, melyek a korokozok széles
spektruma ellen ellendlléak. A mdasik mdd lehet a rezisztencia fokozadséara, génsebészeti
beavatkozassal olyan vegyiileteket termeltetni a ndvényben, melyek SAR-t indukalnak (Ryals

¢s mtsai 1996).

2.3.2. A jazmonsav és etilén altal kozvetitett szisztemikus valaszok

A hormonok, mint kémiai hirvivok, a szervek és szovetek aktivitasait koordinaljak. Olyan vegyiiletek,
melyeket egy adott szerv megtermel, majd egy masikhoz szallitddva, annak funkcidjat kémiai
aktivitasanal fogva stimuladlja. A SA-hoz hasonldéan, a jazmonsav (JA) is azért alkalmas
szisztemikus valaszok kozvetitésére, mert stressz esetén mennyisége nem csak helyileg nd
meg, hanem mint ndvényi hormon, transzport utjan képes a novény barmely részén

koncentralodni és hatasat kifejteni.

2.3.2.1. Az indukalt szisztemikus rezisztencia

A novény komplex védekezését a hormonok egyiittesen szabalyozzak, igy nehéz megnevezni
onmagaban egy hormon szerepét. Az indukélhaté valaszok esetében kérdés, hogy mely
anyagok jatszanak szerepet hirvivoként azon jelzdutak soran, melyek a korokozo
érzékelésétdl a rezisztencia indukéldsaig vezetnek. Az el6zéekben a SAR-rol volt szo,

melynek az indukalasahoz a SA-ra van sziikség.

Emellett 1étezik egy masik indukalt rezisztenciavalasz, mely szintén széles hatasspektrumu és
szisztemikus, de fliggetleniil miikodik a SA-t6l és a PR-génkifejez8déstél. Ez az indukalt

szisztemikus rezisztencianak (Induced Systemic Resistance= ISR) nevezett valasz, amit
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gyOkéren €16 rizobaktériumok valtanak ki és amelyet a JA és az etilén szabalyoz (Pieterse €s

mtsai 1996).

Egyes ndvényi novekedést segitd rizobaktériumokrol, féleg fluoreszkdld Pseudomonas
fajokrol kimutattak, hogy felhasznalhatok a ndvényvédelemben azon okndl fogva, hogy a
jelenlévé korokozokkal és karos mikroorganizmusokkal folytatott verseny soran elnyomjak
azokat. A mechanizmus tanulmanyozasa soran megfigyelték, hogy egyes baktérium térzsek
azaltal védik a novényt, hogy szisztemikus rezisztenciat indukéalnak anélkiil, hogy 6k maguk
tiinetet valtananak ki. A P. fluorescens éltal kivaltott ISR-r6l szdmos novény-koérokozo
rendszerben szdmoltak be, gy mint babban P. syringae pv. phaseolicola ellen, szegfiiben a

fuzariumos hervadas ellen, és uborkaban a Colletotrichum orbiculare ellen.

Pieterse és mtsai (1996) a védekezési mechanizmus tanulmanyozasara olyan modellt allitottak
fel, melyben az Arabidopsis a gazdandvény, mig az indukalé agens egy nem korokozo, a
gyOkérzonaban €16 baktérium, a P. fluorescens egy bizonyos, a biologiai védekezésben
hasznalatos, szelektalt torzse (WCS417r). Arrol a baktérium torzsrél mar ismert volt, hogy az
ISR- t erésen indukalja szegfiiben ¢€s retekben a Fusarium oxysporum ellen. A kisérlet sordn a
P. fluorescens baktérium szuszpenzidjaval eldkezelték a gyodkérzet alsd zondjat, majd a
gyokérzet felsd zondjaban a Fusarium oxysporum f. sp. raphani kérokozdval tortént a
felilfertézés. A fold feletti részek rezisztencidjat virulens P. syringae pv. tomato
baktériummal valo fert6zéssel ellendriztek. Az igy kivaltott ISR hatékonynak bizonyult a
gyokérben a Fusarium és a fold feletti részekben a Pseudomonas ellen, de nem jart SA-
termelddéssel és SAR-markerfehérjék megjelenésével, vagyis az indukalt rezisztencia ezen
formaja nem a SAR-anyagcsereuton keresztiil valésul meg. Kisérletekkel igazoltak, hogy az
indukalt rezisztencia nem a mikroorganizmusok kozti antagonista hatdsnak volt koszonheto,
hanem a névényben a baktérium torzzsel vald kezelés hatdsara beindulod folyamatoknak. van
Wees és mtsai (1997) szerint ebben a modellben az ISR fiigghet az Arabidopsis dkotipusatol

¢és az indukalo baktériumtorzstol, illetve ezek specifitast adnak a reakcionak.

Pieterse ¢és mtsai (1998) azt is megfigyelték, hogy a JA és etilén érzékelésére nem képes

mutansokban a gyokérzonaban €16 baktériumok altal kivaltott ISR gyengiil.
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2.3.2.2. Jazmonsav és etilén a sebzés- és kartevok indukalta valaszokban

A JA és az etilén betegségellendllosagban valo szerepe nem olyan rég Ota kutatott teriilet.

A JA, csak Ugy mint a SA, endogén hormon. A jazmonsav félék az oktadekanoid
anyagcsereut folyaman termelddnek, mely részt vesz a ndvekedés, bizonyos fejlodési
folyamatok (gylmolcsérés, gumofejlodés, oregedés, pollenképzddés) és a védekezés
szabalyozasaban (Ellis és Turner, 2001).

A JA-r6l és az etilénrdl, a novények sebzésre és rovartdmaddsra adott valasza terén
szerencsére bdséges ismeretanyag all rendelkezésre, ami kiinduldsul szolgalhat. A sebzés-
indukalta oktadekanoid anyagcsereut a JA, mint szigndlmolekula termelésével €s proteinaz
inhibitor gének aktivacigjaval végzddik (Dong, 1998). A sebzési valaszokhoz az etilén
sziikséges, de a JA nélkiill 6nmagaban nem elegendd. Az etilén termelés gétldsa negativan
érinti a JA anyagcsereut indukalodasat.

A kartevok taplalkozasa helyi és szisztemikus valaszokat valt ki, melyek fizikai vagy kémiai
alapon kozvetleniil a kartevd tevékenységére iranyulnak, vagy a ndvényt karositd rovar
ellenségét vonzzak oda. Ez a kartevok elleni indukalt rezisztencia (induced resistance against
herbivores= IRH), melynek kozponti jelzOmolekuldja a JA (Creelman és Mullet, 1997).
Sériiléskor, vagy a kartevok taplalkozasa soran a membranlipidekbdl linolénsav szabadul fel,
ami enzimatikusan JA-v4 alakul. A JA képes a héancsba szallitddni, igy alkalmas a
szisztemikus jel szerepének betdltésére. A JA olyan géneket aktival, melyek proteinaz
gatlokat, valamint illékony vegylileteket és szekunder metabolitokat termeld enzimeket
kédolnak (pl. nikotin, fenolok).

Az éltalanos sebzési valaszok kivaltéi lehetnek sériilt sejtfalakbol  folszabaduld
oligoszacharidok is (Heil és Bostock, 2002).

Paradicsom esetében egy specifikus polipeptid elicitorrol is beszamoltak, a sziszteminr6l,
mely sériilés esetén szabadul fel prekurzorabdl (Pearce ¢s mtsai 1991). Ez valtja ki a
linolénsav termelddését, ami aktivalja az oktadekanoid jelzokaszkadot. A szisztemint még
csak paradicsomban talaltdk meg. A JA és a szisztemin is képes a hancsba szallitodni, igy

mindkettd lehet szisztemikus jel.
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2.3.2.3. Jazmonsav és etilén a korokozok fertozésére adott valaszokban

A rovarok taplalkozésa soran megsériilt sejtekbdl folszabaduld szisztemin, vagy a korokozok
fertdzésekor a ndvény vagy a gomba sejtfalabol szdrmazd oligoszacharidok egyarant

aktivaljak a proteindz inhibitor géneket.

Doares ¢és mtsai (1995a) kisérletikben paradicsom levelét sziszteminnel ¢és
oligoszacharidokkal, mint elicitorokkal kezelték, aminek hatdsara megemelkedett a JA- szint.
Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy sériiléskor, vagy fertézéskor a provokacié helyén
felszabadul6 elicitorok (oligoszacharid és polipeptid jelek) az oktadekanoid anyagcsereut
aktivalasan keresztiil indukéljak a védekezés génjeinek kifejezddését, ahol a jelatviteli titnak

fontos eleme a JA.

Blechert és mtsai (1995) szerint az, hogy rovarkartételre vagy mikrobidlis korokozokra JA
termelddik, erésen specifikus vélasz, mely nem jellemz6 olyan kdrnyezeti hatdsokra adott
stressz valaszok sordn, mint a fény, nehézfém, hideg vagy hdsokk. Feltételezéseik szerint az
érzékeléstdl a génaktivacion at a masodlagos anyagceseretermékek szintéziséig vezetd jelek
pentaciklusos oxylipid szarmazékok lehetnek, melyekbdl egy oxylipid kaszkad all dssze. A
JA maga, egy oxylipid tipusit hormon, mely oxigenalt linolénsavbdl szarmazik. Az
oktadekanoid sav szarmazékok nélkiilozhetetlenek az antibiotikum hatdstt vegyiiletek
szintézisének modositasahoz, igy szerves részei a novényi védekezésnek.

Thomma ¢és mtsai (1998) Arabidopsis novényeken szemléltették, hogy a kiilonbdzo
korokozok ellen, kiilonbozd jelzdutakon keresztiil aktivalodik a védekezés. Vad tipust, SA-
felhalmozasra nem képes (NahG), SA érzékelésre nem képes (npri-1) és JA-at érzékelni nem
képes (coil) Arabidopsis vonalakat Alternaria brassicicola €s Botrytis cinerea kérokozokkal,
valamint a Peronospora parasitica inkompatibilis torzsével inokuldltak. A vad tipust egyik
koérokozé faj sem tudta megbetegiteni. A NahG és nprl-1 tipusban a Peronospora parasitica
képes volt szaporodni, tehat az ellene valdo védekezésben szerepe van a SA-nak, mig az
alternaria ¢és botritisz ellen SA jelenléte nélkiil is védett volt a ndvény. A coil mutanst, a JA
érzékelésének hidnydban, az alterndria és a botritisz jelentds mértékben karositotta,
bizonyitvan, hogy az alternaria és a botritisz elleni védekezésben a JA szerepel

jelzovegyiiletként. A P. parasitica nem okozott rajta szovetpusztulast.
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2.3.2.4. Jazmonsav és etilén altal szabalyozott valaszok molekularis markerei

Penninckx és mtsai (1996) arrdl szdmoltak be, hogy Arabidopsis novényekben az Alternaria
brassicicola korokozoval valo feliilfertdzés hatdsara a JA mennyisége erdsen emelkedett a
fert6zott €s a nem fert6zott levelekben egyarant. A fertdzés, vagy a metil-jazmonattal (MeJA)
valo kiilsé kezelés a PDF1.2 gén helyi és szisztemikus indukciojat okozta, mely egy a
defenzinek k6zé tartozé gombaellenes hatdsu peptidet kodol.

Ellis és Turner (2001) az Arabidopsis thaliana fajban a JA jelzéut soran szerepld gének
azonositdsara olyan mutanst (cevl) talaltak, melyben allandoan aktiv a JA- és etilén-
anyagcsereut. Emiatt a mutans a vad tipushoz képest folyamatosan magas JA- €s etilén szintet
mutatott, amely egyes védekezési gének, koztiikk a Thi2.1 és a PDF1.2. 4lland¢6 kifejezddését
okozta és torpe novekedést eredményezett. A JA- és az etilén- jelzOutat egyarant érintd cevl/
rezisztenciat alakitott ki harom olyan lisztharmat faj ellen (Erysiphe cichoracearum, Erysiphe
orontii, Oidium lycopersici), melyekkel szemben a vad tipust Arabidopsis fogékony.

A JA ¢és az etilén jelzémolekuldk altal kozvetitett rezisztencia valaszt specifikusan kisérd
fehérjék kozil eddig a tionin ill. defenzin fehérjecsaladhoz tartoz6 antimikrobialis peptideket
irtdk le az Arabidopsis thaliana fajban, ami kézzel foghatobbad teszi a szisztemikus
rezisztencia €s a JA, etilén kozti kapcsolatot. Ezek mas jelatviteli uton keresztiil indukalhatok
mint a PR fehérjék, melyek a SAR valasz tipikus velejaroi. A tionint kodold gén (Thi2.1)
kifejezddését a JA €s a Fusarium oxysporum f. sp. matthiolae fertdzés indukalja (Epple ¢€s
mtsai 1995). Arabidopsis novényekben a Thi2.1 gén tultermeltetésével Epple és mtsai (1997)
fokozott rezisztenciat értek el a Fusarium oxysporum f. sp. matthiolae ellen. A PDF1.2 nevi
defenzin gént a JA és az etilén egyiitt szabalyozza és az Alternaria brassicicola is indukalja
(Penninckx és mtsai 1996). Erdekes médon az ISR alatt a Thi2.] és a PDFI.2 gének nem
indukalddnak.

2.3.2.5. A szalicilsav, jazmonsav és etilén altal szabalyozott jelzoutak kozti szinergista

illetve antagonista viszony

A fonti kisérletek és az, hogy a JA altal szabalyozott, sebzés- és rovarkartétel indukalta
anyagcsereut egy korokozd tdmaddsa sordn termelt litikus enzim mitkddésekor felszabadulo
oligoszacharid fragmentekre is indukalodik, régéta megalapozta a JA és a kérokozok elleni

rezisztencia Osszefliggését. Azonban a JA ¢és az etilén szerepe bizonytalan a
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betegségellenallosagban.  Ellentmondasok  szdrmazhatnak abbol, ha az etilén/JA
anyagcserében torténd valtozasokat dnmagukban vizsgaljak, és nem a SA altal szabalyozott

valaszokkal k6zdsen kialakitott hatast (Dong, 1998).

A JA és a SA kozti antagonista viszonyt a novényi sebzési valaszokrol sz616 tanulmanyokban
jol dokumentaltdk. Ismert, hogy a SA a sériiléskor indukalodd proteindz inhibitorok
termelddését gatolja. Doares és mtsai (1995b) azt is bemutattak, hogy a SA a jelatvitelt a JA

szintézis utan, de az inhibitor gének transzkripcidjat megelézden gatolja.

A kiilonbozo jelzoutak lehetnek szinergista vagy antagonista viszonyban egymassal. A
korokozokkal szemben miikodd, SA-szabalyozta szisztemikus rezisztencia és a kartevok
elleni indukalt rezisztencia kapcsolatdra vonatkozoan, ahol a JA a kozponti jelzémolekula,
mar vannak eredmények (Heil és Bostock, 2002). Kdlcsonhatasukat illetden kereszt
rezisztenciara ¢€s a kettd kozti optimalizaciora is van példa. Ezek a kutatasok segitséget
jelentenek a SA- illetve a JA- szabalyozta valaszok betegségellenallosagban vald
kolesonhatasanak vizsgalatahoz.

A SA jelzés JA éaltali gatlasa nem olyan gyakori. Viszont a SA gatolja az oktadekanoid
anyagcsereut kiilonbozo 1€péseit, igy a JA szintézisét, jelatviteli szerepét, ezen keresztiil a JA-
szabalyozta gének kifejezddését, vagyis a sebzés- és JA-indukalta valaszokat. Ezért van az,
hogy a korokozok tamadasa féleg az SAR komponenseit indukalja, mert a nagy
koncentracioban termel6dé SA blokkolja az oktadekanoid jelzést. Kivételt képez a P.
syringae pv. tomato, mely a paradicsom levelében a proteindz inhibitorokat indukalja, mely
inkabb a sebzési valasz és az indukalt kartevo rezisztencia jellemzdje, mint az SAR-E.

Niki és mtsai (1998) a SA és a JA antagonista hatasat sértett dohany levélben a PR fehérjék
szintjén vizsgalva azt talaltdk, hogy a SA 4&ltal indukalhaté bazikus tipustt PR-1 fehérje
termelddésének megfeleld koriilmények kozott a JA- indukélta savas kémhatasti PR fehérjék

kifejez6dése hattérbe szorult, és forditva.

A JA és etilén anyagcsere utat a paradicsom sebzési valaszan keresztiil tanulméanyozva
(O’Donnell és mtsai 1996) kideriilt, hogy a JA ¢és az etilén indukaljak egymas termelddését,
hatasukat szinergista moddon fejtik ki. Mindkettd sziikséges a sebzési valaszhoz,
antimikrobialis peptidek szisztemikus termelddéséhez (defenzin €s tionin), az Arabidopsis

Peronospora parasitica elleni rezisztenciajahoz és az ISR-hez.
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Az eddigi eredmények a nem specifikus, széles spektrumu ellenallosag kialakuldsdhoz vezetd
anyagcsereutak Osszetett haldzatat sejtetik, melyek kiilon-kiilon és egyiitt is miikddnek. A

halézat kézepén a SA, JA és az etilén talalhato (Dong, 1998).

2.3.3. Az etilén alternativ szerepe a betegség kifejlodésében

Szamos kornyezeti hatas ill. fejlodési folyamat soran képzddik etilén, ami a ndvényi szovetek
nekrozisahoz vezet. A kiilonbozd stresszeket gyakran kiséri az etilén megjelenése, mely
idedlis jelzomolekula, mivel gyorsan szintetizalédik, konnyen diffundal ¢és sok
stresszvalaszhoz k6tddd gént indukal.

Ismert a ndvényi betegségek és az etilén folszabadulas kozti kapcsolat. Tobb novényfaj esetén
Osszefliggést talaltak a korokozo fertdzésre bekovetkezd etiléntermelddés és a klorotikus,
hervadasos tiinetek kifejlédése kozott. Dohany és TMV kapcsolataban de Laat és Van Loon
(1983), dohany és Phytophthora infestans esetében Spanu és Boller (1989) figyelte meg, hogy
az etilént termeld enzimek aktivitasa kozvetleniil az elsédleges 1€ziot koriilvevd klorotikus
szovetre koncentralodott.

A fogékony valasz elsO szakasza alatt a novény aktivalja védekezési mechanizmusait — ugy
mint sejtfal megerdsités, PR-fehérjék termelése, fenol akkumulaci6é — majd akkor, illetve azért
kezddédik el a masodik szakasz, mikor a korokozé megallitasara iranyuld védekezés nem
megfeleld. Ennek soran indul el az elsddleges 1€ziobol a kiterjedt nekrozis. Az azonban még
nyitott kérdés, hogy a fertézés alatti magas etilén szint okozati tényezd, vagyis jel a nekrozis
fokozésara, vagy egyszerlien csak velejardja a terjedd betegségtiinetnek, a sejtek sériilésével

jaré kovetkezmény aminek nincs jelentdsége a folyamatban.

2.3.3.1. Az etilén és a kortiinetek kapcsolata

A betegség kifejlodésének és az etilén, illetve etilén érzékelés kapcsolatinak genetikai
megkozelitésérol elészor Lund és mtsai (1998) jelentettek meg kozleményt. Fogékony
paradicsom fajta virulens X. c. pv. vesicatoria és P. s. pv. tomato fertdzésére adott valaszat
hasonlitottdk 0ssze az Nr (Never ripe= soha meg nem érd) mutdns tipuséval, melynek nincs
receptora az etilénre, igy nem képes annak érzékelésére. Megallapitottak, hogy az etilén

érzékelésének hianyaban a betegség stulyossaga csokkent, tehat az etilénnek fontos szerepe
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van a betegség kifejlodésében. Ugyanakkor, a kevésbé sulyos tiineteket mutatdé Nr paradicsom
szovetében nem szaporodott csdkkent iitemben a kérokozo! Mivel az Nr mutansokban csak az
érzékelés hibas és nem az etiléntermeld képesség, ezért kizarhatd, hogy a jelenség a csokkent
etilén szintézisnek koszonhets. Ugy itélik meg, hogy az Nr mutdnsokra jellemzé mérsékeltebb

betegségtiinetet az etilén érzéketlenség egy specifikus hatésa.

Lund és mtsai magyarazatot adtak arra is, hogy fogékony valasz esetén mi inditja el a sejthalal
terjedését. Az etilén hatdsa alapjan a fogékony valasznak két szakaszat hataroztdk meg. Mivel
az etilén érzékelés hidnya nem befolyasolta az elsé szakaszra jellemz6 védekezési kisérletet és
az elsdédleges 1ézidfejlodést, igy ebben az etilénnek nincs szerepe. A masodik szakasz viszont
etilénfiiggd, mert a Iézidmegnagyobbodas ¢és a betegség soran kialakuld kiterjedt
szovetpusztulds, a fogékony fajtdban egybeesett a fokozott etilén termelddéssel. Ezzel
szemben az etilén érzékelésében hibas mutans leveleiben ugyan az etiléntartalom megnétt, de
a levelek nem pusztultak, ami az etilén, mint jel érzékelésének és tovabbitasanak

jelentéségére utal.

Gyakorlati szempontbol folvetddik, hogy ha génsebészettel eldallithatok lennének
etilénérzéketlen novények, idotalld tolerancidval birndnak szamos korokozo ellen és a

betegségek altal okozott kar mérsékelhetd lenne.

2.3.3.2. Az etilén és a szalicilsav kolcsonhatasa a kortiinetek kifejlodésében

O’Donnell ¢és mtsai (2001) fogékony paradicsom X. c¢. pv. vesicatoria baktériumra adott
valasza soran vizsgaltak az etilénfliggd szovetpusztulas folyamatat illetve hogy ekdzben az

etilén befolyasol-e mas jelzOutakat.

Fogékony fajtat, etilént nem érzékeld Nr mutdnst ¢és SA-hidnyos (NahG) tipust
Osszehasonlitva azt taldltdk, hogy az elsddleges 1éziok mérete, szdma ¢és a
baktériumszaporodas mértéke ugyanugy fiiggetlen a SA-tdl, mint az etiléntdl. Ez ellentétes az
Arabidopsis €s dohany esetében tett megfigyelésekkel, ahol a NahG tipusu névényekben a
koérokozé kdnnyebben szaporodott és sulyosabb tlinetek fejlodtek ki (Delaney €s mtsai 1994).
A masodik fazis SA-fiiggd, mert SA- felhalmozddas gatlasaval megeldzhetd volt a tiinet teljes
kifejlédése. Ezek alapjan a fogékony paradicsom és virulens Xcv kapcsolatdban a SA hatdsa

megegyez0 az etilénével, vagyis a SA is sziikséges a tiinet kifejlodéséhez.

A fogékony kontrollban a 4-6. nap kozti etilén felhalmozodast a 10-12. napon SA

felhalmozoddas kovette, melynek mértéke Osszefliggdtt a szovetpusztulds sulyossagaval. Az
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etilénre nem reagald fertdzott szovetekben (Nr) elmarad a SA-felhalmozodas és a
szovetpusztulas. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy az etilénszintézis és —€rzékelés elofeltétele a
SA akkumulacionak és akar az etilén, akar a SA felhalmozodasa gatolt, az a tlinet stlyossagat

mérsékli. Ugyanakkor, egyiknek sem a kérokozo gatlasara iranyul a hatésa.

O’Donnell ¢és mtsai (2001) arra figyelmeztetnek, hogy a kiilonb6zé gazda-patogén
kapcsolatok vizsgalata fliiggvényében ellentétes megfigyelések sziilethetnek: az etilénérzékeld
képesség hidnyat Osszefiiggésbe hoztak ugy a megndvekedett fogékonysdggal, mint a
betegség sulyossaganak csokkenésével, de arra is vannak példak, hogy az etilénnek nincs

hatésa a tiinetfejlodésre.

A SA-szintézis idozitése alapjan Ugy tlinik, hogy a SA is méas-mas mddon vesz részt a
kiilonboz6 ndvényfajok fogékony valaszaban, mert mig sajat kisérleteikben a paradicsom csak
napok mulva mutatott SA-folhalmozddast, az Arabidopsis egy kompatibilis kérokozé hatasara

mar 6rakon beliil szintetizal SA-at (Zhou és mtsai 1998).

gy nehéz éltalanositani a hormonok védekezésben betolttt szerepét. Tovabba felhivijak a
figyelmet arra, hogy a lathat6 tiinetek alapjan a gazda-patogén kapcsolat jellegének
megitélése téves lehet, mert esetiikben a mérsékelt szovetkarosodds nem jelentette a

baktériumszaporodas korlatozasat.

2.3.3.3. Szalicilsav- és jazmonsav-fiiggetlen anyagcsereutak

A kompatibilis kapcsolatban mért jelentés SA-felhalmozddashoz képest, rezisztens
paradicsom fajta és avirulens X. c. pv. vesicatoria inkompatibilis kapcsolatdban lényegesen
kisebb SA-szint emelkedést figyeltek meg, amibdl arra kovetkeztettek, hogy ebben az
inkompatibilis kapcsolatban a SA-nak minimalis szerepe van. Ezt megerdsitette az is, hogy a

rezisztens fajtanak és SA-hidnyos valtozatanak (NahG) valasza kozt nem volt kiilonbség.

Paradicsom esetében nem példa nélkiili, hogy az avirulens kérokozora adott valaszban nincs
kozponti szerepe a SA-nak. A Cladosporium fulvum ellen rezisztenciat biztositdo Cf-2 illetve
Cf-9 géneken alapulo valasz is SA-fliggetlen, mivel a Cf-2 illetve Cf-9 gén altali rezisztenciat
nem befolyasolja a NahG genotipus (Hammond-Kosack és Jones, 1996).

Venkatappa ¢és mtsai (1999) etilén-, SA- ¢és JA-hidnyos paradicsom mutansokon végzett

kisérletek alapjan megallapitottdk, hogy a Pto gén transzkripcids faktorainak, a Pti4-nek ¢és
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Pti5-nek a korokozo altali indukalddasa SA-, etilén- és JA-fiiggetlen anyagcsereuton keresztiil
torténik.
Az RPP7 Arabidopsis génen alapuld Peronospora parasitica elleni rezisztencidhoz szintén

nincs sziikkség a SA-ra, ugyanakkor az ellendllosdg az etilén/JA jelzouttol is fliggetlen

(McDowell és mtsai 2000).

Ezek alapjan valészin, hogy a SA-, etilén- és JA jelzéuton kiviil a védekezés 1j

anyagcsereutjai varnak felfedezésre (Dong, 2001).
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2.4. A transzmetilezés és a formaldehid szerepe az élovilagban

Az ¢éldlényeket ért biotikus és abiotikus hatasok altal kivaltott stressz jol nyomonkdvethetd a
kiilonb6z6é metilezett vegyliletek, mint a formaldehid (HCHO) eléanyagai és a formaldehid
valtozasa alapjan. A metilcsoport, illetve a HCHO ¢és a metilezés ¢lovilagban vald
eléfordulasa, szerepe ugy human, mint allati és névényi vonatkozdsban az eddigi kutatasok

alapjan feltételezhetden altalanos érvényt.

2.4.1. Metilcsoport és metilezés

A metil gyok egy atomcsoport, mely szabad gyokként is eléfordul ( - CHs). A " CHs csoport
bevitele szerves vegyiiletekbe, mas-mas modon torténik a C-, O-, N- és S atomok metilezése
esetén. Az ¢él6 szervezetekben torténd ,bioldgiai metilezés” metil-transzferazok hatasara
megy végbe pl. tetrahidrofolsav, metionin, szarkozin, kolin részvételével. Attol fiiggden, hogy
milyen atomon talalhat6, megkiilonbdztetiink C-, O-, N- és S- metilcsoportot. A bazikus
aminosavak, mint a lizin (Lys), arginin (Agr), hisztidin (His) esetében a N-atomok
metilezésével egy nagyon stabil N-metil szarmazék képzddik (Tyihdk és mtsai, 1977).

A fehérjék molekula szerkezetét elsdsorban aminosav Osszetevdinek sorrendje hatdrozza meg,
de az oldallancok specifikus enzimatikus médositasaval tovabb valtoztathatd. Ilyen modositas

a metilezés is. Fehérjék esetében ismert, hogy leginkabb a Lys és az Arg azok a pontok ahol a
metilezés megtorténhet (Bannister 2002). A metil csoport a lizin esetében az €-amino

csoporthoz, az argininen pedig a guanidin csoporthoz kotddik. E két aminosav azért is
érdemel kiemelt emlitést, mert egyrészt a Lys és az Arg elengedhetetlenek a mikrobak,

novények és allatok normadlis fejlodéséhez, masrészt, mert eddig a kovetkezd metilezett
aminosav szarmazékokat talaltdk meg fehérjékben in vivo: e-N-monometil-L-lizin (MML), &-
N-dimetil-L-lizin (DML), &-N-trimetil-L-lizin (TML), N°-monometil-L-Arg (MMA), N¢-
dimetil-L-Arg (DMA) (Tyihak ¢és mtsai, 1977). Ezek az aminosav szarmazékok szabad

formaban 1is el6fordulnak, valdszinlileg a metilezett fehérjék in vivo enzimatikus

hidrolizisekor keletkeznek.
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2.4.2. Aminosavak metilezése

2.4.2.1. Az arginin és metilezett szarmazékai

Az Arg szabad aminosavként és fehérjealkotoként is igen reakcioképes. Guanidin (G)
csoportja formaldehid akceptor, mert képes gyorsan reagalni a formaldehiddel, melynek soran
NG-hidroximetil szarmazékok keletkeznek. Az Arg guanidin csoportja egy, kettd vagy harom
HCHO molekulat tud megkotni hidroxymetil csoport formajaban, igy mono-, di-, és tri-

hidroxymetilezett Arg keletkezik (Szende és mtsai, 2001).

A hidroximetilezett Arg (HMA) dozisfliggd moédon befolyasolja a sejtosztodast. Trézl és
mtsai (2003) kisérleteiben kis dozisban (1 pg/ml) segitette a sejtosztodast, mig nagy dozisban
(10 és 100 pg/ml) jelentds sejtosztddas gatlast okozott. A 100 pg/ml-es doézis nagymértékii

sejtpusztulast okozott.

Mivel a hidroximetil csoport kis kotéserdsségli, konnyen leszakithaté formaban van kotve, igy
az Arg molekuldk képesek azt szallitani és tovabbitani, vagyis a hidroximetilezett Arg
formaldehid-generator, kdzvetlen formaldehid termeld aktivitasa van. Valgdjaban a kiilonb6z6
biologiai aktivitdsok a formaldehiden keresztiil nyilvanulnak meg (Szende és mtsai, 1998,

2001; Tyihdk €és mtsai, 1998).

A HMA képes kontrollalni az endogén szabad formaldehid szintet. A sejtfehérjék Arg-
oldallancaihoz hidroximetil csoport formajaban kotott formaldehid lassan szabadul fel. Igy
egy kiegyenstlyozott formaldehid szint tarthat6 font, mely nem toxikus. Ha nagy do6zisban
van jelen a formaldehid, a formaldehid-akceptoroknak kimeriil a kapacitasa, igy a maradék
szabad formaldehid mérgezd hatasuva valik (Trézl és mtsai, 2003).

A kiilonb6z0 Arg-formak hatdsat vizsgalva a sejthaldlra és sejtosztodasra, Tyihdk és mtsai
(1977) kimutattdk, hogy a mono- és dimetil Arg gatolja a dohany sejtkultarat. Singh és mtsai
(2000) bizonyitottak, hogy amennyiben a HMA a kotott formaldehidet tumorsejtekhez
széllitja, ezen keresztiil jelentds sejtosztodas gatlast €s apoptdzist okoz. Ennél fogva a human
terapias lehetdségként vetették fel az Arg metil- és hidroxymetil szarmazékainak bevitelét a
tumorsejtek elhaldsa vagy a tumorsejtek osztddasanak megelézése érdekében (Szende és

mtsai, 2001).
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2.4.2.2. A lizin és metilezett szarmazékai

Az €16 szervezetekben az arginin (Arg) és a lizin (Lys) k6zotti antagonista viszony régdta

ismert.

Mig az Arg hidroximetilezddni tud, a Lys-nek az aminocsoportjai metilezédnek. A Lys
formaldehid altali spontdn metilezésébdl keletkez6 N-metilezett lizinek szintén hatassal
vannak a sejtosztddasra. Példaul novénykultirdk TML-nel torténd kezelése ndvelte a
sejtosztodast (Trézl és mtsai, 2003). A DML-r6l kimutattak, hogy jelentésen stimulélja a
dohény szovetkultira novekedését.

A metilezett vegyiiletek farmakoldgiai hatasarol tett megfigyelések is érdekes adalékul
szolgélhatnak e vegyiiletek altaldnos érvényii hatdsainak megismeréséhez.

Szende ¢és mtsai (1970) egerekkel végzett vizsgdlatai alapjan a mono-, di- és trimetil-lizin
tumornovekedést segitének bizonyultak, melyek koziil a TML feltehetden héarom
metilcsoportja miatt volt a leghatékonyabb. Egészséges egerekben a TML kezelés a
sejtosztodast fokozta.

A TML sejtosztodast okoz a nyugalmi allapotban levd, emberi limfocitakban, illetve lerdviditi
a sejtciklust a lassan novekedd tumorsejt populacidban. Nagyon valdszinli, hogy a TML
lebomlasaval szabad metilcsoportok képzddnek, és igy nukleinsavak és fehérjék in vivo
metilezOdhetnek a TML altal.

Osszességében elmondhatd, hogy a pihend sejtek populdcioi, legyenek akar tumor vagy nem
tumor sejtek, a DNS szintézis és sejtosztodds fazisanak iranyaba stimulalhatoak e-N-

metilezett lizinek jelenlétében.

2.4.3. A fehérjék metilezésének biologiai jelentosége

Azonban a folsorolt megfigyelések ellenére, 0sszességében az aminosavak, €s rajtuk keresztiil
A kozvetlen kémiai reakcioknal messzebbre mutatd kovetkeztetések szerint a sejtciklus G2
fazisdban, a sejtosztodasra vald felkésziiléskor, a metilezési aktivitds megkett6zddik, igy a
hisztonok specifikus metilezése lehet az egyik olyan tényezd, mely a mitozist megel6zden a
DNS represszidjat okozza.

A TML sejtosztodasra gyakorolt stimuldlé hatasanak tisztazdsara a TML DNS-hez,
hisztonfehérjékhez és nem-hisztonokhoz vald kotédését vizsgalta tumorsejtekben Jeney ¢€s

mtsai (1980). A tanulméany célja az volt, hogy a TML hatdsanak, illetve miikodésének
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lehetséges helyét kromatinszinten megmutassa, és hogy a kromatinkomponenseket érd
modosulasok és a sejtosztodas stimulalasa kozti Gsszefiiggést kutassa. Valdszintinek tlinik,
hogy a kromatinfehérjék kémiai modositdsanak van kdze a sejtosztddas stimulalasahoz.

A metilezés biokémiailag stabil valtozas. A  fehérjék metilezésének  gyors
visszafordithatésagat még nem dokumentaltdk, vagyis, meglepé6 modon, a demetilezés
folyamatarol keveset tudunk, a beépiilt metilcsoportok visszaalakulasanak kérdése még nem
tisztazott. A metilezés visszaalakuldsara a legegyenesebb ut egy demetildz enzim miitkodése
lenne. Egy ilyen enzim keresése 35 éve folyik, ez ideig sikerteleniil (Kim és mtsai 1964, Paik
¢s Kim 1974, Wagner ¢és Jorns 2000, Khanna és Jorns 2001). Bannister és mtsai 2002-ben
megjelent Osszefoglaldé munkajadban is az 4ll, hogy a jelenlegi dogma szerint a fehérjek
metilezése irreverzibilis. Emellett fenndll az a lehetdség is, hogy metil csoportok aktiv
forgalma létezik ugyan alacsony, de kimutathatd szinten.

Az eddig vizsgalt, feltételezett demetildz enzimek miikddésének azonban k6zds vonasa, hogy
formaldehid termelddésével végzodott, igy ezek a demetilezési folyamatok valdsziniileg
oxidativ mechanizmuson keresztiil jelennek meg.

Tyihak és mtsai (1998) egy zart reakcidlanc lehetdségét vetik fel. E szerint a demetilezéskor
keletkezd foraldehid azonnal reagal valamilyen aminnal in vivo, igy metildonora lehet a

hidroxi-metil-transzferazoknak, vagyis a metilcsoportok egy korforgasban maradnak.

2.4.4. A formaldehid és a metilezés kapcsolata

A metilezés, illetve a metilcsoportok keletkezése tobb szerzd szerint is formaldehiden
keresztiil torténik. Mar régota ismert, hogy a hisztamin-N-metiltranszferdz, masnéven S-
adenozil-L-metionin (SAM), mind amellett, hogy kiilonb6zd kdzponti fontossagl vegyiilet, a
TML, karnitin, kolin bioszintézisében fontos szereppel bir, szamos metilezési reakcidoban
metildonorként is résztvesz. Mikor Huszti és Tyihdk (1986) a SAM metil csoportjat
radioaktiv jelolés segitségével kovették, bizonyitast nyert, hogy a hisztamin N-metil-
hisztaminnd vald enzimatikus atalakuldasa sordn a SAM metilcsoportjabol formaldehid
képzddik, vagyis miel6tt a metilcsoport eljut az adott akceptormolekuldhoz, formaldehid
formajaban talalhatd6 meg. A szerzok e munkijukban els6ként mondjak ki, hogy a
formaldehid képzddése nem mellékreakcid, hanem az enzimatikus transzmetilezés komplex

folyamataban foglalt jelenség.
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2.4.5. Formaldehid a bioldgiai rendszerekben

A formaldehid egy nagyon reakcioképes alifas aldehid, endogén vegylilet, mely minden
biologiai rendszerben jelen van. Féleg a sejten beliil fordul eld, labilis hidroximetil csoportok
formdjaban (Tyihdk és mtsai, 1998). Endogén formaldehidet kimutattak emberi, allati
szervekben ¢s kiilonb6z6 novényekben is.

A kérdés, hogyan keletkezik az endogén formaldehid, és mi a szerepe a bioldgiai
rendszerekben?

Egyik lehetdség, hogy folyamatosan szabadul fel kiilonb6z6 prekurzorok, példaul N-, O- és S-
metil vegyiiletek metilcsoportjaibol oxidativ demetilez6dési reakciokban, illetve metil-
transzferdz enzimek miitkodése soran. Ez esetben specifikus biokémiai Gtvonalon képzddik a
formaldehid, bonyolult enzimrendszer mellett, mely azt helyben, biztonsdgosan kezeli.
Példaul metilcsoportokat 1éptet be a szén korforgasba formaldehiden keresztiil.

Ezzel ellentétben, az exogén prekurzorbdl folszabaduld formaldehid szubsztratspecifikus
enzimek nélkiil, képes egyszerli anyagcsereutakba belépni és igy a sejtkomponensekkel in
situ, véletlenszeri reakciokba lépni. Ha nincs elég akceptor molekula, mint a cisztein, a
glutation vagy aszkorbinsav, ezek a reakciok veszélyesek, sot karcinogének lehetnek (Trézl és
mtsai, 2003). A formaldehid ellendrizetlen termelddése kiilonb6zd betegségek esetében a

patogenezis rizikofaktorat jelentheti (Tyihdk és mtsai, 2001).

Koztudott, hogy a formaldehid vizes oldata koncentraciotol fliggden sejtosztodas gatld, azaz
altalanos antibakterialis és antimikrobialis hatdsu, valamint karcinogén. Szerepe lehet a
betegségellenallosagban is, abbol adédoan, hogy megoli a kérokozokat ill. tumorsejteket, bar
ugyanakkor kiilonb6z0 rendellenességek rizikofaktorai is lehet (Tyihak és mitsai, 1994).
Szende ¢és mtsai (1998) apoptotikus folyamatokban vald lehetséges szerepérdl jelentettek meg
kozleményt. Mivel ezek alapjan gy tiinik, hogy a formaldehidnek alapvetden szerepe lehet a
sejtosztodasban, Tyihak és mtsai (2001) egészséges €s rakos emberi sejtvonalakon vizsgaltak
a formaldehid kiilonb6zé koncentracidinak hatdsat. Megfigyelték, hogy a formaldehid
alacsony dozisban (0,1 mM) serkentette a sejtosztddas aktivitast és gatolta az apoptotikus
hatéast, mig nagy doézisban (1 mM) forditva. 10 mM-os koncentracioban erdsen toxikus volt a

formaldehid.
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2.4.6. Transzmetilezés a biologiai rendszerekben

A formaldehid, mint a legreaktivabb molekuldk egyike, igen sokféle reakcioban résztvehet
(addicoés, kondenzacids, redoxi- és polimerizacids reakcidk) és a legkiilonbozobb endogén
kis- és makromolekulakkal reagalhat.

A kisérleti eredmények azt bizonyitottdk, hogy a metilezési és demetilezési reakciok alkotta
korfolyamat, a transzmetilezés is a formaldehid molekuldn keresztiil megy végbe (Huszti és
Tyihdk, 1986; Tyihdk és mtsai, 1998). A korfolyamathoz, a formaldehid-ciklushoz egyfeldl
metilcsoport leadasara képes vegyiiletek, azaz metildonorok kapcsolédnak, melyekbdl a
demetilezési folyamatokban specialis peroxidazok (Sardi ¢és Stefanovits-Banyai, 20006),
demetilazok és mas oxidazok altal, demetilezett vegyiiletek és HCHO keletkezik (Gullner és
Tyihak, 1987; Kaldsz és mtsai., 1998). A bioldgiai vilagban a legkiilonbdzobb metilezett
vegyiiletek lehetnek potencialis HCHO eléanyagok. A kiilonb6zd anyagcsere-folyamatokban
résztvevO endogén N-, S- és 0- metilezett vegyliletek koziil, kiemelt szereplik van az N-
metilezett vegyiileteknek, koztiik a sejtosztédast fokozo metil-lizineknek és a sejtosztodast
gatlo hidroximetil-arginineknek. Masfeldl, a transzmetilezési folyamatokban formaldehid-
akceptor molekuldk vesznek részt, melyek lehetnek nukleinsavak, fehérjék, peptidek,
aminosavak, biogén aminok, nor-alkaloidok (Tyihak, 1985).

A transzmetilezés, vagyis metilcsoportok eltavolitasa €és beépitése is az ismert biokémiai
szubsztiticiok kozé tartozik. Bar sok esetben a pontos bioldgiai hatdsa még nem ismert, a
transzmetilezés altalanos érvényli eléforduldsa arra enged kovetkeztetni, hogy fontos szerepet
tolt be a fehérjék kozotti, illetve a sejten beliili kdlcsonhatasokban. A térszerkezetet modositd
szubsztitucios reakciok az enzimek aktivitdsanak gyors ¢és megfordithatd szabalyozéasara
teremtenek lehetdséget. Kozos jellemzdjiik a térszerkezet néhany funkcids csoporton
keresztiili valtoztatasa, amely sokkal kisebb energiaigény mellett valosul meg mint az

iddigényes fehérjebioszintézisek (Paik és Kim, 1980).

2.4.7. A transzmetilezés szerepe a novényi stressz reakciokban

Az elérehaladott human ¢és allati vonatkozasu kutatasok mellett novényekkel kapcsolatban
kevesebb publikécio all rendelkezésiinkre.

Tyihdk és mtsai (1978) egészséges ¢s TMV-fertézott dohdny levelébdl mutattdk ki a
formaldehidet. Vékonyréteg kromatografidas méréseik alapjan az egészséges dohéanylevél
szabad formaldehid tartalma 15-20 ng/g szovet volt. A dohanymozaik virussal fertézott,

hiperszenzitiven reagalé N. tabacum cv. Xanthi-nc dohany kivonatdban ehhez képest
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megemelkedett a szabad formaldehid mennyisége. Ezzel szemben, a TMV-vel szemben
fogékony N. tabacum cv. Samsun fajta szisztemikus fertézodése esetén, a fert6zott és az
egészséges, kontrol dohény levelébdl kimutathaté szabad formaldehid szint k6zott nem volt
kiilonbség.

Szarvas és mtsai 1982-ben megjelent munkdja sordn nem pusztdn a kimutatds volt a cél,
hanem hogy kozelebb jussanak a formaldehid szerepének megismeréséhez. Hasonloképpen
beallitott kisérleteik segitségével, részletesebb eredményeket kozolnek. Egészséges és TMV-
fertdzott N. tabacum cv. Xanthi-nc levelében a formaldehid-tartalmat vizsgaltdk a fertézéstol
a lathatd nekrozis kifejlodéséig. A fertdzott €s egészséges szovetek kozt egy nappal a fertdzés
utdn volt a legnagyobb a kiilonbség - mintegy nyolcszoros formaldehid termelést mértek a
fertéz¢és hatdsdra- ami folyamatosan esett vissza a kontroll szintre a lokalléziok kifejlédése,
vagyis a szovetnekrozis alatt. Ezek alapjan a fokozott formaldehidtermelés, mint a
tiinetfejlodés elott illetve alatt bekovetkezd esemény, figyelemre méltd esemény lehet a
novény gyors valaszreakcidja soran, mely a sikeres védekezés feltétele.

Tyihdk és mtsai (1989) babndvényen tanulmanyoztik a formaldehid metabolizmust egy mas
tipust, ezuttal abiotikus stressz, a hdsokk hatasara. A formaldehid mennyisége és a kiilonb6z6
hémérséklettel (20-40°C) valod kezelések kozott egyenes aranyossagot talaltak, és hésokk
(40°C) utan mérték a legmagasabb formaldehidtartalmat. Folvetddik, hogy a megnovekedett
formaldehid mennyiségnek szerepe lehet a hdstressz alatt foler6s6dd metilezési, demetilezési
folyamatokban, kozelebbrél a hdsokk fehérjék metilezésében. A hdsokk fehérjék a hdsokk
valasz alatt szintetizdlodd erdsen konzervalt szerkezetli polipeptidek, melyeknek a
hétolerancidban vald funkcidja azonban még nem tisztazott.

A novények homérsékletfiiggd formaldehid metabolizmusanak vizsgalata soran egyben
bizonyithato volt az is, hogy formaldehid nem csak a hisztamin-N-metiltranszferazbol (SAM)
képzddhet, hanem kiilonb6zé metilezett vegyiiletekbdl is. A metilezett vegyiiletek
mennyiségének csokkenésén keresztil metilcsoportjaik levalasara és  demetilezett
vegyiiletekké vald atalakuldsukra kovetkeztetiink. Mikor a metilezett vegyiiletek koziil mért
trigonellin, kolin és TML mennyisége a hdmérséklet emelkedésével parhuzamosan csokkent,
a formaldehid mennyisége nétt, tehat a leszakadd metilcsoportok valdsziniileg formaldehiddé

alakultak.

Sardi (1994) kisérletei elsésorban annak a kérdésnek a megvalaszolasara iranyultak, hogy a
formaldehid, valamint a formaldehid fontosabb generatorainak tekinthetd bizonyos teljes N-
metilezett vegyiiletek mennyiségi ¢és mindségi viszonyai alkalmasak-e kiilonbdzo

betegségellenallo ¢és fogékony gordgdinnye fajtak jellemzésére, illetve Gsszehasonlitdsara. A
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nagyobb betegség ellenallosaggal 0sszefiiggésben a teljes N-metilezett vegyiiletek nagyobb
mennyiségben valo eldfordulasat tapasztalta, amivel igazolta, hogy a formaldehid, illetve a
metilezett vegyiiletek mennyisége és az adott ndvény rezisztencidja kozott Osszefiiggés van,
tovabba, hogy a formaldehid és eldanyagai meghatarozd szerepet jatszhatnak a stressz-
reakciokban és feltételezhetden a betegségellenallésagban is (Sardi €s Tyihak, 1995).

Késébb babnovények vizsgalataval is igazolta, hogy a formaldehid-ciklusban résztvevo
vegyliletek mennyiségi és mindségi viszonyai nemcsak fajokra, hanem fajtdkra is jellemzd,
gyakorlatban hasznosithaté mutatok lehetnek (Sardi és Velich, 1995a).

Az egyedfejlédés folyamatat kovetve, Sardi (1994) 0sszefiiggést talalt a vizsgalt novényi rész
kora és a formaldehid és egyes metilezett vegyiiletek mennyiségi ¢s mindségi viszonyai
kozott.

Ugyanezeket az eredményeket tdmasztotta ald babnovények fejlddését kovetve, a kiillonbdzo
levélemeletek tanulméanyozasaval Velich és Sardi (1997).

Trézl és mtsai (2003) karalabéban nagy mennyiségben azonositottak hidroxi-metil-arginint és
trimelil-lizint, melyek kotott forméaban formaldehidet tartalmaznak, igy ezek is HCHO-
generatorok. Formaldehidet legnagyobb mennyiségben az érett karalabé gumoban talaltak,
mig a fiatalban ehhez képest sokkal kevesebb volt. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a

formaldehid valoszinlileg a gumo érése soran halmozddik f6l.

Sardi (1994) a Selye-féle stressz-szindroma alapfazisainak tanulmanyozasa céljabol két,
egymastol jelentdsen eltérd rezisztencia-potenciallal rendelkezd gorogdinnyefajtan vizsgalta a
Fusarium oxysporum f. sp. niveum gombafert0zés hatdsat. Fertzés hatdsara a stressz-
szindroma feltételezett alapfazisait jol kovetd, kiilonbozd intenzitasu, de azonos tendenciat
mutatd valtozasokat talalt. Az alarm fazisban a teljes N-metilezett vegyiiletek mennyiségének
csOkkenését és ezzel parhuzamosan a formaldehidszint emelkedését tapasztalta, melynek
feltételezett oka, hogy a demetilezési folyamatok sordn leszakadd metil-csoportokbol
formaldehid molekuldk keletkeznek, melyek részt vehetnek a célzott, a biologiai rendszer
stresszérzékeny pontjait (pl. enzim fehérjék, nukleinsavak) metilezéssel levédd reakcidkban.
A normalizalddasi fazisban, a belsd egyenstly helyredllitdsara valod torekvés soran, a
formaldehid mennyisége csokkent, a metilezett vegyiiletek mennyisége pedig tovabb
emelkedett. A normalizalodéasi fazis utdn, a rezisztencia-potencidl jellemzdinek tekinthetd
vegyliletek mennyisége alapjan a fuzdrium tolerans fajta betegségellenallosaganak
novekedése, mig a fogékony fajtanal a rezisztencia-potencial csokkenése volt megfigyelhetd

(Sérdi és Tyihak, 1998).
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A gorogdinnye és fuzarium gazda-patogén kapcsolatban tapasztalt Osszefliggések a bab-
Pseudomonas kapcsolatban is igazolhatoak voltak (Sardi és Velich, 1995b; 1996).

A transzmetilezés és a ndvényeket ért abiotikus és biotikus stresszek kozti kdlcsonhatast
gorogdinnyén és paprikan Szarka és mtsai (2007) vizsgaltak. Fuzariummal szemben fogékony
¢s ellenallo fajtak gyokerének mechanikai sértése, altalanos érvénytien, fajtatol fiiggetlentil, a
TML ¢és a kolin mennyiségének azonnali, gyors csokkenését okozta, mig ezzel egyiddben a
formaldehid mennyiségének erds ndvekedése volt tapasztalhatd. A mechanikai sériilés és
fuzarium fertéz¢és okozta kombinalt stresszhatésra a fogékony fajtan a fert6zés kovetkeztében
a TML és a kolin mennyisége tovabb csokkent a formaldehid koncentracid fokozott
novekedése mellett. A fuzarium-rezisztens gorogdinnye fajta csak a TML kismértéka
csOkkenésével és a formaldehid ennek megfeleld valtozassal reagédlt a fuzdrium okozta
stresszre.

A gds gént tartalmaz6 paprikavonalban, a magas szintii altalanos védekezési rendszer élettani
funkci6jabol kovetkezden, a fertdzés okozta stresszre rendkiviil nagy reakcidsebességgel
indult meg a kolin demetilezddése és ezzel parhuzamosan a formaldehid szint emelkedése. A
formaldehid mennyisége a fert6zést kovetd elsd ora végén érte el a maximum értéket, majd
hirtelen csokkenni kezdett. Ezzel a védekezési reakcio lezajlott, a formaldehid mennyisége

crcr

lasstu novekedése.
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2.5. A novények altalanos védekezési rendszere

2.5.1. Az altalanos védekezési rendszer jellemzése

2.5.1.1. Tiinettan

Szarka ¢és Csilléry (1995), a paprika (Capsicum annuum L.) Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria baktérium elleni rezisztencianemesitéi munkdja sordn, olyan ndvényi reakciot
figyelt meg, mely a specifikus rezisztenciagénekre jellemzo gyors sejt- €s szovetpusztulassal
ellentétes modon, a fert6zott szovetek megtartasa mellett, hatékonyan akadalyozza meg a
koérokozo terjedését. Az altaluk leirt tlinettipus esetében a fertdézott szovetrész csak enyhén
klorotizaloédik, alapvetden z0ld marad €és nem szdrad ki, hanem sejtnagyobbodas ¢s

sejtosztodas kovetkeztében megvastagodik (1. abra).

SR

1. abra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal végzett inokuldlds hatasara

bekdvetkezett szovetvastagodas paprika levélen
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A scanning elektronmikroszkopos vizsgalatok soran lathatova valt, hogy a sejtnagyobbodas ¢s
sejtosztodas kovetkeztében a sejtk6zotti jaratok megsziinnek és a korokozoval érintkezd

szovetrész két- haromszorosara vastagodik (Csilléry és mtsai 2004) (2. abra).

2. dbra A gds gént tartalmazd paprikavonal kontrollként szolgald, nem fert6zott (a) és
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal fertdzott, sejtnagyobbodast,
sejtosztodast mutato (b) levelének keresztmetszeti képe

(Fotd: Nagy Barbara)

Ez a novényi védekezési forma a genetikai vizsgdlatok alapjan monogénes, recessziv
tulajdonsagnak bizonyult (Szarka és Csilléry, 1995). A gént gds-nek nevezték el a general

defense system, azaz dltalanos védekezéesi rendszer kifejezés roviditéseként.
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2.5.1.2. Az altalanos védekezési reakcié jelentésége és hatastartomanya a novény-

mikroba kapcsolatokban

Az elnevezés azért indokolt, mert a gds gén nem korokozdspecifikus. A gds gént tartalmazéd
novényekben a sejtnagyobbodassal, sejtosztddassal jaré védekezési reakcid a paprika tobb
korokozdjaval szemben is ugyanazon fenotipusos elvaltozdsokat mutatva nyilvanult meg (3.

abra).

3. abra Magas szintli altalanos védekezd képességet biztositd gds gént tartalmazo paprika
vonalak reakcioi Leveillula taurica (a), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
Xanthomonas campestris pv. phaseoli, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ¢és
Pseudomonas syringae pv. fluorescens (b) baktériumokkal szemben, valamint a gds gén
mellett dohdny mozaik virussal (TMV) szembeni rezisztenciat biztositdo L3 gént (c) is
tartalmazo, illetve csak L3 gént (d) tartalmazo paprika vonalak reakcidéi a TMV Ob torzsével
végzett carborundumos fertéz¢és hatasara

(Szarka és mtsai, 2006)
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A paprikaval kompatibilis kapcsolatban levé Leveillula taurica és X. c. pv. vesicatoria,
valamint az inkompatibilis kapcsolatban levé X. c. pv. phaseoli, P. s. pv. phaseolicola és P. s.
pv. fluorescens is a gds génre jellemzd szoveti elvaltozdsokat, azaz szdvettomorodést
valtottak ki.

A dohany mozaik virussal szembeni ellenallésagot biztositd L3 rezisztenciagén jellemzd
kortiinetei sem tudtak kifejlodni a gds gén jelenléte mellett, a lombleveleken végzett
inokulélast kdvetden. A specifikus rezisztenciagénre jellemzd, 3-4 mm atmérdjii, barnasvoros
1éziok helyett csak az inokulacidhoz hasznalt karborundum szemcsék okozta, tliszarasnyi,
beszaradt pontok mutatjdk a gds génnek tulajdonithaté hatékony védekezés jeleit.
Elektronmikroszkopos vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy a karborundum szemcsék
okozta sériilések koriil a sejtek megnagyobbodtak, osztodasnak indultak. Feltételezhetd, hogy
a mechanikai sériilésre adott reakcié mellékhatasaként lokalizalodott a virus. Igy a
mechanikai sériilésekre adott reakcid az abiotikus stresszek teriiletére is kiterjeszti a gds gén

hatdstartomanyat (Szarka ¢és mtsai 2006).

Az eddig felsoroltak alapjan lathatd, hogy a paprika esetében a gds gén altal biztositott,
szovetmegtartason alapulé ellendllosdg gomba, baktérium és virus eredeti korokozok ellen,

tehat korokozofajok széles spektruma ellen hatésos.

2.5.2. Az altalanos és a specifikus védekezési reakcié viszonya

A paprika X. c¢. pv. vesicatoria elleni rezisztencia nemesitésnek ma vilagszerte a Bs-2
specifikus rezisztencia gén az alapja. A Bs-2 gén altal kialakitott tiinet esetén a fert6zott
szovetrész hiperszenzitiv pusztulds kovetkeztében gyorsan kiszarad, amit jellegzetes lilas
elszinez0dés kisér. A rezisztencianemesités eddigi gyakorlata soran, a provokativ fert6zést
koveto szelekcio a gyors szovetpusztulads alapjan torténik.

Szarka és Csilléry (2001b) megfigyelték, hogy kiilonb6z6 genetikai hattérben més-mas a Bs-2
gén fenotipusos megnyilvanulésa (4. dbra). X. c. pv. vesicatoria baktériummal val6 injektalast
kovetéen, a kiilonbozd paprikavonalak tiinettipusai esetében a fert6zott szovetek lilas
elszinezOdése egyontetiien megjelenik, mivel a lilas elszinezOdésben megnyilvanulod
biokémiai reakcio a Bs-2 gén sajatja. Ugyanakkor, egy masik tulajdonsag, a szovetmegtartd
képesség tekintetében az egyes ndvényvonalak nagy valtozatossdgot mutattak, a hirtelen
torténd szovetkiszaradastol a szovetek erdteljes megvastagodasaig. E két tulajdonsag, a Bs-2
génre jellemzo lilds szin erdssége és a szovetpusztuldsban avagy szovetvastagodasban

megnyilvanuld novényi tulajdonsdg szoros Osszefiiggést, forditott aranyossagot mutatott.
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Minél erdteljesebb volt a bordd elszinezddés, anndl nagyobb mértékii volt a szovetnekrozis,
illetve a lilas szin halvanyulasdval aranyban egyre intenzivebben jelentkezett a levélszdvet
vastagodasa. A Bs-2 génre jellemzd fenotipus megnyilvanuldsanak mértékét tehat az adott
paprikavonal szovetmegtartd képessége, azaz Aaltalanos védekezdképességének szintje

hatarozta meg.

4. abra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal szembeni ellenallosagot

biztositd Bs-2 gén kortiinetei eltérd genetikai hattérrel rendelkezd paprika vonalakban

A levélszovet megvastagodasa, mint eddig ismeretlen tulajdonsag és a Bs-2 gén kozti
viszonyt Szarka ¢s Csilléry (2001a) tovabb tanulmanyoztak. Kisérletiik soran két olyan, Bs-2
gént tartalmaz6 paprikavonalat alkalmaztak, melyek koziil az egyik a lila elszinez6dés mellett
szovetpusztuldssal, a masik szovetvastagodassal reagalt a X. c. pv. vesicatoria baktériummal
végzett inokuldlasra. A X. c. pv. vesicatoria baktériumon kiviil mas baktériumfajokkal is
inokulaltak a novényeket. Ezek kozt volt két bab korokozo, a P. s. pv. phaseolicola és a X. c.
pv. phaseoli, és egy szaprofita baktérium, a P. s. pv. fluorescens. A X. c. pv. vesicatoria
baktériummal végzett inokulalas az ismert elvaltozasokat, vagyis erds bordo szinezddést és
szovetpusztulast illetve enyhe elszinezddés mellett szovetvastagodast eredményezett. A P. s.
pv. phaseolicola baktérium az egyik paprikavonalon gyors szovetelhalast idézett el6. Mig a
masikon nem gyors szovetpusztulas, hanem szovetvastagodas volt tapasztalhatd. A X. c. pv.
phaseoli illetve P. s. pv. fluorescens baktérium, mindkét vonalon elszinezddés nélkiili

szovetvastagodast valtott ki.
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A kisérletek alapjan a szerzok a kovetkezé megallapitasokat tették.

1.) Lilas elszinezddés csak a X. c. pv. vesicatoria baktériummal végzett inokulalds hatasara
jelenik meg, ami jelzi, hogy a Bs-2 specifikus rezisztenciagén csak ezzel a koérokozd fajjal
szemben ad valaszt. A bordo szint szovetpusztulas ill. szovetvastagodas kisérte.

2.) Az exotoxint termeld P. s. pv. phaseolicola baktériummal valéd fertézéskor elszinezddést
nem tapasztaltak, de a szOvetpusztulds illetve szovetvastagodds ezzel a baktériummal
szemben is megnyilvanult.

3.) Az exotoxint nem termelé X. c. pv. phaseoli illetve a szaprofita P. s. pv. fluorescens

baktériumot mindkét ndvény vonal elszinezddés nékiili szovetvastagodassal lokalizalta.

Ezek alapjan azt bizonyitottdk, hogy az inokuldlads hatdsdra bekdvetkezd szdvetpusztulas
illetve szovetvastagodas, a specifikus rezisztenciagén miikodésétdl fiiggetleniil is megjelend
tulajdonsagnak két sz¢élsdséges formaja. Ezt a ndvényi tulajdonsagot nevezték el altalanos
védekezési reakcionak (General Defense Reaction, GDR) (Szarka és Csilléry, 1995).

Paprika esetében a recessziv gds gén a GDR-nek nevezett tulajdonsadgrendszer meghatarozo
eleme.

A szOvetmegtartast, szovettomorodést eredményez6 ndvényi életfolyamat azonban
feltehetéen minden novényfaj alapvetd jellemzdje. Tobb novényfajban is megtalaltak azt a
sejt- és szovetmegtartassal jard reakcidt, amely az adott ndvényfaj szdmdra specifikus
rezisztenciagének nélkiil is védelmet nyujt az egyes kérokozokkal szemben, szovetpusztulas
nélkiil. A bab P. s. pv. phaseolicola és X. c. pv. phaseoli (Szarka ¢és Csilléry, 2001b), az
uborka Pseudoperonospora cubensis (Szarka és Csilléry, 2001a) és a paprika TMV illetve X.
c. pv. vesicatoria (Szarka és mtsai, 2007) korokozokkal szembeni sejtpusztulas nélkiili

ellenallosagat allapitottdk meg ez ideig.

Tehat az altalanos védekezési reakcid elnevezés egyrészt azért érvényes, mert egy
novényfajnak altaldnos védelmet nyujt tobb kompatibilis és inkompatibilis korokozdval

szemben, masrészt mert a novényvildgban valosziniileg altalanosan elterjedt tulajdonsag.

2.5.2.1. Az altalanos és a specifikus védekezési reakcié sebessége

Szarka és Csilléry (2001a) a Bs-2 és a gds gén altal kodolt specifikus illetve altalanos

r ;e LY 1.0 17 1 . ror r1: 11~ . . 8
védekezési reakcid miikddésének Osszehasonlitisa céljabol X. c¢. pv. vesicatoria 10

cyey

melyek koziil az egyik a Bs-2 gént, masik a gds gént tartalmazta homozigota allapotban.
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A Bs-2 rezisztencia gént tartalmazo6 vonal injektalt szovetrészén 48 oran beliil megjelent a gén
miukddésére utalo jellegzetes lilas elszinezodés.

A gds gén éltal kodolt rezisztencia valaszra utald tiinet, a vildgoszold elszinezddést okozd
enyhe klorozis és a szovettomorddés, 8-10 nap mulva jelent meg, és a fertdézott szovet
hénapok multan sem szaradt ki. Az a tény, hogy a tiinet csak 8-10 nap mulva valt lathatova,
nem azt jelenti, hogy a védekezési reakcié lasst. Epp ellenkezéleg, arra enged kovetkeztetni,
hogy a gds gén altal szabalyozott folyamat nagyon gyors. Olyan gyosran és hatékonyan tudta
megakadalyozni a korokozd szaporoddsat, hogy a reakcid csak kismértékii szoveti
elvaltozasokat okozott, melyek a levéllemez novekedésésével valtak lathatova.

Ezek alapjan kimondhatdo, hogy a gds gén altal iranyitott védekezési folyamat

reakcidsebessége sokkal nagyobb, mint a Bs-2 gén altal kodolt specifikus védekezési reakciog.

2.5.2.2. Az altalanos és a specifikus védekezési reakcio ingerkiiszobe

Az altalanos és a specifikus védekezés eltérd reakciosebességének ismeretében Szarka és
mtsai (2006) a két reakcid beinduldsdhoz sziikséges ingerkiiszob megéllapitdsara X. c. pv.
végeztek teszteléseket. A higitasi sorral fogékony, Bs-2, valamint gds gént tartalmazo, kozel
1zogén paprika vonalakat teszteltek (5. abra).

nem lathatd reakcid zajlott le, vagy az injektéalt levélfoltok (a) enyhén klorotizalodtak,
esetenként kidomborodtak. Ez azt bizonyitja, hogy egy fogékony ndvénynek is van bizonyos
szintli altalanos védekezd képessége. Jelen kisérletben hasznalt novény esetében az altalanos

crer

védekezéképesség 107 sejt/ml koncentracidjii baktérium kivédéséhez volt elég. A 10°

crer

cre

crer

rezisztenciagént tartalmazo novények levelén a specifikus rezisztencia tiineteket, bordos- lilas
elszinezddési foltokat (c) idézett eld.

A vizsgalatokban kozel izogén paprika vonalak szerepeltek, ezért levonhatdo az a
kévetkeztetés, hogy a specifikus rezisztenciagén ugyanabban a stressz tartomanyban (10°
baktériumsejt/ml koncentracional) kezdi meg milkodését, amelyikben az adott novény

cre

altalanos védekezési rendszere mar hatastalan a korokozo adott koncentracioju
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szuszpenzidjaval szemben. Vagyis a specifikus védekezési reakcid ugyanabban a stressz
savban mikodik, amelyikben a fogékonysag allapota kialakul.
Az altalanos védekezési reakcid komplett miikodését biztositd gds gént tartalmazd paprika

vonal, pusztulds helyett sejtnagyobbodason illetve sejtosztodason alapuld szovettomorddéssel

crer

Bs-2 gads

5. abra Paprika levelében a fogékonysag (S) allapotanak, a specifikus rezisztenciagén (Bs-2)
¢s az altalanos védekezési reakcido (gds) milkddési tartomanyanak meghatarozésa
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktérium 10°, 107 és 10® sejt/ml koncentracioji
szuszpenziodjaval eldidézett stressz szintek alapjan.

a — inkomplett altalanos védekezési reakcio, b — fogékony kortiinet, ¢ — specifikus védekezési

reakcid, d — altalanos védekezési reakcio

(Szarka és mtsai, 2006)
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Az ingerkiiszObre vonatkozéan megallapithatd, hogy az altalanos védekezési reakcio a
legkisebb mértékii biotikus stresszre is beindul, akar egy mikroba sejtre is érzékenyen reagal.
Hatéstalansaga esetén bekdvetkezik a novény megbetegedése. A betegséget, vagyis a
koérokozd okozta specidlis stresszt, csak egy specialis védekezési reakcidval képes kivédeni a
ndvény, amelyhez egy specifikus rezisztenciagénre van sziiksége. A rezisztenciagén altal
meghatarozott védekezési folyamat csak a korokozod elszaporoddsat kovetéen, a
megbetegedés okozta stressz-szinten 1ép mitkddésbe. Az altalanos védekezési reakciora
jellemzd alacsony és a specifikus védekezési reakciora jellemzd magas ingerkiiszob
egyértelmiien bizonyitja, hogy a két reakcid6 mas hatastartomanyban nyujt védelmet, ezért
nem egymassal parhuzamosan, hanem sokkal gazdasdgosabban, egymasra épiilve alkotja a

novények betegségellenallosaganak egységes egészét.

2.5.2.3. A gds és a Bs-2 gén kolcsonhatasa

A gds és a Bs-2 gén kolcsonhatasanak vizsgalata egy gds gént, és egy Bs-2 gént homozigdta
allapotban tartalmaz6 paprikavonal keresztezésével eldallitott F1 nemzedék egyedein tortént
(Csilléry és mtsai 2004; 2007). A magas szintli altalanos védekezési reakciot kodold gds gén
¢s a specifikus védekezési reakcidt kodold Bs-2 gén egy ndvénybe torténd beépitésével, a
korokozot eltéro stratégia alapjan gatlo gének kolcsonhatasadnak vizsgélatara nyilt lehetdség.
A dominans Bs-2 gént és a recessziv gds gént heterozigodta allapotban tartalmazo F1 hibridek
tiinettipust mutattak ami a Bs-2 gén dominancidjanak megfelelden varhatd volt. A Bs-2 génre
jellemzd  sotétlilan  elszinez6dd  szOvetkiszaradas helyett az  inokuldlt szovetek
megvastagodtak, z6ldek maradtak és csak enyhe lilas, foleg érmenti elszinezOdést mutattak.
Ez azt jelenti, hogy a recessziv gds gén ugyan heterozigédta allapotban van jelen, mégis
megjelenik az altala kodolt szovetvastagodas, sot elnyomja a dominans Bs-2 génre jellemzd
fenotipust. Ez a ndvénynemesitésben igen szokatlan megfigyelés, hogy egy dominans,
specifikus rezisztenciagénnel szemben, a recessziv gds gén hatasa ilyen modon érvényre jut,
az altalanos védekezési rendszer alapvetd szerepét bizonyitja.

Tiinettani és korélettani ismereteink alapjan ez a jelenség azzal magyarazhato, hogy a gds gén
altal koédolt reakcio ingerkiiszobe sokkal alacsonyabb, mint a specifikus védekezési reakcidé.
A két gén egyiittes jelenléte esetén, a Bs-2 génre jellemzd klasszikus tiinettipustdl eltérd,
csupan halvany lila elszinez0dés feltételezhetéen arra utal, hogy a Bs-2 gén szerepe
visszaszorul a korokozo lokalizalasaban, hiszen a fertézésre hamarabb miikodésbe 1épo,

valamint gyorsabb folyamatokat szabalyz6 gds gén (recessziv allapota ellenére) is hozzajarul
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a védekezéshez, illetve részben sziikségtelenné teszi a Bs-2 génhez kothetdé biokémiai

folyamatok teljes kifejlodését.

2.5.3. Az altalanos védekezési rendszerre alapuld rezisztencianemesités evolicios alapjai

Az altalanos védekezési rendszer, a novényeknek a kornyezetiikben €16 mikrobak kivédésére
kialakult olyan Osszetett, Osi rendszere, mely alapszintli reakciot tesz lehetévé a nem
specifikus és specifikus ingerekkel, valamint biotikus €s abiotikus hatdsokkal szemben is
(Szarka és mtsai, 2006).

Ez az altalanos védekezési reakcid nem korokozospecifikus, alacsony ingerkiiszobénél és
nagy reakcidsebességénél fogva minden, a ndvényt ért tdmadasra azonnal reagal, amely
lehetdvé teszi a megtamadott sejtek, szovetek életben tartasat. A reakcid sordn
sejtnagyobbodas és sejtosztodas kovetkeztében kialakuld szovettomorodés kovetkezik be.
Ezeknél a tulajdonsdgoknal fogva, az altalanos védekezési rendszer a ndvényi immunrendszer
szerepét tolti be (Csilléry és mtsai 2004).

Egy specifikus rezisztenciagén altal irdnyitott védekezési reakcid csak gazda-patogén
kapcsolatokban nyujt védelmet, tehat az adott gazdandvényre specializalédott mikroba, vagyis
a korokozo6 gatlasara iranyul. Azon a ponton 1€p miikodésbe, amikor a kérokozo altal okozott
stressz az altalanos védekezési rendszer hatastartomanyat meghaladja. A specifikus
rezisztenciagének altal szabdlyozott folyamat sordn jellemzden szovetpusztulds, vagyis

hiperszenzitiv nekrozis fejlédik ki.

A természetben az 4ltalanos védekezési rendszer altal szabdlyozott sejttomorodéses,
sejtmegtartdst eredményezd novényi reakciok igen gyakoriak, mig a sejtpusztulasos reakciok
ritkan fordulnak el (Szarka és mtsai 2002).

Ha az altalanos védekezési reakcido, mint elsddleges védekezési front, a ndvénnyel
kontaktusba keriil6 szdmtalan mikroba faj valamelyikével szemben hatéstalan, az ellenallas
nélkiil szaporodvan, képes lesz megbetegiteni a ndvényt, vagyis korokozova valik. Igy alakul
ki a fogékonysag allapota, mint evoltcios allomas.

Az evolucid soran a megbetegitett, fogékony gazdanovényben a korokozo okozta specifikus
stresszel szemben egy specifikus védekezési reakcio fejlodott ki. Ezt a reakciot specifikus
rezisztenciagén, vagy gének kodoljadk. Az evoluciosan fiatalabb specifikus védekezési reakciod
sejtpusztulast eredményez, melyet a novény a legvégsd esetben, csak a koérokozdva

specializalédott mikrobakkal szemben alkalmaz.
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A két védekezési forma koziil, az altalanos védekezési reakcid evolicids Osiségét bizonyitja
az is, hogy a paprikdban azonositott, altalanos védekezési reakciot szabalyozd gds gén

recessziv tulajdonsag. Ezzel szemben, a specifikus rezisztenciagének domindns 6roklédésiiek.

A gazda-patogén kapcsolat evolucios fejlodésének folyamata napjainkban is lejatszodik,
minden megbetegités soran (Szarka és mtsai 2002). A ndvényben barmilyen biotikus hatasra,
koztiik a sajat korokozoval vald kontaktus okozta stresszre is, milkkddésbe 1ép az altalanos
védekezési reakcid. Amennyiben a sajat korokozoval szemben az ltalanos védekezési reakcio
szintje nem hatasos, a korokozo szaporodasnak indul a szovetekben. Ha a novény specifikus
rezisztencia gént tartalmaz, a fogékonysag mint €lettani allapot, vagyis a korokozo megfeleld
mértékll szaporodasa, akkor is nélkiilozhetetlen feltétele a specifikus védekezési reakcid

crer

magas ingerkiiszobot.

2.5.3.1. Az altalanos védekezési rendszer restauralasara iranyulé nemesitési stratégia

Szarka ¢és Csilléry, a szOvetmegtartassal jar6  altalanos ndvényi  reakcio
rezisztencianemesitésben vald haszndlhatosadgat és fontossagat folismerve, munkdjuk soran
tudatosan szelektaltak erre a tulajdonsdgra. Ez az 1) szemléleti megkozelités azt
eredményezte, hogy a nemesitési vonalak szovetmegtartd képessége, azaz 4altalanos
védekezdképessége javult. Ezzel a nemesitési stratégiaval sikeriilt a ndvényvonalak altalanos
védekezbképességének visszaallitasa.

Ugyanis, a specifikus rezisztencia gének felhasznalasaval folyd nemesités korabbi gyakorlata
soran, a gyors szOvetelhaldst mutatd tiinetek alapjan végzett korai szelekcid, az altalanos
védekezési rendszer gyengitését, lerombolasat idézte eld (Szarka és Csilléry, 2001a és 2001b).
Véleményiik szerint, ezért a nemesités soran elengedhetetlen a novények altalanos védekezési
rendszerének restaurdlasa €s csak ezt kdvetden épithetok be a specifikus rezisztenciagének.
Az egyes specifikus korokozokkal szemben ellenallosagot biztositd rezisztenciagének, mint a
novények védekezési rendszerének hibajavitd egységei, csak a magas szintli altalanos
védekezési rendszer biztositotta hattérben milkodnek kielégitéen. Igy biztositanak jo
hatdsfoka ¢és 1ddtalléo védelmet a koérokozokkal szemben 1ugy, hogy mindemellett a

novényfajta megdrzi eldnyos kulturtulajdonségait is.
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2.5.3.2. Az altalanos védekezési rendszer jelentosége az alapkutatasban

Az altaldnos védekezési rendszer felismerése, amellett hogy a rezisztencia nemesitésben
alapvetd szemléletvaltas sziikségességére hivta fel a figyelmet, nagyban hozzéjarult a
novényeknek a mikrobakkal, illetve korokozoikkal kialakitott kapcsolatainak Osszetettebb
megismeréséhez (Szarka ¢és mtsai 2006). A ndévényi védekezés sejtnagyobboddassal,
sejtosztodassal kisért és szovettdomorodést, sejtmegtartdst eredményezd formaja eddig
ismeretlen volt, mely most 0j perspektivat nyit a kutatasban.

A gds gént tartalmazo, illetve a magas szinten restauralt altalanos védekezési rendszerrel bird
novények kitind objektumként szolgdlnak a ndvényi védekezés 0j nézdpontbdl torténd
vizsgalatahoz. A hiperszenzitiv szovetpusztuldson alapuld védekezésrdl rendelkezésre allo
ismeretanyag mellett, a gds gén altal kodolt reakcid korélettani, biokémiai tanulményozasa

soran alapvetden 1j ismeretekhez juthatunk.

2.5.4. Az altalanos védekezési rendszer elméleti és gyakorlati vonatkozasai

1) A paprikdban felismert gds gén altal kodolt altaldnos védekezési reakciot kisérd
morfologiai elvaltozasok, a sejtnagyobbodason, sejtosztédason alapulé szovettomorodés,

eddig ismeretlen megnyilvanulasi formai a novényi védekezésnek.

2) Az egyediilall6 tiineti megnyilvanulas mellett a gds gén azért is példa nélkiili, mert az altala
biztositott védelem nemcsak hogy nem rassz-specifikus, de nem is korokozdspecifikus.
Hatésos a paprikéval kompatibilis €s inkompatibilis korokozokkal szemben is, tehat a gazda
rezisztencia és a nem-gazda rezisztencia kialakitdsdban egyarant részt vesz.

A magas szintl altaldnos védekezési reakcioval rendelkezd novények az abiotikus stresszeket
is jobban tiirik.

Ezek alapjan, a gds gén nyujtotta védelem kiemelkedéen széles spektrumi.

E tulajdonsagrendszer jelentségét fokozza, hogy valdszinilileg minden ndvényfaj sajatja, igy
az erre vald szelekcioval kiemelhetdk olyan tipusok, egyedek, melyek a rezisztencia

nemesités alapjat képezhetik.

3) Az éltaldnos védekezési rendszer nyujtotta rezisztencia nem tartozik az indukalt
rezisztenciaformak kozé. Csak annyiban érdemes Osszehasonlitdst tenni, hogy tobbnyire az

indukalt rezisztencidk jellemzdje a széles spektrumu védelem. Viszont hatranyuk, hogy
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kifejlédésiikhoz id6 kell, és hatasuk is csak egy adott idGtartamra korlatozodik. Mivel a
szovetmegtartasban megnyilvanulé altaldnos védekezoképesség genetikailag meghatarozott
tulajdonsag, a szelekcidval megfeleléen magas szintre emelt 4ltalanos védekezési reakcid a

fertdzéskor gyorsan kifejlédik, azonnal és véglegesen hat — eldzetes stimulacié nélkiil.

4) Mivel az altalanos védekezési rendszer egy novényi ¢€letjelenség, miikodését a kornyezet
csak annyira befolydsolja, amennyire a novény mas alapvetd életjelenségeit is, szemben a

specifikus rezisztenciagének hdmérsékletfiiggésével.

5) Ma mar tobb, klasszikus nemesitéssel eldallitott rezisztens paprika fajtajelolt van,
melyeknek X. c. pv. vesicatoria baktériummal szembeni ellendllosdgat a gds gént biztositja. A
termesztési tapasztalatok azt mutatjak, hogy az altalanos védekezési rendszernek kdszonhetd
rezisztenciahoz gazdasagilag hatranyos tulajdonsagok szorosan nem kapcsolddnak.

A fliszer ¢és étkezési paprika nemesitésben elért eredmények azt mutatjak, hogy az altalanos
védekezési rendszerre valé szelekcioval hatékony, széles spektrumi rezisztencia allithaté
el6 bonyolult és koltséges biotechnologiai eljarasok nélkiil.

Azok a probalkozéasok, melyek a modern technoldgia, a génsebészet eszkozeivel a széles
spektrumu rezisztencia 0sszetett rendszerét alkotd egyes gének atvitelét céloztak vad fajbol,

vagy egy gazdasagi ndvénybdl a masikba, eddig valtozo sikerrel végzddtek (Heath, 2000).

6) Tudomasunk szerint csak az Rx és a dndl gének azok, melyek szovetpusztulas nélkiili
rezisztenciat okoznak.

- Burgonyaban az Rx gén a PVX virus barmely izolatuma ellen extrém rezisztenciat biztosit,
mely olyan gyors és hatékony, hogy a pusztulas minimalis: csak az az elsddlegesen fertdzott
novényi sejt hal el, melybe a virusrészecske bejutott.

A rezisztencia széles spektruma a PVX virus rasszaira terjed ki.

-A kémiai mutagenezissel eldallitott dndl Arabidopsis mutans avirulens Pseudomonas
syringae korokozokkal szemben bir HR nélkiili rezisztenciaval. A mutdcid okozta
folyamatosan megnyilvanulé szisztemikus rezisztencia miatt bizonyos virus, gomba ¢&s
baktérium eredetli korokozok gyengébben szaporodnak benne, mint a vad tipusu Arabidopsis
novényekben.

A dndl muticidoval azonban hatranyos tulajdonsdgok is pérosulnak, gy mint a

torpendvekedés és spontan 1€zidk megjelenése.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A felhasznalt novényanyag

A munkacsoport tobb mint tiz éve kezdett rezisztencia nemesitéi munkdja sordn
alapanyagként a C. annuum PI1 163192 vonalat, amely a gds gén forrasa, illetve a Bs-2 gént
tartalmazd6 ECW-20 vonalat hasznalta fel. A két vonalbdl tobbszoros visszakeresztezéssel,
elsdsorban a magyar szabadfoldi termesztési igényeknek megfeleld fenotipusi rezisztens
vonalakat allitottak el6. Az utolsé visszakeresztezéseket kovetden, a megfeleld fenotipust
vonalakbol a g6dolléi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kozpontban Mityko Judit (Mitykd ¢€s
mtsai 1995) kozel izogén rezisztens és fogékony dihaploid (DH) vonalakat allitott eld. A
rezisztencia nemesitdi munka sordn genetikai és kortani szempontbdl is sziikségessé valt,
hogy dihaploid modszerrel eldallitott vonalakkal folyjon a munka. A gds gén altal kodolt
jelenség pontos megismerése, jellemzése érdekében és a genetikai analizisek soran is csak
dihaploid vonalak felhaszndldsaval lehet biztositani ezeknek a vizsgalatoknak a
megbizhatdsagat és reprodukalhatosagat.

A részletes genetikai €s élettani vizsgalatokhoz a X. c. pv. vesicatoria baktériummal szemben
fogékony (DH-99-71), gds gént tartalmazo (DH-99-269), valamint Bs-2 rezisztencia gént
tartalmazé (DH-99-487), genetikailag teljesen kiegyenlitett DH vonalakat hasznaltuk. A
specifikus rezisztencia gének eltérd genetikai hattér okozta kiilonb6zo kortiineteinek
bemutatasdhoz kisérletiinkben alkalmaztuk még a DH-99-501-es, Bs-2 gént tartalmaz6 DH
paprikavonalat is.

A vizsgélati célra nevelt novényeket 8 literes konténerekben, klimatizalt iiveghdzban

neveltiik. Az iiveghaz éjjeli hOmérséklete 22-24 °C, nappali hdmérséklete 28-30 °C volt.

A fertdzés soran a paratartalomra kiilnosebben nem kellett figyelniink, mert az inokulumot
injekcids fecskenddvel juttattuk a sejtkozotti jaratokba. A fertdzést kdvetden az alacsonyabb,
70-75%-0s paratartalom volt a kivanatos annak érdekében, hogy a sejtkozotti jaratokba

fecskendezett folyadék minnél hamarabb felszivodjon.

3.2. Az inokulalashoz alkalmazott baktériumok

Az inokulalashoz a X. c. pv. vesicatoria, X. c. pv. phaseoli és P. s. pv. phaseolicola
baktériumfajok magyarorszagi gyujtésbol szarmazo6, kozepes agresszivitasi izoladtumait

hasznaltuk.
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Az alkalmazott, 7-es pH-ju taptalaj Osszetétele :

10g ¢lesztékivonat

20¢g gliikk6z

20g kalcium-karbonat
2g kalium-dihidrogén-foszfat
2g dikalium-hidrogén-foszfat

20g agar-agar

1000 ml desztillalt viz

A baktérium 48 orés tenyészetébol készitettiik a 10® sejt/ml koncentracioju inokulumot.

3.3. Az inokulacio eszkoze és az inokulalas modszere

Az er6s vegetativ novekedési szakaszban 1évé ndvények nyolcadik-kilencedik, 80%-o0s
fejlettségli, de még novekedésben 1évd levelét inokuldltuk. A vizsgalatok céljanak
megfelelden két fertézési modszert hasznaltunk. Az elsé esetben a foértdl jobbra és balra,
egy-egy 1,5-2 cm atmérdju infiltralt folt kialakitasahoz sziikséges mennyiséget injektaltunk a
baktériumszuszpenziobol a levelek sejtkozotti jarataiba. Ezt kovetden, a mintavételi
idépontokban dugéfuroval oly moédon vagtuk ki a levélkorongokat, hogy csak az infiltralt
foltbol szarmazzanak a minték. Ezzel parhuzamosan minden idépontban, ugyan azon levélbdl,
a fert6zott folt melldl is vagtunk ki levélkorongokat. Ezzel a levélen beliili anyagaramlés volt
tanulmanyozhatd, vagyis hogy milyen atcsoportosuldsok mutathatok ki a fert6zott folt
iranyaba a szomszédos, baktériummal nem érintkezd szovetrészekbdl. A masik esetben a
teljes levéllemezt infiltraltuk baktérium szuszpenzioval és a teljes levél homogenizatumabol
készitettiik a mintat. Igy a levélen beliili transzport kizarasaval, tisztan a fert6zott levél helyi

valaszat tudtuk vizsgalni.

Az inokulalasi moéd okozta abiotikus stresszek kivédése végett, a baktérium szuszpenzidt a
fonak fel6l, a sztomakon keresztiil préseltiik a sejtkozotti jaratokba olyan injekcios
fecskenddvel, melynek végére tii helyett atfurt radirgumit erdsitettiink a megfeleld tomités
érdekében ¢és a levél sértésének elkeriilése végett (6. abra). Az inokulédlast és a mintavételt

aktiv asszimilacios folyamat mellett végeztiik.
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6. abra Paprikalevél baktérium szuszpenzidval vald sériilésmentes fert6zése

Az éltalanos illetve specifikus védekezési reakciot iranyitd gds valamint Bs-2 gén ép, illetve
sériilt ndvényi sejtekben valo miikodésének dsszehasonlitasa érdekében egy kis pontban olyan
mechanikai nyomast gyakoroltunk a szovetekre, mely infiltralodast eredményezett (7. 4bra).
Ezt kdvetden oly moédon végeztiik az inokulalast, hogy a mechanikailag sértett szovetrész a

mintegy 2 cm atmérdji inokulalt szovetfolt kozepén helyezkedjen el.

®

7. abra Mechanikai hatasra (a) illetve az azt kovetd inokuldlds kdvetkeztében kialakult

infiltralt szovetfolt (b), melynek kdzepén helyezkedik el a mechanikailag sértett szovetrész
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3.4. A genetikai vizsgalatok soran alkalmazott kortiinetrendszer

Az inokulaciot kovetd 7-8. napon a fogékony novények leveleinek X. c¢. pv. vesicatoria
baktériummal infiltralt szovetrészei vizenyOssé valtak (8/a dbra). A dominans Bs-2 specifikus
rezisztencia gén kodolta novényi valasz enyhe liluldsban, esetleg szovetelhaldsban nyilvanult
meg, a fertdzést kdvetd 3-4. napon (8/b abra). A nagy reakcidsebességli, altalanos védekezési
reakciot szabalyzé recessziv gds génre utald fenotipus csak a 8-10. napon alakult ki. Ez a
latszolagos ellentmondas azzal magyarazhatd, hogy az alacsony ingerkiiszob miatt az
altalanos védekezési reakcio olyan gyorsan akadalyozta meg a baktérium pusztitasat, hogy az
csak a levelek tobb napos ndvekedése utan valt lathatova, enyhe klorozis és szovetvastagodas

formajaban (8/c 4bra).

8. abra. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktérium altal kivaltott fogékony (a)
kortiinet, Bs-2 gén meghatarozta specifikus védekezési reakcio (b) és a gds gén altal irdnyitott

altalanos védekezési reakciora (c) utald szovetelvaltozas paprikan

A novényeket, a baktériumszuszpenzidt, az inokulalas eszkdzeit és modszerét, valamint a

kortiinetek értékelési rendszerét Csilléry Gabor és Szarka Janos bocsatotta rendelkezésemre.
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3.5. A mintavétel

A ndvényi védekezési reakciok feltételezett és kisérletekkel is igazolt (Sardi és Tyihak, 1992;
1998) gyorsasagara vald tekintettel a mintavételt kozvetleniil a fert6zés utan és azt kdvetden
24 oran at végeztiik.

A biokémiai vizsgélatokhoz szilikséges mintdkat a levéllemez infiltralt foltjaibol, valamint
ezektdl a levélvall felé esd, inokulum 4ltal nem érintett levélrészbdl 2 cm? feliiletii korongok
formdjaban dugofurdval vagtuk ki. Az infiltralt foltokat a fertézéskor korberajzoltuk, hogy
miutan a szuszpenzi6 felszivodik a szovetben, akkor is pontosan kivaghato legyen az injektalt
szovetrész.

A levélkorongokat, illetve a teljes levéllemez fert6zése esetén a leveleket, a mintavételt

kovetden folyékony nitrogénben azonnal megfagyasztottuk.

3.6. A biokémiai és élettani vizsgalatok modszerei

3.6.1. A szénhidrat vegyiiletek kromatografias meghatarozasa

A fenti médon gyUjtott mintdkat a feldolgozasig —80°C-on mélyhiitdben taroltuk. A
feldolgozas soran a levélkorongokat dorzsmozsarban, folyékony nitrogénnel homogenizaltuk.
0,3 g homogenizatumhoz 600 ul extrahédlo oldatot (metanol-desztillalt viz, 80:20, v/v) adtunk,
majd 20 perces ultrahangos razatast kovetden a mintadkat 10.000 g gyorsulassal, 10 percig
centrifugaltuk. Hamilton fecskenddvel Kieselgel 60 F,sq4 vékonyréteg lapra vittik fel a
mintakat és a mindségi és mennyiségi azonositashoz sziikséges standard vegyiileteket (5 pl).
A standard keverék 1 mg/ml koncentracidban xylozt, fruktozt, gliikézt, galaktozt, szachardzt,
maltozt és raffindzt tartalmazott.

A szénhidrat frakciok elvélasztdsa tulnyomasos rétegkromatografids miiszerrel (OPLC;
OPLC-NIT Kft., Budapest) tobbszori kifejlesztéses eljarassal tortént. Az eluens acetonitril-
desztillalt viz 85:15 v/v aranyu elegye volt. A két egymast kovetd futtatas paraméterei a
kovetkezOk voltak: nyomas 50 bar, futtatas sebessége 350 pl/min, mobil fazis dsszes térfogata
6500 pl, mobil fazis térfogata a kezdeti, gyors fazis alatt 250 pl, kifejlesztés ideje 1121 sec.

A 200 ml acetont, 20 ml foszforsavat (86%-0s), 4 ml anilint és 4 g difenil-amint tartalmazé
reagenst porlasztva vittiik fel a vékonyréteg lapra, majd szaritdszekrényben 120°C-on 5 percig
hevitettiik, aminek hatdsara kiilonbozd szinben megjelentek az elvalasztott szénhidrat

vegyliletek. Az el6hivas utdn a szénhidrat frakciok mennyiségét denzitométerrel (Shimadzu
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Co., Kyoto, Japan) hataroztuk meg (A =540 nm). A vizsgalt mintak denzitométer jelének a
mtsai, 1996; Kétay és mtsai, 1998).

A modszer eldnye az egyszerli mintaelOkészités, az elvalasztds kis eluens sziikséglete, a
nyomas alatt torténd kifejlesztés révén a gyors és jo hatékonysagu elvalaszthatosag, valamint
a szinreakcios eléhivason alapulé megbizhatd miszeres kiértékelés. Ez a mddszer lehetdséget
nyujt kis mennyiségii novényi mintak vizsgalatara és a fenti modon készitett extraktumbol 1
ul-es mennyiség is pontosan analizalhaté mennyiségileg. A kimutathatdsagi hatar 1 g alatti.
Egy vékonyréteg lapon akar 15-17 minta kiilonb6z6 szénhidrat frakcidinak egyidejii mérése,

Osszehasonlitasa lehetséges.

3.6.2. A hidrogén-peroxid koncentracié spektrofotometrias meghatarozasa

A hidrogén-peroxid (H202) spektrofotomertias meghatarozasat a godolloi Mezdgazdasagi
Biotechnolégiai Kézpontban, Dr. Toldi Ottoval valo egylittmitkodés keretében, Toldi €s mtsai
(2008) modszere alapjan végeztiik. 0,5 g levélmintat kvarchomokkal és folyékony nitrogénnel
mozsarban eldorzsoltink el, majd 2,5 ml 1,4 M perklorsavat adtunk hozza. A
homogenizatumot 13.000 g gyorsulassal, 4°C- on 15 percig centrifugaltuk. Az igy nyert
feliilisz6 pH-jat 5 M-os kélium-karbonattal 6-7 koriili értékre allitottuk be. A neutralizalas
utan Gjabb 15 perces centrifugalas kovetkezett 4°C- on, 13.000 g gyorsulassal.

A feliiluszobol 500 pl mennyiséget Dowex 1x8/100-200 ioncseréld oszlopra pipettaztuk,
melyet el6zdleg deionizalt vizzel aktivaltunk és 1 napig ilepitettiink. Az oszloprol 1 ml
deionizalt vizzel lemosott és ily mdodon megtisztitott mintat spektrofotometrids méréshez
hasznaltuk fel (spektrofotométer: Jenway Genova).

A reakcidelegy a kovetkezodket tartalmazta: 1 ml minta, 400 pl 12,5 mM DMAB (3-
dimetilamino-benzoesav) 0,5 M kalium-foszfat pufferben oldva (pH=6,6) és 80 ul 1,3 mM
MBTH (3-metil-2-benzotiazolinon-hidrazon) deionizalt vizben oldva. 3 pl peroxidaz enzim
(0,25 unit) hozzaadasa utan 590 nm-en mértiik az abszorbancia valtozasat.

A mintak H,O, tartalmat a H,O, ismert koncentracioibol készitett gradiens alapjan szamoltuk

ki.

3.6.3. A szalicilsav HPLC-s meghatarozasa

A novényi mintdk szalicilsav tartalmanak vizsgalata a Debreceni Egyetem

Kertészettudomanyi és Novényi Biotechnologiai Tanszékén, Dr. Remenyik Judittal valo
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k6zos munka soran tortént. A mintaelOkészités és a SA-meghatarozas soran Raskin és mtsai
(1989) mddszerébdl indultunk ki. A mérések kivitelezésére HPLC-s technikat alkalmaztunk.
A szalicilsav detektdldsara és mennyiségi meghatarozasara alkalmas kromatografias eljarast

Dr. Remenyik Judit (nem publikalt eredmény) dolgozta ki.

A szovetmintabol 1 grammot kvarchomokkal és 2,5 ml 90%-o0s metanollal eldorzsoltiink. A
homogenizatum Greiner csébe kertilt, amit ultrahangos razatas, majd 12.000 g gyorsulassal 15
perc centrifugélas kovetett. A feliiliszot pipettaval atszivtuk egy 0j kémcesdbe, az iiledékre 2,5
ml 100%-o0s metanolt mértiink és az el6z0 miiveletsort ujra elvégeztik. Az igy kapott
feliiliszot az elézdvel Osszedntottiik, majd vakumbeparloval beszaritottuk. A beszaritott
mintakat liveggyongyos rdzatassal egyenként 2,5 ml triklorecetsavba oldottuk vissza. Ezutan
12.000 g gyorsulassal 10 perc centrifugéalds, majd etil-acetat és ciklopentan 1:1 aranyu
elegyébdl 5 ml mennyiség hozzdaddsa kovetkezett. Ennek hatdséara elkiiloniilt a szerves és a
szervetlen fazis. A felsé folyadékréteget, a szerves fazist pipettaval Gjabb kémcsdébe szivtuk

le, végiil beparoltuk.

A kromatografias vizsgalatok LaChrom rendszerti Hithachi HPLC-vel torténtek, amely a
kovetkezo részekbdl all: L-7100 pumpa, L-7000 interface, 7250 autosampler, olddszerkeverd,

7455 DAD detektor.

Kromatografias rendszer jellemzdi:

Oszlop: Chromolith Performance RP-18e tipusu kolonna

Mozgé fazis: MeCN:1% ecetsav, 2% EtOH = 15:85 izokratikus elucio
Aramlasi sebesség: 1 ml/perc

Kolonnatér homérséklete: 25°C

Mintatér homérséklete: 25°C

Erzékeld berendezés: UV detektor: 310 nm

Injektalt mennyiség: 10 ul (a beparolt mintakat 500 pl etanolba oldottuk vissza)

A 9. abran az egyik legtobb szalicilsavat tartalmaz6 minta kromatogrammyja lathaté, mig a 10.
abra azokat az eseteket szemlélteti és bizonyitja, amikor a mintadbol nem volt kimutathaté a

szalicilsav.
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9. abra A vizsgalt paprikalevelekben kimutatott szalicilsav mennyiségek felsd tartomanyat

képviseld egyik minta kromatogrammja

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 310 nm
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s
(=]
=
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10. abra Szalicilsavat nem tartalmazo, paprikalevélbdl vett minta kromatogrammja

3.6.4. A peroxidaz enzimaktivitas spektrofotometrias meghatarozasa

A peroxiddz (POD) enzimaktivitds meghatdrozasat a Budapesti Corvinus Egyetem,

Elelmiszertudoményi Kar, Alkalmazott Kémia Tanszékén, Stefanovitsné Dr. Banyai Evaval,

egyiittmiikodésben végeztiik.
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0,3 g levélmintat kvarchomokkal ¢és 900 pl 20 Mm Tris-HCI pufferrel (pH=7,8)
homogenizaltunk. A mintakat 13.000 g gyorsulassal, 4°C- on, 20 percig centrifugéltuk.

Az igy nyert novényi kivonatbdl Shannon és mtsai (1966) spektrofotometrias modszere
alapjan mértik a POD aktivitast H,O,, mint szubsztrat és ortodianizidin, mint kromogén
reagens (g =11,3) jelenlétében. A reakcidelegy 10 pl mintat, 1700 ul 0,1 M Na-acetat puffert
higitast, desztillalt vizben oldott hidrogén-peroxidot tartalmazott. Az abszorbancia
novekedését 460 nm-en mértiik (Varian DMS 100S UV-Visible Spectrophotometer), az

enzimaktivitast u/ml- re vonatkoztattuk.

3.6.5. A formaldehid és metilezett vegyiiletek kromatografias meghatarozasa

A formaldehid és a metilezett vegyiiletek meghatarozasakor 0,6 g homogenizalt mintahoz 600
ul 0,05%-o0s dimedon oldatot adtunk. A dimedonnal a formaldehid megkéthetd és kotott
formdban mérhet6. 20 perc ultrahangos razatds utdan 10.000 g gyorsuldssal 15 percig
centrifugaltuk.

A feliilluszobol 25 pl-t vittiink fel a vékonyréteg lapra. A formaldehid esetében
formaldimedont hasznéltunk standardként, mert a formaldehidet dimedon addukt formajaban
hataroztuk meg, mig a metilezett vegyiiletek ko6ziil N°-trimetil-L-lizint, kolint, karnitint,
trigonellint és betaint.

Gersbeck ¢és mtsai (1989) modszere alapjan a formaldehid kimutatdsat kdvetden annak
generatorai, a metilezett vegyiiletek is meghatarozhatok ugyanabbdl a mintabdl, ugyanazon a
vékonyréteg lapon, kiilonb6zo eluens rendszerekkel végzett tobbszori kifejlesztéssel.

A formaldehid meghatarozasahoz a futtatast tivegkadban végeztiik kloroform és diklormetan
35:65 (v/v) aranyu elegyével. Az elvalasztas utdn a formaldimedon UV fény alatt lathato,
A=270nm hulldmhosszon detektalhato. A denzitométeres kiértékelés utan, szintén
tivegkadban, acetonos futtatassal tisztitjuk meg a lapot.

Ugyan ezen a vékonyréteg lapon n-propanol, metanol és 0,1 M Na- acetat elegyével (30:3:20,
v/v) OPLC-s futtatassal a metilezett vegyiiletek elvalasztasat végeztiik el. A futtatas
paraméterei: nyomas 50 bar, futtatds sebessége 200 pl/min, mobil fazis 6sszes térfogata 9000
pl, mobil fazis térfogata a kezdeti, gyors fazis alatt 250 pl, kifejlesztés ideje 2712 sec. Az
elvalasztott metilezett vegylileteket Dragendorff reagenssel festettiik meg, majd A=525 nm

hullamhosszon értékeltiik.
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3.7. A kisérletek statisztikai elemzése

A biokémiai illetve élettani kisérleteket harom alkalommal, harom fiiggetleniil felnevelt
ndvényanyagon végeztik el. Egy adott ndvényvonalon adott iddpontban tdrténd
mintavételhez, harom ndvény 4llt rendelkezésre. Igy a levélkorongos mintavétel esetén egy
minta hat korong homogenizalasaval jott létre, mig a teljes levél infiltralasakor harom levél

homogenizalasa utan készitettiik az extraktumokat.

A statisztikai elemzésiink elsddleges célja a mérési eredmények megbizhatésaganak
vizsgélata valamint annak bizonyitadsa, hogy a mérési eredmények kozti kiilonbségek
elsésorban a kezelések kdvetkezményei.

Minden mérést haromszor ismételtiink meg. Statisztikai vizsgalati egységként kezeltiik egy
adott genotipus (fogékony, Bs-2, ill gds) levelében egy adott vegyiilet mennyiségének illetve a
POD enzim aktivitdisdnak id6beli valtozasat a fertdzést kovetéen. Minden ilyen
mérésfolyamatot, vagyis a grafikonokon bemutatott gérbéket illetve annak alapadatait 6nallo,
egytényezOs harom ismétléses kisérletnek tekintettiink, ahol a fertézésektdl eltelt ido (ora)
tolti be a kezelés szerepét.

A kiértékeléskor minden egyes mérésfolyamatra vonatkozoan kiilon-kiilon elvégeztiik az
egytényezOs, harom ismétléses kisérletekre vonatkozd szamitdsokat (mérések szorasa,

variancia, hibavariancia, variacios koefficiens, F-proba).

Ezek alapjan megallapithat6 volt, hogy az egyes mérésfolyamatok eredményei megbizhatoak,
az ismétlések szoérdsa a kivéanatos szinten beliil van, a hibavariancia alacsony, a variacios
koefficiens (CV) értéke minden mérésfolyamat esetében 10 alatt volt. Az F-proba minden
mérésfolyamtnal P=5 %-os tévedési valosziniiségi szinten igazolta, hogy a kisérletek mérési
eredményei kozti kiilonbségek elsésorban a kezelések (a fertdzéstdl eltelt orak)
kovetkezményei €s nem a mérési hibakéi.

A dolgozatot jelentdsen terhelte volna, ha az dsszes statisztikai analizist tablazatos formaban

szerepeltettiik volna, ezért ettdl eltekintettiink.
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4. EREDMENYEK

Biokémiai vizsgalataink célja, hogy tovabbi bizonyitékokat nytjtsunk arra, hogy az dltalanos
védekezési rendszer elnevezés alatt altalunk leirt novényi tulajdonsag egy eddig ismeretlen

védekezési folyamatot szabalyoz.

4.1. Az altalanos védekezési rendszer mikodésének gazdasagossaga

Paprikdban az altaldnos védekezési rendszert kodold gds gén nem-gazda és gazda
kapcsolatokat is magaban foglalva, széles spektrumu ellenallésagot biztositva, a novényi
immunrendszer szerepét tolti be. Szereplikb6l kovetkezéen a folyamatosan miikddo
immunrendszer és a csak iddszakosan hatd specifikus betegségellendllosdg energia igénye
jelentdsen eltér.

A gds gén altal meghatarozott altalanos védekezési rendszer szerepét, a kortlinetekben
megnyilvanuld szovettani valtozdsok mellett, energetikai jellemzésével szerettilkk volna
bizonyitani. A fogékony és betegségellenalld ndvényekben fert6zés hatasara bekovetkezd
¢lettani valtozasok kimutatasara egyik legalkalmasabb vegyiilet a ndvény energetikai alapjat
képezo gliikoz, illetve annak mennyiségi valtozasa.

Fogékony, specifikus védekezési reakciot kodold Bs-2 gént illetve az altalanos védekezési
reakciot szabalyz6 gds gént tartalmazd paprika vonalak X. c. pv. vesicatoria baktérium
szuszpenzidjaval inokulalt, valamint baktérium mentes szdveteibdl vett levélkorong mintainak
gliilkoz tartalmat vizsgaltuk 24 o6rdan at. A kontrollként szerepld, kezeletlen szdvetet az
infiltralt szovetfolt és a levélnyél kozti levéllemezbdl vettiik azzal a céllal, hogy a fert6zés
okozta stressz altal kivaltott esetleges szénhidrat dramlast is figyelemmel tudjuk kisérni (11.
abra).

A szénhidrat frakciok tdlnyomdsos rétegkromatografids miszerrel (OPLC) torténd
elvalasztasaval a paprikalevelekb6l vett mintdkban gliikkoz, fruktéz és szachardz volt
kimutathat6. A mintakban mért fruktdz €s szacharoz tartalom alapjan nem lehetett megbizhat6
kovetkeztetéseket levonni, igy csak a gliikdz mennyiségi valtozasait elemeztiik (12. dbra).

A kezeletlen kontrollok esetében a fogékony novények gliikkoztartalma volt a legmagasabb,
amit az altaldnos védekezési rendszerrel bird illetve a specifikus védekezési reakcidval
valaszold novények kovetnek.

A fogékony, a specifikus és az altalanos védekezési reakcidt add novények fertdzott
szoveteiben bekovetkezett gliikdztartalom véltozasok mind id6ben, mind mennyiségben

eltéréek voltak.
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11. abra Paprikalevél Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal inokulalt (A),
illetve kezeletlen (B) szoveteinek szénhidrat tartalom vizsgélatdhoz alkalmazott mintavételi
mod

(Sardi és mtsai, 2006)

A fogékony novények fertdzott szoveteiben a gliikkdztartalom kozvetleniil az inokuldlés utan
lecsokkent, majd folyamatosan emelkedve mennyisége joval meghaladta a kontrollét. A
harmadik 6raban az inokulalt szovetek gliikoztartalma rohamosan lecsokkent és a vizsgalat
végéig azonos szinten maradt. A glikéz mennyiségének gyors csokkenését és a készletek
kimeriilését a fertézés kovetkeztében felgyorsult anyagcsere magyarazhatja. A kezeletlen
levélrészbodl vett mintdk gliikoz tartalmdnak valtozasat a gliikoz transzport kovetkeztében
faziskéséssel ugyan, de hasonld lefutast gorbe jellemezte azzal a kiilonbséggel, hogy a 24.
oraban a cukortartalom magas értéket mutatott.

A Bs-2 gént tartalmaz6 paprikavonal inokulalt szoveteiben a gliilkdz mennyisége a fertdzés és
az elsd mintavétel kozt eltelt néhany percben jelentdsen csokkent, mig a nem fert6zott
szovetek gliikozszintje nem valtozott. Egy ora elteltével a fertézott szovetek gliikoz
koncentracioja visszaallt, a szomszédos levélrészeké viszont lecsokkent. Ez az sszefliggés jol
mutatja a levélen beliili gliikoz atcsoportosulast a kezeletlen levélrészekbdl az inokulalt teriilet

iranyaba. Ezt kovetden a fertdz¢és hatdsa a vizsgalat 24 6réja alatt nem érzodott.
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12. abra Fogékony, specifikus Bs-2 rezisztencia gént ¢és az altalanos védekezési rendszert

campestris pv. vesicatoria baktériummal végzett inokulalas hatdséra, a fertézéstdl eltelt 1d6

fliggvényében, az inokulalt és nem inokulalt szovetekben

C - nem inokuldlt névényekbdl szdrmazd kontroll, F - fogékony ndvény, B - specifikus
védekezési reakciot add novény, G - altalanos védekezési reakciot add novény; 1 - inokulalt
szovet, 2 — nem inokulalt szovet
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A gds gén biztositotta altalanos védekezési rendszerrel biré novények inokulalt szoveteinek
gliikoztartalma az els6 mintavétel alapjan nem mutatott eltérést a kontrolltol. Egy 6ra mulva
jelentds csokkenés kovetkezett be. Ez latszolag ellentmond azoknak a tiinettani
megfigyeléseknek, melyek szerint az altalanos védekezési reakcid a specifikus védekezési
reakcional gyorsabb. A Bs-2 gén altal kodolt reakcid gyors beinduldsara ugyanis mar az elsé
minta gliikoztartalmanak csokkenése egyértelmii bizonyitékot ad. A gds gén esetében a
kezeletlen szovetekbdl vett els6 minta alacsony glilkdéz szintje viszont arra enged
kovetkeztetni, hogy a fertdzott levélrész ekkor egy gliikdz tartalmi minimumon mar tal van,
hisz csak ennek potlasara csokkenhetett le a szomszédos, nem inokulalt levélszovetek
cukortartalma. A fert6zott szovetekben a 3. €s a 12. oraban is alacsony gliikoz koncentraciot
mértiink. Figyelemre méltd, hogy a koérfolyamat mésodik 6rdjatol az inokulalt és nem
inokulalt szovetek gliikoz tartalmanak periodikusan valtakozo csokkenése és ndvekedése,
szinkronban torténik a vizsgalat végéig. Ez a periodicitas a folyamatos gliikdz felhasznéalasra
¢s utanpotlasra enged kovetkeztetni. Ezt a jelenséget feltehetden torzitja az a tény, hogy az
inokulalas a természetes fertdz6déshez képest nagy dozisban tortént. A kozel 2 cm?-es infitralt
levéllemez parenchima sejtjeinek nagyobbodasa, osztddasa, folyamatos és jelentds energia
igénnyel jar, ami nem feleltethetd meg az altaldnos védekezési reakcid gyorsasagabol
kovetkezd, természetes fertdzddés esetén pusztan néhany sejtre  korlatozodo
sejtnagyobbodasnak.

A harom paprikavonal gliikkdztartalménak véltozasa jol egyeztethetd volt az adott
gazdandvény kortlineteit jellemzd szdvetelvaltozasokkal.

A korokozo folényét jelzé fogékony gazda-patogén kapcsolatban a lassan kifejlodo betegség
fokozott energia felhasznalassal jar, melyet a ndvény az infekcios folt koriili kozelebbi illetve
tavolabbi egészséges szovetekbdl fedez. A betegség kovetkeztében a fertzott levelek
fotoszintetizald képessége egyre csokken, mely tartalékai kimeriilés¢hez és pusztuldshoz
vezethet.

Funkcidjanak megfelelden, a hatékony helyi valaszokra képes specifikus védekezési reakcio
energiatakarékos, gliikéz felhaszndldsa egyszeri és gyors. Fenotipusos kifejlédése, az
esetenként megjelend hiperszenzitiv szovetpusztulds, mar nem energiaigényes folyamat.

Az éaltalanos védekezési reakcid gyorsasagban megeldzi a specifikus reakcidt és vele
ellentétben folyamatosan miikodik, ezért gliikoz felhasznalasa nagyobb és folyamatdban is
eltér attol. Ezt a nagyobb gliikozfogyasztast viszont bdségesen ellentételezi az a tény, hogy a
megtamadott szovetek nem pusztulnak el. A nagyobb mennyiségli gliik6z a stressz-hatéssal
jar6 altalanos reakciok mellett a sejtfalerdsités illetve sejtnagyobbodas folyaman hasznalodik

fel.
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4.2. Az altalanos védekezési rendszer és a hidrogén-peroxid kapcsolata

Az irodalombol ismert, szdvetpusztuldssal jard hiperszenzitiv kortiinetek a jol ismert
hidrogén-peroxid ,kitoréssel” jellemezhetok. Munkéank soran gyors szovetpusztulassal jard
HR-t ad6 novényeken nem tudtunk dolgozni, mert kisérleteinket nemesitési célokra szolgalo
ndvényanyagon  végeztik. Nemesitési programunk egyik  vezérfonala a
rezisztencianemesitésben alkalmazott hiperszenzitiv szovetpusztulds alapjan torténd szelekcio
tagadasa, hiszen kisérletesen igazolt, hogy a specifikus rezisztenciagének reakcidi nem jarnak
feltétleniil szovetpusztulassal. Pontosabban szdlva, a specifikus rezisztenciagének erds
altalanos védekezési reakciot biztositd rendszerben miikddnek a leghatékonyabban. Az
altalanos védekezési reakcid és a specifikus védekezési reakcido kolcsonhatasanak
eredményeként a Bs-2 gén hatékony védelmet nyujt jelentés mértékii szovetpusztulas nélkiil
is. Ebbdl kovetkezéen a Bs-2 specifikus rezisztenciagént a miikddéséhez legoptimalisabb
kornyezetben, magas szintli altalanos védekezési reakcidt biztositd genetikai hattérben
vizsgaltuk.

Mivel a hidrogén-peroxid (H»O,) foként helyi reakcidkban vesz részt, a fogékony
kapcsolatban, valamint specifikus és altalanos védekezési reakcioban betdltott szerepét oly
modon vizsgaltuk, hogy a teljes levéllemez feliiletét infiltraltuk. A X. c. pv. vesicatoria
baktérium szuszpenzidjaval infiltralt levelek H,O,-tartalménak valtozésat, a fertézést kovetd
10 oran at kovettiik. A kontrollként hagyott fertézott leveleken kifejlodé kortiinetek,
kiegészité informdaciokat adtak a harom reakciotipushoz. A fert6zést kovetd 8. napon a
fogékony novények levelei enyhe infiltralodast és klordzist mutatva lehullottak. A Bs-2
specifikus rezisztencia gén reakcidja szovetpusztulas nélkiili, enyhe lila elszinez6désben
nyilvanult meg, majd a levelek enyhén klorotizaloédva lehullottak. Az éltaldnos védekezési
reakciot szabalyozo gds gént tartalmazo novények fertdzott levelein szinelvaltozas nem volt
észlelhetd, a levéllemez tovabb noOvekedett és a kiilonb6z6 mértékben torténd

szovetvastagodas miatt a levél hullamossa, deformaltta valt, de egészséges maradt.

Fertdzés hatasara a fogékony, Bs-2 €és gds gént tartalmaz6 gazdandvény H,O, mennyiségében
kifejezett valasza jol mutatja a kiilonb6z6 reakciok kozti alapvetd eltéréseket (13. abra).

A fogékony ndvényekben a X. c. pv. vesicatoria baktériummal végzett fertdzés kovetkeztében
a vartnak megfeleléen, nem észleltiink jelentds valtozasokat a H,O, mennyiségében. Ez a
gazda-patogén kapcsolat jellegébdl kovetkezik, hiszen a fogékony kapcsolat jellemzdje, hogy
a korokozo stressz-hatds keltése nélkiil jut be a ndvénybe és csak a felszaporodds soran, a

betegség kialakulasanak kezdetén valik érzékelhetdvé a ndvény szamara. Vizsgéalatunk 10
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D : paprika novény gds gén altal kddolt altalanos
védekezési reakcioja
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13. abra Bs-2 specifikus rezisztencia gént és altalanos védekezési rendszert kodolod gds gént
tartalmazd paprikandvények H,O, koncentracioban kifejezett reakcidja a Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria fertdzésre

C1= nem fert6zott kontroll, C2= vizzel infiltralt kontroll, To= kdzvetleniil a fertézés utan vett
minta

(Szarka és mtsai, 2006 nyoman)

oOras idGtartama alatt ez az allapot nem kovetkezett be. A novény alapvetd életfolyamatait, ugy
mint a sejtfalképzéshez sziikséges ligninszintézist és a lebontd folyamatokat is meghatarozott
mennyiségli H,O, kiséri. Ehhez, a kontroll mintdkban mért mennyiséghez képest, a fogékony
novény fert6zott leveleiben mért H>O; szint nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kisérlet
teljes idOtartama alatt.

A Bs-2 gént tartalmazé novényekben a fertézés utan kozvetleniil leszedett mintdhoz képest,
30 perccel az inokulalas utan, négyszeres novekedést tapasztaltunk a H,O, koncentracidban.
Tehat a korokozo fertdézését kovetden igen rovid idén beliil nagy mennyiségi H,O,
eldallitasara volt képes a novény. A H,O, felhalmozddasa a fertdzést kovetd 30 perc alatt

elérte a maximumot. A kezdeti novekedés utan, a kovetkezo6 8 ora alatt, a H,O,-szint
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szignifikansan magasabb maradt a Bs-2 gént tartalmaz6 paprikavonalban a nem fertdzott
mintakhoz viszonyitva, de aztan visszatért a kontroll mintak szintjére.

A gds gént tartalmazé ndvényekben a H,O, mennyisége alland6 maradt, nem mutatott
valtozast a nem fertdzott kontroll ndvényekhez képest a mérések adott idétartaman beliil.
Eredményeink alapjan valoszinii, hogy a gds gént tartalmazé novényeknek nincs sziikségiik a
H,0,-kozvetitette oxidativ kitorésre a védekezéshez, szemben a specifikus rezisztencia
géneket tartalmazd, gyors szovetpusztulast mutaté novényekkel.

A gds gén esetében nincs sziikség nagymennyiségii H,O,-ra a hatékony védekezéshez. A
novény altalanos védekezési reakcigjat attord korokozo pusztitasa kdvetkeztében, fogékony
gazda-patogén kapcsolatban, H,O, termelédik. A megbetegedést jelz6 H,O,, mint
jelzdmolekula sziikséges a specifikus védekezési reakcid beinduldsdhoz. Az altalanos
védekezési rendszer hibajavitd egysége, a specifikus védekezési reakcid a pusztuldsra utald

H,0, jelenléte esetén 1ép miikodésbe.

4.3. A szalicilsav szerepe az altalanos védekezési rendszerben

A szalicilsav (SA) szamtalan ndvény és korokozd kapcsolatban altaldnosan eléfordulod
jelzémolekula, mely fert6zés hatdsara nagy mennyiségben halmozodik fel helyileg és a nem
fertozott levelekben is, ahol egyarant védekezési valaszokat indukal. Ismert a novényekben
eléforduldé SA-koncentracio €s a betegségellenallosag mértéke kozti 6sszefiiggés is, valamint
az a tény, hogy kiilsd SA kezeléssel fokozhaté a ndvények rezisztencidja, ami a nekrotikus
1ézi6k méretének csokkenésében nyilvanul meg. Ezek ismeretében a gds gén és a biologiailag
aktiv, szabad SA kapcsolatanak vizsgalatat tiiztiik ki célul.

A gds gén mellett fogékony és Bs-2 gént tartalmazo paprikavonalak szabad SA-tartalmanak
alakuldsat mértiik gazda és nem-gazda kapcsolatban. A vizsgalat soran fogékony, a Bs-2 gént
¢és a gds gént tartalmazo vonalak teljes levéllemezre kiterjedd infiltralasat végeztiik el a X. c.
pv. vesicatoria illetve X. c. pv. phaseoli baktérium szuszpenzidjaval. Azért dontottiink a teljes
levéllemez infiltralasa mellett, hogy csak tisztan az elsédleges helyi reakciokat vizsgalhassuk
¢s az eredményt ne zavarja az egészséges levélrészekbdl érkezd transzport.

A SA meghatarozas eredményének és a fertézés okozta szovetelvaltozasok kapcsolatdnak
vizsgalata érdekében a fert6zott kontroll ndvényeken kialakult kortiineteket is megfigyeltiik.
A paprikdval nem-gazda kapcsolatban 1évé X. c. pv. phaseoli fertdzésének hatasara a
fogékony ¢és a Bs-2 specifikus rezisztencia gént tartalmazo6 paprikavonal infiltralt szovete is

enyhe klorézissal reagalt. Az enyhe klor6zis a gazdandvény inkompatibilis kapcsolatban is
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a szovetek lilas elszinezddésének elmaradasa, a Bs-2 gén X. c. pv. vesicatoria baktériummal
szembeni kizarélagos specifitdsat bizonyitja. A gds gént tartalmaz6 paprikavonal a X. c. pv.
phaseoli  baktériummal  végzett fertézésre ugyanolyan enyhe klordzissal és
szovettomorodéssel valaszolt, mint a X. c. pv. vesicatoria baktérium fert6zésére.

A SA-tartalom alakulasat a fert6zést koveto els6 12 6ran at vizsgaltuk (14. abra).

A paprikédval kompatibilis kapcsolatban 1évé X. c. pv. vesicatoria baktérium fertézése
hatéséra, a fogékony vonalban a SA mennyisége a fert6zést kdvetd 2. oéraban a kontrollhoz
képest hirtelen megduplazodott. Ez a csucsérték a 10. 6raban kozel nullara csokkent, majd
ujra emelkedést mutatott. Lehetséges, hogy a 10. 6raban bekovetkezett szabad SA-minimumot
kovetd novekedés a SA glikkdzzal képzett konjugatumabdl, a szalicilsav-glikozidokbol valo
felszabadulasanak kdszonhetd.

A X. c. pv. phaseoli baktériummal vald fert6zés hatasara, vagyis inkompatibilis kapcsolatban
a SA tartalom a kontrollhoz képest nem emelkedett, viszont a fertézést kovetd 3. oratol a 8.
oraig szinte nullara csokkent, és a 10. draban érte el Gjra a kontrollban mért mennyiséget.

A paprika szamdra a X. c. pv. vesicatoria baktériummal szemben gazda rezisztenciat biztosito
Bs-2 gént tartalmazo6 ndvényekben mar kozvetleniil a fertdzést kovetden vett mintdban felére,
a 4. 6rdban szedett mintaban kozel nullara csokkent a SA mennyisége. Ezen a rendkiviil
alacsony értéken stabilizalodott a 12. 6raval bezéarolag.

A paprikaval nem-gazda kapcsolatban 1év6 X. c. pv. phaseoli baktériummal végzett infiltracid
hatasara a SA-tartalom a fert6zés pillanataban nulldra csokkent és a kisérlet végéig ezen az
értéken maradt. Megjegyzendd, hogy a kezeletlen kontrollhoz képest a vizes kontroll SA-
tartalma mindkét baktérium fajjal vald kezelés hatdsara 6todére csokkent.

A paprika gds gén altal kodolt altalanos védekezési rendszerében a SA szerepét vizsgalva sem
a kezeletlen, sem a vizes kontrollban nem tudtunk szabad SA-at kimutatni. A fert6zés elsé 12
ordjaban, a X. c. pv. vesicatoria baktériummal végzett inokulalast kdvetéen sem volt
kimutathaté mennyiségben a SA. A X. c. pv. phaseoli baktérium hatasara 0,05 és 0,21 pg/g

friss tomeg kortili értékeket mértiink, tehat igen kis mennyiségben talaltunk szabad SA-at.
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14. abra Fogékony, Bs-2 illetve gds gént tartalmazo paprikavonalak szabad SA-tartalménak alakuldsa Xanthomonas campestris pv. vesicatoria illetve a paprikaval
nem-gazda kapcsolatban 1évé Xanthomonas campestris pv. phaseoli baktériummal valo infiltralas hatasara, a fert6zéstol eltelt id6 fliggvényében
¢ — nem fert6zott kontroll, VC — vizzel infiltralt kontroll
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4.4. Az altalanos védekezési rendszer jellemzése peroxidaz enzimaktivitas

alapjan

A rezisztencia nemesités a kezdetektdl fogva egy-egy korokozod fajjal szemben kialakitott,
specifikus védekezési reakciokra alapult. A specifikus védekezési reakcido fenotipusos
megnyilvanuldsa a gyors sejt- és szovetpusztulas. Kedvezétlen kdrnyezeti feltételek kozott, a
gyors szovetpusztulds alapjan szelektalt specifikus rezisztenciagének nem biztositanak kelld
védelmet a korokozokkal szemben. A nem megfelelé hatékonysaggal miikodd specifikus
rezisztenciagének mellett egy olyan ndvényi reakciot figyeltink meg, mely a gyors
szovetpusztulassal ellentétes modon, a fert6zott szovetek megtartasaval, hatékonyan
akadalyozza meg a kérokozo terjedését.

A gyors szovetpusztulassal jard hiperszenzitiv reakcié folyaman a korokozot és ndvényi sejtet
egyarant pusztitd, nagymennyiségli H,O, szabadul fel. A gds gén altal kodolt sejt- és
szovetmegtartassal jaro altalanos védekezési reakcid soran nem észleltiink valtozast a H,O,-
tartalomban. Kisérletlinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a sejtmegtartassal jaro reakcioban

milyen szerepe lehet az antioxidans hatasu peroxidaz (POD) enzimnek.

A gds gént tartalmazo paprikavonal POD aktivitds valtozasat fogékony és Bs-2 specifikus
rezisztencia gént tartalmazd ndvényekével hasonlitottuk 6ssze. A X. c. pv. vesicatoria 10°
kiterjedd fertdzést végeztink. A foltban torténd infiltrdlds hatdsara bekovetkezd
enzimaktivitas valtozast 12 6ran at (15. abra), mig a teljes levélre kiterjedd fert6zés hatasat 24
oran at (16. abra) vizsgaltuk.

A foltban torténd infiltralast kovetden, a gds gént tartalmazo paprikavonal levelébdl vett elsé
mintaban, a POD aktivitas a kontrollhoz képest nem mutatott eltérést, de a fertdzést kovetd
elsd ordban ugrasszerlien emelkedett. A masodik és harmadik ordban az enzim aktivitasa
erdsen csokkent, majd a 6. draban ismételt aktivitds novekedést tapasztaltunk.

A Bs-2 gén kodolta reakcid esetében az elsé két mintdban mért enzimaktivitds a kontrollhoz
képest szignifikansan kisebb volt. Ezt kovetden a POD aktivitas a masodik 6rdban a kontrollt
meghaladdan fokozodott és a 3. 6raban érte el a csucsot.

A fogékony paprikavonalban a fertdézést kovetden visszaesd enzimaktivitas csak nagyon
lassan, a 6. oraban érte el ujra a kontrollban mért értéket. A fertézést kovetd 12 ora hossza
alatt az enzimaktivitds nem emelkedett a kezeletlen kontrollban mért érték folé.

A harom reakcidtipus esetében a POD aktivitas kiillonb6zé iddpontokban érte el a

csucsértéket. Ez a gds gént tartalmazé vonalban az 1. 6rdban, a Bs-2 gén esetében a 3., mig a
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15. abra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal foltban torténé inokulalés
altal kivaltott peroxidaz enzimaktivitas valtozas fogékony (F), valamint Bs-2 gént (B) illetve

gds gént (G) tartalmazo6 paprikavonalban
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fogékony novények esetében a 6. ordban kovetkezett be. Az igy kialakitott sorrend
megegyezik a kortani vizsgéalatok soran tapasztalt reakciosebesség alapjan felallitott

sorrenddel.

A fertézés hatasara bekovetkezd enzimaktivitas iddbeli lefutasdnak Osszehasonlitasat
kovetden a harom kiilonboz6é ndvénytipus antioxidans kapacitasat egy természetellenes dozisu
fert6zéssel mértiik fel (16. abra).

A gds gént tartalmazé ndvény leveleiben a fertdézést kovetd 6. ordig nem észleltiink jelentds
valtozast, de a 12. ordra a POD aktivitds a 3-szorosara, a 24. oOrara pedig 6-szorosara
emelkedett. A Bs-2 gént tartalmazd novény levelében is a 12. o6raban kezdett néni az
enzimaktivitas, de a 24. orara csak kozel kétszerese volt a kontrollban mért értéknek. Ezzel
szemben a fogékony ndvényben a kontrollhoz képest még a 12. 6rdban sem valtozott a POD
aktivitas és a 24 orara csak 2,5-szeres emelkedést ért el.

Ezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a gds gént tartalmazdé ndvények antioxidans

kapacitasa sokkal nagyobb, mint a Bs-2 gént tartalmazo6 valamint a fogékony novényeké.

A POD aktivitas beindulasanak idépontjaban, de féleg mértékében nagy kiilonbség figyelhetd
meg, melyek 0sszhatasdnak alapvetd stratégiai jelentosége lehet a védekezésben, ez dontheti
el a védekezés hatékonysagat.

Ezt megerdsitették a kontrollndvényeken ellendrzott kortiinetek is. A gds gént tartalmazo
novényekben fertdzés hatasara bekovetkezett POD aktivitds elegendd a szdvetmegtartason
alapulo hatékony védelemhez, hiszen a novények fertdzott levelei a kiilonbozé mértékben
torténd szovetvastagodas miatt hullamossa, deformaltta valtak, de egészséges maradtak. A
fertdzésre szovetpusztuldssal reagald fogékony és Bs-2 gént tartalmaz6 névényekben a POD

aktivitas nem volt megfeleld és mindkét novénytipus fertdzott levelei lehullottak.
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16. abra Peroxiddz enzimaktivitas valtozas fogékony (F), valamint Bs-2 gént (B) illetve gds
gént (G) tartalmazo paprikavonalban Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal

végzett, teljes levélre kiterjedd inokulalas hatdsara
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4.5. A stressz hatasa a metilezett vegyiiletekre és a formaldehid képzodésére

az altalanos védekezési rendszerben

A X c. pv. vesicatoria baktériummal szemben fogékony, a Bs-2 specifikus rezisztencia gént
illetve a magas szintli altalanos védekezési rendszert biztositd gds gént tartalmazd paprika
vonalakban vizsgaltuk a fertézés, mint stressz hatdsara torténd demetilez0dés folyamatat,
vagyis a metilezett vegyiiletek és a formaldehid mennyiségének egymassal 0Osszefiiggd
feldl, sériilésmentesen préseltiik a sejtkozotti jaratokba. Az infiltralt szovetekbSl 2 cm®
tertileti darabot vagtunk ki a vizsgalat céljara.

Kisérleteink soran abbodl indultunk ki, hogy a kiilonb6zd metilezett vegyiiletek stressz
hatdsara torténd demetilezédése nyomdn metilcsoportok szabadulnak fel, melyek egybdl
atalakulnak formaldehiddé. Ekkor a metilezett vegyiiletek mérhetd mennyisége csokken,
amellyel parhuzamosan né a szabad formaldehid koncentracidja.

A paprikalevélben, a kiilonb6z6 metilezett vegyiiletek koziil, az altalunk alkalmazott OPLC-s
rendszerrel a kolin, trigonellin és a trimetil-lizin (TML) volt azonosithatd. Ezek koziil csak a
kolint tudtuk kdvetkezetesen kimutatni és megbizhatdan értékelni (17. bra).

A fogékony paprikavonal kontrollként hasznalt, vizzel infiltralt szovete és kozvetleniil a
fertézés utan vett minta kozott nem volt 1ényeges eltérés sem a kolin, sem a formaldehid
tartalom tekintetében. Az inokulalast kovetd egy ora elteltével, a kolin mennyisége a fertézott
szovetekben emelkedett, amely véleményiink szerint els6sorban a kdrnyezd, nem infiltralt
szovetekbdl valo transzporttal magyardzhato. Ezt kdvetden a kolin a 12. 6raig igen jelentds,
folyamatos csokkenést mutatott anélkiil, hogy a formaldehid mennyisége novekedett volna. A
formaldehid az inokulalas pillanatatol folyamatosan csokkent €s csak 6 ora elteltével kezdett
emelkedni, aminek kdvetkeztében a két gorbe a 12 ora eltelte el6tt metszette egymast.

A Bs-2 gént tartalmaz6 ndvény reakcidjanak kezdetén azonossagok fedezhetdk fel a fogékony
ndvényben torténd valtozasokkal. A kolin mennyiségét mutatd gorbe a fogékony ndvényéhez
hasonl6 tendencidju csokkenést mutatott, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben nem a
12., hanem mar a 6. 6raban csokkent mélypontra a kolin mennyisége, amit hirtelen novekedés
kovetett. A formaldehid mennyisége a fertdzést kdvetd elsd ordban a fogékony ndvényhez
hasonloan lecsokkent, de a Bs-2 gént tartalmazé ndvényben ezt a 2. draban erdteljes
novekedés kovette. Eddig az idOpontig, a kolin és a formaldehid mennyisége, az elméletileg
vart, forditott ardnyban valtozott.

A megndvekedett formaldehid szint egybeesik a Bs-2 gén miikddésbe 1épésének feltételezett

idépontjaval. Ez megerdsiti azt a kortani megfigyelést, miszerint a specifikus rezisztencia gén
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17. abra A kolin (kék vonal) és a formaldehid (r6zsaszin vonal) mennyiségének valtozasa fogékony (F), valamint Bs-2 (B) illetve gds (G) gént
tartalmaz6 paprikavonalak leveleiben Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal vald fert6z¢és hatdsara

(C — vizzel infiltralt kontroll)
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reakcidja, a védekezésben betoltott szerepének megfeleléen, az altalanos védekezési
reakciohoz képest késdbb 1ép miitkodésbe.

A gds gént tartalmaz6 ndvények kolintartalma volt a legmagasabb a vizsgalt paprikavonalak
koziil. A kontrollként hasznalt, vizzel infiltralt szovetekhez képest, a kdzvetleniil a baktérium
szuszpenzioval valo infiltralas utan vett szovetmintak kolin tartalma jelentdsen lecsokkent. A
csokkenés mértéke az elsd oOra végéig toretleniil folytatodott és ettdl kezdve a kolin
mennyisége a 6. oraig alacsony szinten maradt, majd emelkedni kezdett. A formaldehid
mennyisége a vizzel infiltralt kontroll szovetekben, és a kozvetleniil a fert6zés utan vett
szovetmintakban nem mutatott 1ényeges eltérést. Az infekcidt kovetd egy oran beliil viszont
meredeken emelkedve hirtelen elérte a maximum értéket, mikdzben a két vegyiilet
mennyiségét mutatd gorbék a 30. percben metszették egymast. Ezutdn a formaldehid
mennyisége az elsdé oratol a 12. ordig folyamatos csokkenést mutatott ugy, hogy a 6. 6raban
bekovetkezett a gorbék masodik metszéspontja. A formaldehid mennyisége a 12 6ra mulva

visszaallt a kiindulaskor mért értékre.

A metilezett vegyiiletek vizsgéalata soran, a harom kiilonb6zd reakcidtipust paprikavonal
kolin tartalmat illeté valtozasok dinamizmuséaban jelent6s eltérést észleltiink.

A fogékony novények esetében a kolin mennyisége csak nagyon lassan csokken és ezzel
egyidoben a formaldehid mennyiségében nem észlelhetd a gyors reakciora utald valtozas.

A Bs-2 specifikus rezisztencia gént tartalmazo paprikavonal kolin, valamint formaldehid
tartalmanak valtozasa a korokozo blokkoldsara nem elegendd, csak egy kozepes
hatékonysaggal mikodd altalanos védekezési reakcidra enged kovetkeztetni, mely a
szovetmegtartas mértéke alapjan, fenotipusosan is igazolhatdé volt. A Bs-2 gén kodolta
specifikus védekezési reakcid esetén a korokozd gatldsa mds biokémiai folyamat alapjan
torténik.

A gds gén miikodésének eredményeként, az inokulalas pillanatdban beinduld demetilezédés
kovetkeztében a kolin ¢és a formaldehid mennyisége ellentétes irany valtozast mutatott. A
kolin gyors demetilez6désének kovetkeztében a formaldehid mennyisége azonnal
novekedésnek indult, és egy oOran beliill elérte a maximumot. Ezzel a védekezési reakcio
alaplépése lezajlott. A formaldehid mennyisége ezek utan csokkenni kezdett és beindult a

kolin mennyiségének lassu ndovekedése.
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4.6. Az altalanos és  specifikus novényi védekezési reakciok

kolcsonhatasanak genetikaja

A paprika rezisztencia nemesitésben torténd hasznositdsa érdekében kezdtiik el a X. c. pv.
vesicatoria baktériummal szembeni védekezésben alkalmazott, specifikus Bs-2 gén és a gds
gén kiilon-kiilon torténd megismerését kovetoen, a két gén kdlcsonhatdsanak tanulmanyozasat
(Csilléry ¢és mtsai, 2007). A Bs-2 és gds gének oroklédésmenetének pontos vizsgalhatosaga
miatt, valamint ezen gének 4ltal szabdlyozott korélettani folyamatok fenotipusos
megnyilvanuldsadnak egzaktsdga miatt, dihaploid (DH) vonalakkal dolgoztunk.

A dominans Bs-2 gént (Bs-2/Bs-2 gds'/gds") és a recessziv gds gént (Bs-2"/Bs-2" gds/gds)
homozigoéta allapotban tartalmazdé DH-99-487 illetve DH-99-269 vonal 0sszekeresztezésével
elallitott F1 hibridek (Bs-2/Bs-2" gds/gds") meglepetésiinkre nem azt a fenotipust mutattdk
amit Bs-2 gén dominancidjadnak megfeleléen vartunk. A Bs-2 génre utald sotétlila
elszinez0dés helyett az inokulalt szovetek csak enyhén lilas elszinezOdést mutattak.
Ugyanakkor, a szovetek kiillonb6z6 mértékben zoldek maradtak, esetenként megvastagodtak
(Szarka és mtsai, 2002), vagyis F1 nemzedékben a domindns génnel szemben a recessziv gén
fenotipusa is megjelent, annak ellenére, hogy heterozigdta allapotban volt. A szdmunkra eddig
ismeretlen fenotipusi kortiinet 6roklédésére az F2 nemzedék elemzésétél vartunk
magyarazatot (1. tablazat).

Klasszikus esetben, dominans €s recessziv rezisztenciagént hordoz6 névények hibridjének F2
nemzedékében, a varhatd fenotipusos hasadasi ardny: domindns rezisztens 12/16 (75,0 %),
fogékony 3/16 (18,75 %), recessziv rezisztens 1/16 (6,25 %).

A fogékony fenotipus kozel a vartnak megfeleld aranyban (19,0 %) jelent meg. Annak
alapjan, hogy a Bs-2 gént és a gds gént tartalmazd vonalak keresztezésével eldallitott F2
nemzedékben fogékony egyedek is megjelentek, egyuttal bizonyitast nyert, hogy a Bs-2 és a
gds gén nem egy lokuszon helyezkednek el. A fogékony tilinettipus mellett, a recessziv gds
gén homozigota allapotara utald fenotipust is a vart 6,25 % hoz kozeli ardnyban (7,5%)
kaptuk meg.

Ugyanakkor, a dominans Bs-2 gén klasszikus kortiineteit a vart 75,0 % helyett csak 17,5 %-
ban észleltiik. Megtalaltuk viszont az Fl-ben megismert, liliszold fenotipust (Bs-2"/Bs-2
gds"/gds), vagyis a kettés heterozigotat. Az Fl-re jellemzd lilaszold kortiinet mellett egy
ujabb fenotipust észleltiink, amelyen a Bs-2 gén jelenlétére utalo lilas elszinezddést a gds
génre jellemzd, vilagoszold szovetvastagodas olyannyira elfedte, hogy lila elszinez6dés csak

az erek mentén alakult ki.
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Az utdbbi két tiinettipus szamunkra kiillonosen érdekes volt, ugyanis azt sugallta, hogy a két
egymastol fiiggetleniil 6roklédd gén, egymassal kolcsonhatasban egy bonyolult védekezési

rendszert alakit ki.

genotipusok megfigyelt kortiinet fenotipusa

Bs-2/Bs-2  gds*/gds*
Bs-2/Bs-2+ gds*/gds*
Bs-2/Bs-2 gds/gds*
Bs-2/Bs2*  gds/gds*
Bs-2/Bs-2 gds/gds

Bs-2/Bs-2* gds/gds

Bs-2*/Bs2* gds*/gds*
Bs-2*/Bs-2* gds/gds*

LILA

LILAS ZOLD

ZOLD, ERMENTEN LILA

INFILTRALT, PUSZTULT

Bs-2'/Bs-2* gdsfgds | ZOLD,SZOVETVASTAGODAS

OSSZESEN

1. tablazat A Bs-2 gént illetve a gds gént homozigota allapotban tartalmazé DH sziilévonalak
keresztezésével eldallitott F2 nemzedékben varhatéo 9 féle genotipus és az F2 populacio
egyedeinek Xanthomonas campestris pv. vesicatoria fertdzéssel szembeni reakcidja alapjan
meghatarozott fenotipusai.

(Csilléry és mtsai, 2007)

E tlinettipusokat mutaté novények pontos genetikai elemzését a dominédns Bs-2 gént (Bs-2/Bs-
2 gds'/gds") és a recessziv gds gént (Bs-2"/Bs-2" gds/gds) homozigéta allapotban tartalmazé
vonalaink 0Osszekeresztezésével eldallitott F1 novények portokjaibol Mityko Judit altal
eldallitott DH vonalakon végeztiik (Mityko és mtsai, 1995).

A DH egyedek inokuldldsa utan négy féle fenotipus jelent meg (18. abra), a Bs-2 génre
jellemzé lila elszinezddés (a), a gds génre jellemz0 vilagoszold szini szovetvastagodas (b), a
fogékonysagra utald szovetpusztulas (c) és az infiltralt szovetek megvastagodasaval és
érmenti lilulassal jar6 (d) fenotipus. Egy fogékony DH vonallal tesztkeresztezéseket
készitettiink mind a négy féle fenotipusra. Az a) b) és c¢) fenotipus esetében, a tesztkeresztezés
¢s az utodokon végzett inokulalas, igazolta e harom, jol ismert tiinettipushoz (a, b, c) tartozé

genotipust.
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(P1) Bs-2/Bs-2 gds+/gds+ X Bs-2+/Bs-2+ gds/gds (P2)

F1
Bs-2/Bs-0+ gds /qas+
F1 névények

portokjaibol eldallitott
DH vonalak:

Bs-2/Bs-2 gds /gds Bs-2/Bs-2+ gds /gds+

18. abra A Bs-2 gént és a gds gént heterozigota allapotban tartalmazd F1 ndvényekbdl
eldallitott DH ndvények genotipusanak megallapitdsa Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria baktériummal szemben fogékony paprikavonallal végzett teszt keresztezéssel, a
kettés homozigota genotipus kivalasztasa és kortiinetének meghatarozasa érdekében

(Gsilléry és mtsai, 2007 nyoman)

A szdvetvastagodassal, érmelléki liluldssal jaro fenotipus (d) fogékony DH vonallal valo
visszakeresztezésével eldallitott utdédok tiinete () okozott szamunkra meglepetést. Ez a tlinet
ugyanis azonos volt a Bs-2/Bs-2 gds /gds™ x Bs-2"/Bs-2" gds/ads alapkeresztezéskor kapott
F1 novények lilaszold tiinetével, amelyhez tudjuk, hogy a kettds heterozigdta genotipus (Bs-
2/Bs-2" gds/gds") tartozott. E szerint a tesztkeresztezéssel eléallitott lilaszold tiinethez is a
kett6s heterozigdta genotipus kell hogy tartozzon. Ez csak ugy lehetséges, ha az ér menti lila
elszinezddést mutato DH vonal kettés homozigdta volt, mivel a visszekeresztezéskor hasznalt

fogékony DH partner (Bs-2"/Bs-2" gds'/gds" ) sem a Bs-2, sem a gds gént nem tartalmazta.

Genetikai vizsgalataink alapjan a két gén kdolcsOnhatdsarél megallapithatd, hogy akar

homozigota, akar heterozigota allapotban van a dominans Bs-2 gén, miikodésére csak
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halvanylila elszinezddés utal, ha a gds gén heterozigota allapotban jelen van, mert
szovetmegtartod képessége igy is érvényesiil.

A dominans Bs-2 gén miikodését a homozigota allapotban levd, recessziv gds gén szinte
teljesen elnyomja. Ebben az esetben a Bs-2 gén miikodésére csak az erek menti szovetek

lilulasa utal.

Vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy a két gén egymastol fiiggetleniil kombinalodik,
nincs koztiik genetikai kapcsoltsag, csak funkcidbeli kapcsoltsdg. Ezzel magyarazhatd a
dominanciaviszonyoktdl eltérd fenotipusok, kortiinetek megjelenése. A gds gén €s a Bs-2 gén
kozott ebben az esetben egy korokozd okozta stressz teremt kapcsolatot. Természetes
kortilmények kozott, a stresszre az alacsony ingerkiiszobbel rendelkezd, nagy
reakcidsebességli €s ezen okok miatt szovetmegtartasra képes altalanos védekezési reakcid
indul eloszor €s csak sikertelensége esetén 1€p miikodésbe a specifikus védekezési reakcio. A
két gén egyidejli miikddésének vizsgalatdhoz olyan mesterségesen kialakitott magas stressz
szintre volt sziikség, amely a természetben sosem fordulhat elé. A kisérletben hasznalt, 10°
magasabb ingerkiiszobbel bird Bs-2 gén is miikodésbe 1€p és fenotipusosan is megjelenik. A
mesterségesen kialakitott provokativ kornyezetben kivaldan lehetett vizsgalni a két gén altal
iranyitott védekezési reakciok sebességét, sebességkiilonbségét, melynek eredménye a leirt
fenotipusokban nyilvanult meg.

Ugyanakkor megjegyzendd, hogy a két gén mikddésbe 1épésének ingerkiiszob altal
meghatarozott egymasutanisaga miatt, a szovetvastagodassal €és enyhe lilds szinnel jaro,
illetve a szovetvastagodas mellett csak az erek menti lilas elszinez6dést mutatd tiinettipusok

természetes fertdzodés esetén nem jelenhetnek meg.
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4.7. A gds és a Bs-2 gén kodolta kortiinetek biokémiai hattere

A szdvetelvaltozasokban megnyilvanulo kortiinetek alapjan torténd génkovetés helyességét €s
a gének mitkddése kozti alapvetd kiillonbséget a biokémiai folyamatok megismerése tovabb

erositette.

A ndvényi betegség ellenallosag megnyilvanulasat kezdettdl fogva a korokozok altal fertdzott
szovetrészek gyors pusztuldsdban vélték felismerni (Ward, 1902; Holmes, 1929). A fert6zott
szovetrészek gyors pusztulasat, vagyis a hiperszenzitiv reakciot (HR) nem-gazda
kapcsolatokban is leirtdk (Klement és mtsai, 1964). A rezisztencia nemesités kezdete 6ta, tobb
mint hat évtizede, a szelekci6 a HR alapjan torténik, vagyis a pusztulast a rezisztencia
Mind gazda rezisztencia, mind nem-gazda rezisztencia esetén a HR kialakuldsahoz,
mesterséges fertdzés esetén pontosan meghatdrozhatd stressz szintre van sziikség. A
novényeknek az a képessége, amellyel a HR kiiszobértékét el nem érd, vagyis a természetes
fert6zodési folyamat soran el6fordulé inokulum koncentracid okozta stresszeket
szovetpusztulas nélkiil védi ki, hosszt ideig elkeriilte a kutatok figyelmét. A novényeknek ez
a képessége meghatarozo szerepet jatszik a betegségellenallosag kialakitasaban (Szarka és
Csilléry, 1995). Genetikai ¢és kortani vizsgéalatok alapjan a ndvényeknek ezt a
tulajdonsagrendszerét altalanos védekezési reakcionak (GDR) nevezték el. A GDR a
megtamadott novényi sejtek folyamatos védelmét szolgald aspecifikus, aktiv reakcio, mig
ezzel szemben a HR a rezisztencidnak nem oka, hanem kdvetkezménye (Kirdly, 1972).
Munkénk soran a hiperszenzitiv reakci6, az éltalanos védekezési reakcid és a specifikus
rezisztenciagénhez kotott védekezési reakceio kortiineteit vizsgaltuk (19. ébra).

Nem-gazda kapcsolatban, az alacsony GDR-rel bir6 DH-99-501-es vonal P. s. pv.
phaseolicola baktériummal infiltralt szovetei gyorsan kiszaradva, HR-t adtak (A/1), mely
koztudottan magas hidrogén-peroxid (H,O,) koncentraci6 jelenlétében alakul ki. A magas
szinti GDR-re képes DH-99-487-es vonal levelének infiltralt foltjai enyhén klorotizalodtak,
elszinezdédést nem mutattak (B/1). A H,O, altal kivaltott HR elmaradasa feltételezhetéen a
magas szinti GDR- re jellemzd erds antioxidans hatasnak tulajdonithato.

Gazda rezisztencia esetén, a DH-99-501-es vonal X. c. pv. vesicatoria baktérium hatasara
kifejlédott kortiinete (A/2) két tulajdonsag 0sszhatasanak ereddje, melyben a szdvetkiszaradas
az alacsony szintl GDR, mig a lilas elszinezddés a Bs-2 gén koddolta specifikus reakcio
megnyilvanuldsa. Az ilyen, gyors szovetpusztuldssal és jellemz6 szovetelszinezddéssel jard

reakcio alapjan, véleményiink szerint helyteleniil, torténik a szelekcio a rezisztencia nemesités
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19. abra A X. c. pv. vesicatoria baktériummal szemben Bs-2 specifikus rezisztencia gént
tartalmazd, alacsony (DH-99-501) (A) és magas szintii (DH-99-487) (B) altalanos védekezési
reakcioval bird paprikavonalak reakcidi Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (1) ¢és

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (2) baktérium 10° sejt/ml koncentraciéja

szuszpenzioval végzett inokulalas hatasara

soran. A Kkortlinetre, fenotipusa alapjan, a H,O,-kitorésre utald szdvetpusztulas jellemzo,
masik tulajdonsagtol, a GDR-t6l fiigg (Szarka és mtsai, 2006). Ezt bizonyitja a magas szintli
GDR-rel biré és Bs-2 specifikus rezisztencia gént is tartalmazé DH-99-487-es vonal X. c. pv.
vesicatoria baktériummal szembeni reakcioja (B/2). Ebben az esetben az inokulalt szovetrész
pusztulas nélkiil, lilas elszinezddést mutatott. Vizsgalataink szerint az inokulalast kovetd 30.
perctdl a 6. ordig terjedd iddszakban ugyan H,O, termelddés figyelheté meg, de ebben az
esetben a H,O, csak a Bs-2 gén mikodéséhez sziikséges jelzOmolekulaként szerepel,
szovetpusztulast nem okoz. A HR elmaradasaért, vagyis a reaktiv oxigénformak okozta
szovetpusztulas megakadalyozasaért, ebben az esetben is feltehetéen a nagy peroxidaz

enzimaktivitassal jellemezheté GDR felel0s.
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Az éaltalanos védekezési reakcid minden novény alapvetd tulajdonsaga. Paprika esetében a
GDR-nek nevezett tulajdonsdgrendszer genetikailag meghatdrozott, leghatékonyabb eleme a
recessziv gds gén. A specifikus rezisztencia génekre jellemzo, a korokozot szovetpusztulas aran
kizar6 stratégia helyett, a gds gén a ndvényi szovetekre jellemz6 altalanos érvényii reakcidval
képes megeldzni, megakadalyozni a kdrokozok pusztitdsat. Ez a rendkiviil gyors reakcio a
novekedés természetes folyamatara épiilé sejtnagyobbodasban, sejtosztodasban nyilvanul meg

fenotipusosan (20. abra).

20. abra A nem korokozdspecifikus, altalanos védekezési rendszert szabalyozo, gds gént
tartalmaz6 DH-99-269- es paprikavonal reakcidja Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (a)

¢és Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (b) baktérium 10° sejt/ml koncentraciéja

szuszpenzidjaval végzett inokulalas hatasara

A gds gén irdnyitotta, nem korokozospecifikus altalanos védekezési rendszerre jellemzd,
sejtnagyobbodassal, sejtosztédassal jard tlinettipus kialakitasaban fontos szerepe lehet a
demetilez0dés soran keletkez6 formaldehidnek, mely kis mennyiségben sejtosztodast
stimuldlo hatdst. A gds gén miikodése soran stimulalt sejtnagyobbodasos, sejtosztédasos
reakcid azért is figyelemre mélto, mivel a novények levelei nem sejtosztodasos, hanem
sejtnagyobbodasos novekedéssel érik el kifejlett méretiiket.

A gds gént tartalmazdé novény fertézott szoveteiben a H,O, mennyisége nem valtozik sem
természetes fertézodést, sem nagy stressz-hatast jelentd mesterséges fertézést kovetden. A gds
gén altal szabalyozott betegségellenallosagi reakcioban meghatarozo szerepe van a peroxidaz
enzimnek, mely mar a fert6z¢s pillanatatol a stressz erdsségének megfelelden aktivizalodva, a

szOvetmegtartas irdnyaba hat.
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Az altalanos védekezési rendszert kodold gds gén és a specifikus védekezési reakcioért felelds
Bs-2 gén novényi betegségellendllosagban betoltott eltérd szerepét, miikodésbe 1épésiik
sorrendiségét, valamint kortiinetekben megnyilvanuld egymasra hatasat igazold biokémiai
vizsgalatok megbizhatosaga érdekében a két gént egy ndvénybe épitettiik be.

A recessziv gds (DH-99-269) és a dominans Bs-2 gén (DH-99-487) F1 nemzedékben torténd
kolcsonhatasanak vizsgalatdhoz a X. ¢. pv. vesicatoria baktérium 10° sejt/ml koncentracioju
szuszpenzidjat haszndltuk az inokuldldshoz (21. abra). Ez a nagy koncentracié azért volt

sziikséges, hogy a magas ingerkiiszobbel jellemezhetd Bs-2 gén a gds génnel egyszerre 1épjen

miikddésbe, mert csak ily mddon lehet dsszehasonlitani az altalanos és a specifikus reakcio

crcr

versenyhelyzet sohasem alakulhat ki.

21. abra A recessziv gds gént tartalmazd DH-99-269 (A) ¢és a dominans Bs-2 gént tartalmazo
DH-99-487 (B) paprikavonal keresztezésével eldallitott F1 nemzedék (C), Xanthomonas

c ey

koértiinete a levél fonaka fel6l

110



Az F1 nemzedék egyedeiben a fertdzés hatdsara, a Bs-2 gén dominancigja ellenére, nem
képzddott olyan mennyiségli H,O,, mely szdvetkiszaradast eredményezett volna. A fert6zott
szovetfoltok megvastagodtak és homogén moddon elszinezddtek a bordoslila szin egy vilagos
arnyalatara. A sejtnagyobbodason alapuld szdvetvastagodas a heterozigota allapotban levo,
recessziv gds gén, a bordoslila elszinezddés a szintén heterozigdta allapotban levd, dominans
Bs-2 gén miikodésére utal. A fert6zott szovetek morfologiai valtozésa erés antioxidans hatasra
enged kovetkeztetni, de a nagydozisu fert6zés hatasara mégis képzddott olyan mennyiségii
H;0,, mely a Bs-2 gén miikodésbe 1épéséhez sziikséges. A Bs-2 gén kodolta specifikus

reakcio6 beindult ugyan, de a jellemz6 fenotipus nem alakult ki.

A két gén betegség kivédésében betdltott szerepének, kolcsonhatasdnak vizsgalatara a gds és
Bs-2 gént egyarant homozigéta allapotban tartalmazé DH vonalak a legalkalmasabbak (22.

abra).

22. abra A recessziv gds gént illetve a domindns Bs-2 gént homozigota allapotban tartalmazé

paprikavonal szoveti elvéltozasa Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktérium 10°

cre

A gds és Bs-2 gént egyarant homozigota allapotban tartalmazd ndvények sériilésmentesen
infiltralt levéllemeze elszinezddés nélkiili szovettomorddéssel reagélt a X. c. pv. vesicatoria
fertézésre. A fenotipus alapjan megéallapithatd, hogy az altalanos védekezési rendszer

miikodését homozigota allapotban tokéletesen biztositd gds gén szabalyozta reakcid olyan
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gyors, hogy a fertézés okozta erds stressz hatasara sem képzodott annyi H,O,, amennyi a Bs-2
gén mitkodésbe 1épéséhez sziikséges (13. abra). A Bs-2 rezisztencia gén mikodésére utalo
lilas elszinezOdés csak az ereken illetve az erek mentén alakult ki. Ennek feltételezett oka,
hogy a fondkon a levéllemez sikjabol kialld erek az inokulum sztomakon at torténd

bepréseléséhez sziikséges nyomas kovetkeztében sériilnek, megroppannak (6. abra).

A ndvényi sejtek mechanikai sériilésének a gds és a Bs-2 gén miikddésére gyakorolt hatasat
vizsgalva ujabb Osszefliggéseket ismertiink meg a két gén betegségellenallosagban betoltott
szerepét illetden. A kisérlet soran az erek kozti levéllemezre egy kis pontban, a szovet
infiltralodasat eredményezé nyomadst gyakoroltunk, majd baktérium szuszpenziot préseltiink a
sejtkozotti jaratokba olyan elhelyezésben, hogy a fertdzott szovetfolt kdzepére keriiljon a
nyomastol sériilt szovetpont (7. dbra).

A gds gént homozigdta allapotban tartalmazd novények fertdzott szovetei a gds génre
jellemzo reakciot adtak, de a sértett szovetpontban fogékony gazda-patogén kapcsolatra utald
zsirfolt alakult ki (23. abra). Ez alapjan megallapithatd, hogy csak az egészséges sejtek

képesek altalanos védekezési reakciora.

23. abra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal inokulalt, gds gént
tartalmazd DH-99-269 paprikavonal szovetmegtartassal reagald egészséges €és a nyomassal
sértett, zsirosodo, fogékonysagra utaldé szovete (a), valamint a fogékony DH-99-71

paprikavonal fogékony kortiinete (b)

112



A gds és Bs-2 gént homozigoéta allapotban tartalmazd ndvények fertdzott szovetfoltja a
vartnak megfelelden a gds génre jellemz0, elszinez6dés nélkiili szovetvastagodassal reagalt,
mely arra utal, hogy a nem sériilt sejtekben az altalanos védekezési rendszer zavartalanul
miikodik. A nyomadssal sértett szovetpontban a Bs-2 gén mitkddésére utald lilas elszinezddés
alakult ki, amely a specifikus rezisztencia génre jellemz6é hatékonysaggal blokkolta a

korokozot (24. abra).

24. abra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal inokulalt, a gds és Bs-2 gént
homozigota allapotban tartalmazd paprikavonal egészséges szovetének altalanos védekezési
reakcioja (gds gén) és nyomassal sértett szovetének specifikus védekezési reakciora (Bs-2

gén) utald lila elszinez8dése (a), valamint egy Bs-2 gént tartalmazd vonal specifikus reakcidja

(b)

A gds és Bs-2 gént homozigéta allapotban tartalmazd paprikandvények és a X. c. pv.
vesicatoria baktérium kolcsonhatdsanak megismeréséhez tovabbi adalékot szolgéltatott az a
kisérlet, melynek sordn a gds génre jellemzd, mar kifejlodott, elszinezddés nélkiili
szovetvastagodassal reagald szovetfoltra gyakoroltunk infiltralodast eredményezd nyomast. A
sérilt sejtek elszinezddés nélkiil kiszaradtak. A Bs-2 gén miikodésére utalo lilas elszinezddés
elmaraddsa egyértelmiien jelzi, hogy az altalanos védekezési reakcidra jellemzd tiinet

kialakuldsat kovetden a baktérium mar nem aktiv.
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4.8. Uj tudomanyos eredmények

A paprikdban leirt, 0j tudomanyos felismerésnek szamito, altalanos védekezési rendszert
kodold gds gén oOrokléstani és korélettani sajatossdgainak biokémiai folyamatok alapjan
torténd jellemzését az aldbbiakban foglalom Ossze. A ndvények, igy a paprika éltalanos
védekezési rendszerérdl még keveset tudunk, ezért a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
baktériummal szembeni specifikus rezisztenciaért felelds Bs-2 génhez viszonyitva végeztem a

gds gén altal biztositott, eddig ismeretlen védekezési forma bemutatasat.

1.

A fertézés hatasara bekovetkezd gliikoztartalom valtozadsok a gds gént illetve a Bs-2 gént
tartalmazd novényekben mind idében, mind mennyiségben eltérdek €s jol egyeztethetéek
voltak az adott gazdandvény kortiineteit jellemzo szovetelvaltozasokkal.

A gds gén biztositotta altaldnos védekezési reakcid egységnyi mesterségesen fertdzott
levélfeliiletre esé szénhidrat felhasznéaldsa nagyobb, mint a specifikus reakcioé. Természetes
fertdzddés esetén viszont a néhdny oOra alatt lezajlo, 10-15 sejtre korlatozodd altaldnos
védekezési reakcio sokkal gazdasdgosabb, mint az 5-6 nap alatt kifejlddd, 4-5 mm-es

atmérodju 1éziot eredményezo specifikus reakcio.

2.
Vizsgalataim alapjan megallapithaté, hogy a gds gént tartalmazé novényeknek nincs
sziikségiik a hidrogén-peroxid altal kdzvetitett oxidativ kitorésre a védekezéshez, szemben a

specifikus rezisztenciagéneket tartalmazo, gyors szovetpusztuldssal reagald novényekkel.

3.

A gds gén kodolta altalanos védekezési rendszer esetében a szalicilsav, mint jelzomolekula,
nem vesz részt a védekezés szabalyozasaban. A gds gén igen alacsony szabad szalicilsav szint
mellett, vagy annak teljes hidnydban biztosit sejtpusztulas nélkiili, széles spektrumu

rezisztenciat.

4.
A gds gént tartalmaz6d novények kiemelkedd antioxidans kapacitisa alapvetd stratégiai

jelentdségli a szovetmegtartast célzé altalanos védekezési reakcid soran.
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5.

A gds gén iranyitotta altaldnos védekezési reakcid esetében a formaldehid eldanyaganak
tekinthetd kolin és a formaldehid mennyiségének egymadssal szorosan Gsszefiiggd, ellentétes
iranyu gyors valtozasa megy végbe.

A fertdzést kovetd gyors demetilezddés soran keletkezd, antimikrobialis hatasu

formaldehidnek jelentds hatéas tulajdonithat6 a ndvényeket ért stressz kivédésében.

6.

Genetikai vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy a gds gén és a Bs-2 gén egymastol
fliggetleniil 6roklddik, de szoros funkciobeli kapcsoltsag van kozottiik, melyet a kérokozo
okozta stressz teremt meg. A stressz altal kivaltott biokémiai folyamatok vizsgalatdnak
eredményei megerdsitették azt a kortani megfigyelést, miszerint az alacsony ingerkiiszobbel
¢és nagy reakciosebességgel rendelkezo altalanos védekezési reakcid indul be elészor és csak

sikertelensége esetén 1ép mitkdodésbe a specifikus védekezési reakcid.

7.

A Bs-2 gén dominanciaja ellenére, a Bs-2/Bs-2 gds/gds™ x Bs-2"/Bs-2" gds/gds kombinaci6
F1 nemzedékének egyedeiben, a recessziv gds génre jellemzd fenotipus megjelenése, a
szOvetmegtartas, antioxidans hatas érvényesiilésére utal, de a nagydozisu fertézés esetén
mégis képzddik olyan mennyiségii hidrogén-peroxid, mely a Bs-2 gén mitkddésbe 1épéséhez
elegendo.

Az F2 nemzedék kettés homozigota (Bs-2/Bs-2 gds/gds) egyedeiben, az altalanos védekezési
rendszer miikodését homozigota allapotban tokéletesen biztositd gds gén szabalyozta reakcid
soran, olyan erds antioxidans folyamatok indulnak be, melyek hatékonyan elézik meg a
korokoz6 okozta pusztitast. A Bs-2 gén miikodésére utald szoveti elvaltozasok csak a fertdzés
okozta esetleges sériilések helyén figyelhetok meg, ahol az altalanos reakci6 miikddésének
zavara miatt hidrogén-peroxid képzddott. Itt a hidrogén-peroxid, mint jelzémolekula valtja ki
a Bs-2 gén miikodésbe 1épését.

A ndvényi sejtek sériilésének a gds és a Bs-2 gén miikddésére gyakorolt hatasat vizsgalva
megallapithatd, hogy a gds gén az egészséges sejteket védi a fertdzéssel szemben, tehat az
altalanos védekezési reakcid preventiv. Egészséges sejtekben a gds gén mellett a Bs-2 gén
teljesen inaktiv. A sériilt sejtek nem képesek altalanos védekezési reakcidora. A Bs-2 gén
meghatarozta specifikus védekezési reakcidé a korokozo altal megtamadott, megbetegitett

sejtek reakcidja.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Paprikaban az eddig ismeretlen védekezési folyamatot szabalyzo, altalanos védekezési
rendszert kodold gds gén nem-gazda és gazda kapcsolatokat is magaban foglalva, széles
spektrum ellenallosagot biztositva, a ndvényi immunrendszer szerepét tolti be.

A gds gén altal meghatarozott altaldnos védekezési rendszert, a kortiinetekben megnyilvanuléd
szovettani valtozasok mellett, alapvetd biokémiai folyamatok segitségével kiséreltiik meg
jellemezni ¢és a betegség ellendllésagban betoltott szerepét a Bs-2  specifikus

rezisztenciagénnel vald kdlcsonhatasban feltarni.

A paprika fogékony és betegségellenallo DH vonalaiban X. c. pv. vesicatoria baktériummal
végzett fertdzEs hatdsara bekdvetkezo élettani valtozasok kimutatasara egyik legalkalmasabb
vegyiilet a novény energetikai alapjat képez6 gliikoz, illetve annak mennyiségi valtozasa.

A fogékony, a specifikus ¢és az altalanos védekezési reakciot add ndvények fertdzott
szoveteiben bekovetkezett gliikkdztartalom valtozdsok mind idében, mind mennyiségben
eltéréek ¢és jol egyeztethetdek voltak az adott gazdandvény kortiineteit jellemzd
szovetelvaltozasokkal.

A korokozo folényét jelzo fogékony gazda-patogén kapcsolatban a lassan kifejlodo betegség
fokozott energia felhasznalassal jar, mely a novény tartalékainak kimeriiléséhez ¢és
pusztuldshoz vezethet.

A Bs-2 gént tartalmaz6 paprikavonal inokulalt szoveteiben a gliikkoz mennyisége a fertézést
kovetéen rohamosan csokkent, de egy ora elteltével a fert6zott szovetek glikodz
koncentracioja visszaallt. A hatékony helyi valaszokra képes specifikus védekezési reakcid
egyszeri és energiatakarékos.

A gds gén biztositotta altaldnos védekezési rendszerrel bird névények inokulalt szoveteiben a
glilkéztartalom gyors valtozasara csak indirekt modon, a szomszédos, nem inokulalt
levélszovetek cukortartalom valtozasa alapjan lehetett kovetkeztetni. A novényi
betegségellenallosagban betdltott szerepének megfelelden az altalanos védekezési reakcid
gyorsasagban megeldzi a specifikus reakciot és vele ellentétben folyamatosan mitkddik, ezért
glikéz felhaszndldsa nagyobb. A sejtfalerdsités illetve sejtnagyobbodas folyaman
felhasznalodott nagyobb gliikozfogyasztast viszont béségesen ellentételezi az a tény, hogy a
megtamadott szovetek nem pusztulnak el.

A harom ndvényi reakcid gliikozfelhasznalas alapjan torténd Osszehasonlitdsat torzitja a

természetes fertozodéshez képest nagy dozisban torténd mesterséges inokulalads. Az

116



infiltralasos fertdzési modszer alkalmazéasaval kizardlag a kiilonbozé reakcidtipusok
egymashoz viszonyitott, egységnyi fertézott szovetrészre esd energia igényét lehet
meghatarozni, nem pedig a felhasznalt gliikdz abszolut mennyiségét. Fontos megjegyezni a
mesterséges fert6z¢és ¢€s a természetes modon torténd fertdzodés kozti 1ényeges kiilonbséget,
hiszen az utdbbi esetben a harom kiilonb6z6 mindségli gazda-patogén kapcsolatra, méretben
igen eltérd 1€zid jellemzo.

Fogékony gazda-patogén kapcsolatban a legnagyobb (5-6 mm) a 1ézid mérete, azaz a
szovetpusztulds mértéke. Ebbdl kovetkezOen legnagyobb az energia veszteség is, amely a
meglévd szénhidrat készletek felhasznalasabol, illetve a betegség elorehaladtaval a
fotoszintézis gatlasabol tevodik Gssze.

Specifikus rezisztencia, a Bs-2 gén altal irdnyitott reakcio esetén, a fogékony kortiineteknél
kisebb atmérdji (2 mm) nekrotikus 1éziok fejlédnek ki. A korokozd kismértékii
szovetpusztulassal torténd lokalizdlasa a gazdanOvény szamara eldonyOs. Ennek ujabb
bizonyitékat szolgaltatta az inokulalt szovetekben mért kismértékti gliikozfelhasznalas.
Viszont a 1éziok tulzott mérete és tulzott szama esetenként olyan jelentds szdvetveszteséget
okozhat, mint amilyen a fogékony gazda-patogén kapcsolatban tapasztalhato.

A gds gén biztositotta altalanos védekezési reakcid egységnyi fert6zott levélfeliiletre esd
szénhidrat felhasznalasa nagyobb ugyan, mint a specifikus reakcioé, de természetes
fert6z6dés esetén ez csak az infekcids pont koriili 10-15 sejtre korlatozodik. Ezt a rendkiviili
gazdasdgossagot tovabb noveli, hogy az infekcids pontban nincs sejtelhalds. Az altalanos
védekezési reakcid a novekedés természetes folyamatara épiilé rendkiviili gyorsasaga
kovetkeztében képes betolteni a ndovényi immunrendszer szerepét, mely a folyamatos,

intenziv gliikozfelhasznaldsban is megnyilvanul.

A hidrogén-peroxid a novény-mikroba illetve gazda-korokozod kapcsolatokban,
mennyiségétdl fliggden hol a gazdandvény sejtjeinek erdsitését végzi, hol pedig pusztuldsat
jelzi, okozza. A H,O, ezen szerepei jol nyomon kovetheték a novényi betegségellenallosag
evoluciods folyamatan. Az altalanos védekezési reakcio, a fogékony allapot illetve a specifikus
védekezési reakcid evollicids egymasutanisdga a kortani vizsgalatok sordn mar beigazolddott
(Szarka és mtsai, 2002).

A novényeket minden biotikus stresszel szemben elsddleges védekezési frontként az altalanos
védekezési reakcid védi a sejtfal megerdsitésével. A mikrobak szadmara fizikai akadalyt
jelentd sejtfal azonnali megerdsitésében fontos szerepet jatszanak a reaktiv oxigénformak

(ROS). A H,O, a ligninszintézist, a fenolos vegyiiletek kozti és a sejtfalfehérjék kozti
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keresztkotéseket indukalja, melynek kovetkeztében a sejtfal ellenallobba valik a korokozok
sejtfalbontd enzimeivel szemben (Brisson ¢és mtsai, 1994). A sejtfalfehérjék kozti
keresztkotések kialakuldsa igen gyors, inger hatasara 2-5 percen beliil megindul és 20-30
percen beliil végbemegy (Templeton és Lamb, 1988).

A nem-gazda rezisztencia elsddlegesen a sejtfalhoz kotott altalanos valaszokon alapul,
melyekkel a novény sikerrel akadalyozza meg kiillonbozd korokozofajok tamadasat. Ilyen
valaszok a ROS extracelluldris termelddése, a sejtfalvastagodas, a sejtfal lignifikacioja,
fenolok ¢és flavonoidok folhalmozodasa, papillaformalas, melyek a korokozd behatolasi

kisérletének pontjanal kifejez6dod, erésen lokalizalt valaszok (Heath, 2000).

Paprikéban, a magas szintli altalanos védekezési reakcioért felelds gds gén, olyan hatékony
sejtfal alapu, sejtet védd valaszokat biztosit, melynek sordn nem képzddik nagy mennyiségii
H,0,. A gds gén szamos, a paprikaval kompatibilis és inkompatibilis kérokozo fajjal szemben
biztositja a megtamadott sejtek védelmét.

Kompatibilis kapcsolatban a sejtfal alapti védekezés nem hatékony. Ebben az esetben a
novény altalanos védekezési rendszerét kijatszo mikroba korokozoként szaporodik el a
novényben. A megbetegitett fogékony novényekben a H,O, a lassu szovetpusztulds soran
szabadul fel és a védekezésben nem vesz részt.

A koérokozo okozta specifikus stressz kivédésére, az evolicid soran a gazdandvényben
specifikus védekezési reakceid alakult ki, melyet paprikdban a X. c. pv. vesicatoria ellen a Bs-2
specifikus rezisztencia gén kodol. Ez, az evoltciosan legfiatalabb reakci6 csak a fogékony
fazisban bekovetkezett pusztulasra utalé H,O,, mint jelzémolekula hatdsara 1&p miikodésbe.
Mikodését a genetikai hattért6l, vagyis az altalanos védekezési reakcio szintjétdl fiiggo,
kiilonb6z6 mértékli szovetpusztulassal jard H,O,-kitorés jellemzi. A specifikus védekezési
reakcid igy valik az altalanos védekezési rendszer hibajavitd egységévé és a két reakcid

egymasra ¢épiilve igy alkotja a betegségellenallosag egységes egészét.

A szalicilsav (SA) szamtalan ndvény és korokozo kapcsolatban altalanosan el6forduld
jelzdmolekula. A gazda-patogén kapcsolatokban kifejtett altalanos jelzd szerepe mellett,
ismert a novényekben el6forduld SA-koncentracid és a betegségellendllosag mértéke kozti
Osszefiiggés is. A tobbi novényfajhoz képest kiemelkedéen magas SA-szinttel birod
burgonyaban talaltdk meg az Rx gént, mely extrém rezisztenciat biztosit a PVX 0Osszes
izolatuma ellen. Az extrém rezisztencia annak kdszonhetd, hogy az Rx gén kozvetleniil a virus

kopenyfehérjéjét ismeri fel elicitorként és ennek kovetkeztében olyan hatékony valaszt indit
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el, melynek soran a virus az elsddlegesen fert6zodott sejtben lokalizalodik. A gyors valasznak
koszonhetden, az extrém rezisztencia tiinetmentes (Kohm és mtsai, 1993; Bendahmane és
mtsai, 1995).

Arabidopsis esetében a dndl mutacié allandéan magas SA szintet ¢s emellett széles
spektrumt, HR nélkiili rezisztenciat okozott. A dndl mutans a vad tipusti névényhez képest
magasabb szintli rezisztencidval bir tobb korokozofaj, igy a Dohany gytriisfoltossag virus,
egyes P. syringae fajok, a X. c. pv. campestris, X. c. pv. raphani és a Peronospora parasitica
koérokozo fajok ellen (Yu és mtsai, 1998).

A magas SA-tartalom mellett miik6dd, tiinetmentes rezisztenciat biztosité Rx és dndl génhez
képest a gds gén €s a SA kapcsolatat vizsgaltuk.

Fogékony vonal esetén a X. c. pv. vesicatoria baktérium hatdsara a SA-tartalomban a 10.
oraban bekovetkezett, és a X. c. pv. phaseoli inkompatibilis kapcsolatban a 3. és a 8. ora
kozott mért minimum érték okara csak ijabb kisérletek alapjan adhato valasz.

A Bs-2 gént tartalmazo paprikavonalban gazda rezisztencia €s nem-gazda rezisztencia esetén
mért, a kontrollhoz viszonyitott igen alacsony szintli SA tartalom a gazdandvényre jellemzd
magas szintl altalanos védekezési reakcid hatasanak tulajdonithatd. Ennek a megallapitasnak
a valoszinliségét tovabb erdsiti, hogy a paprika altalanos védekezési rendszeréért felelds gds
gént tartalmazo novények esetén sem a kontroll, sem a fert6zott mintdkban nem tudtunk SA-
at kimutatni. Megvalaszolatlan kérdés, hogy az infiltralast kovetéen a SA mennyisége miért
csokkent erdteljesen.

A kisérletek alapjan megéllapithato, hogy a gds gént tartalmazo ndvények teljes levéllemezre
kiterjed6 infiltraldsa kovetkeztében, helyi SA-szintézis nem indul be. Ennek kovetkeztében a
fels6 levelekbe sem szisztemizalédhat SA, igy nem alakulhat ki a szisztemikus szerzett
rezisztencia (SAR). Az éltalanos védekezési rendszer esetében erre nincs is sziikség, hiszen a
SAR-ndl lényegesen gyorsabb, hatarozottabb és szélesebb spektrumil védelmet biztosit, a
ndvény barmely levelének provokalasa esetén. A gds gén altal biztositott altalanos védekezési
reakcio genetikailag kodolt tulajdonsag, mukodéséhez eldzetes indukcidra nincs sziikség,
azonnali és hatékony védelmet biztosit a vegetacids 1d0 alatt a ndvény szamara.

A SA vizsgalata alapjan megallapithatjuk, hogy a gds gén altal iranyitott altalanos védekezési
rendszer szabalyozédsa valdszinlileg SA-fliggetlen anyagcsereutakon keresztiil torténik.
Folvetddik a kérdés, hogy vajon a jdzmonsav ¢és az etilén helyettesitdi-e a SA-nak az altalanos
védekezési rendszer szabalyozdsdban?

Az irodalombdl ismert, hogy az Rx gén és a dndl gén magas SA szint mellett biztositanak
tiinetmentes, széles spektrumu rezisztencidt, valamint, hogy a SA-hianyos (NahG gén)

novények korokozokkal szemben fogékonyabbak. Ezek ismeretében egyediilallo, hogy a gds
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gén igen alacsony szabad SA-szint mellett, vagy annak teljes hianyaban biztosit széles

spektrum, szovetpusztulas nélkiili rezisztenciat.

A gds gén altal kodolt altaldnos védekezési reakcid sordn nem észleltiink valtozast a H,O,-
tartalomban. Kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a sejtmegtartassal jar6 reakcidban
milyen szerepe lehet az antioxidans hatasa peroxidaz (POD) enzimnek.

A vizsgalt paprikavonalakra jellemzd, fert6zés hatasara bekovetkezd enzimaktivitas valtozas
idobeli lefutasanak vizsgalatdhoz csak egy foltban inokulaltuk a levéllemezt. A foltban
torténd inokuldlast kovetden, reakcidtipustol fiiggéen a POD aktivitds kiilonbdzd
idépontokban érte el a csucsértéket. Ez a gds gént tartalmaz6 vonalban az 1. 6rdban, a Bs-2
gén esetében a 3. doraban kovetkezett be, mig a fogékony novényekben az inokulalast
kovetden lecsokkend enzimaktivitds csak a 6. draban érte el ismét a kontrollban mért értéket.
Az igy kialakitott sorrend megegyezik a kortiinetek alapjdn meghatarozhaté hatékonysag
sorrendjével.

A héarom kiilonb6zd novénytipus antioxidans kapacitasat természetellenes dozisu fert6zéssel
mértik fel. A POD aktivitds beinduldsanak idépontjaban, de foéleg mértékében nagy
kiilonbség volt megfigyelhetd, melyek Osszhatasanak feltehetéen alapvetd stratégiai
jelentdsége van a hatékony védekezésben. A levéllemez teljes feliiletére kiterjedd infiltralas
hatasara, a 24. 6raban a POD aktivitas a gds gént tartalmazo novény leveleiben 6-szorosara
emelkedett, mig a Bs-2 gént tartalmazo illetve fogékony novények levelében csak kozel két-
haromszorosa lett a kontrollban mért értéknek. Ezek alapjan az altalanos védekezési rendszert
kodolo gds gént tartalmazo novények antioxidans kapacitasa kiemelkedd.

Egyes szerzOk szerint (Rasmussen és mtsai, 1991) a POD is a PR fehérjék kozé sorolhato,
melyeknek jelenléte, felhalmozodasa vagy aktivitdsa meghatarozd a rezisztencia
szempontjabol (van Loon és van Kammen, 1970; Bowles és mtsai, 1990). Kisérleteinkben,
mindkét fert6zési modszer esetén, a gds gént tartalmazd paprikavonalban mértiik a legerdsebb
POD aktivitast. Vizsgalatunk soran a POD a PR fehérjék azon tulajdonsaganak is megfelelt,
hogy mennyiségiik nagyban fligg a fertézés erdsségétol, hiszen a kisebb stresszt jelentd,
foltban torténd injektalaskor, mindhdrom paprikavonal esetében kisebb mértékii POD
aktivitds novekedést mértiink, mint a durvdbb provokécionak szamito teljes levéllemezre
kiterjed6 fert6zéskor.

A novények fertdzés okozta pusztuldsanak mértéke attdl fiigg, hogy milyen egyensuly alakul
ki a reaktiv oxigénfajtdk képzddése €s az antioxidans enzimek aktivitdsa kézt (Fodor és mtsai,

1997). Kisérleteink alapjan megallapithatd hogy a gds védekezési reakcidjdban fontos
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szerepet tolt be a POD. A karos gyokok semlegesitését végzd POD jelentds mértékben jarul
hozza a fertdzott szovetek pusztuldssal szembeni védelméhez a gds gént tartalmazd

novényekben.

A transzmetilezés, vagyis metilcsoportok eltavolitasa illetve beépitése, kis energiaigényti,
gyors ¢s megfordithatd szabalyozast tesz lehetévé. A harom reakciotipust képviseld paprika
vonalban vizsgaltuk a fert6zés okozta stressz hatasara bekovetkezd demetilez6dés folyamatat,
vagyis a metilezett vegyiiletek és a formaldehid mennyiségének egymassal 0Osszefiiggd
valtozasait. A kolintartalom ¢és vele Osszefiiggésben a formaldehid véaltozasdnak
dinamizmuséban észlelt eltérés alapjan a harom reakcidtipus jol elkiilonithetd volt.

A transzmetilezés folyamata alkalmasnak tiinik a novények alapvetd, altalanos védekezési
reakciojanak, és a specifikus rezisztencia reakcid funkcionalis eltérésének bizonyitasara.
Tovabba, a gds gént tartalmazdé novények megfeleld objektumok a transzmetilezési
folyamatok korélettani szerepének behatd tanulmanyozasara.

Vizsgalataink alapjan, a kolin mennyisége mindhdrom ndvénytipusban erds csokkenést
mutatott a fertdzést kovetd els6 6 oraban, de a fogékony ¢s a Bs-2 gént tartalmazd paprika
vonalban a kolin és a formaldehid mennyiségének valtozasa kozt nem volt szoros
Osszefiiggés. A gds gén kodolta altalanos védekezési reakcid esetében a kolin és a
formaldehid mennyiségének egymassal Osszefiiggd, ellentétes iranya gyors valtozasat

figyeltiik meg.

A transzmetilezési folyamatok Osszessége jol jellemezhetd a formaldehid mennyiségi
valtozasaival. A demetilez6dés soran levald metilcsoport, illetve a kozbiilsé termékként
megjelend formaldehid, stressz-hatas kivédésében betoltott szerepe még nem tisztazott.

Az egyik elmélet szerint ez a folyamat a formaldehid formajaban szallitoéddé metilcsoportok
atcsoportositasat szolgalja, melynek sordn a metilcsoportok olyan vegyiiletekre, molekulakra
keriilnek at, melyeknek reakcioképes oldallancait, pontjait egy stressz hatds esetén lezarjak.
Példaul gének aktivalasa illetve elnyomdsa is Osszefligg a DNS-t koriilvevd hisztonfehérjék
Lys-t vagy Arg-t tartalmazd pontjain megjelend metilcsoportokkal. Bannister és mtsai (2002)
szerint a metilezés a génszabalyozas egy lasst formaja.

Egy masik vélemény szerint a fertéz€s okozta stressz hatasdra demetilezddéssel keletkezd,
nagy koncentracioban felszabadulo, antimikrobialis tulajdonsadgti formaldehidnek van szerepe

a védekezésben (Tyihak és mtsai, 1994).
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Az alacsony ingerkiiszobbel és nagy reakciosebességgel bird gds gént tartalmazéd
novényekben a fertdzést kdvetd elsd oraban, a kolin mennyiségének minimumra cs6kkenése
¢s ennek kovetkeztében a formaldehid csticsértéke arra enged kovetkeztetni, hogy a metilezett
vegyliletek formaldehiddé valé gyors atalakuldsdnak van jelentds szerepe a novényeket ért

stressz kivédésében.

A paprikalevélben altalunk azonositott metilezett vegyiiletek, élettani hatasuk alapjan, a
ndvényi sejtek védelmét szolgaljak.

A harom metilcsoportot tartalmaz6 kolin, a membranlipidek egyik f6 alkotdjanak, a
foszfatidilkolinnak eldanyagaként a sejtosztodashoz sziikséges (Yoshimoto €s mtsai, 2004).
Az egy metilgyokot hordozo trigonellin ndvényi hormonnak szamit. Felelos azért, hogy a
sejtek az osztodasra vald felkésziilés fazisdba maradjanak (Evans ¢s Tramontano, 1981). A
harom metilcsoportot tartalmazé trimetil-lizin sejtosztddast stimulald hatasarol ismert (Szende
¢és mtsai, 1970; Trézl és mtsai, 2003).

A kolin, a trigonellin és a trimetil-lizin a sejtosztodasra valo felkészitést és a sejtosztodast,
vagyis a folyamatos novekedésre alapuld életben maradést készitik eld. Ezen metilezett
vegyiiletek kozos jellemzdje, hogy demetilez6désiik soran formaldehid képzddik, melynek kis
koncentracioban sejtosztodast serkentd hatdsa is van (Tyihdk és mtsai, 2001). Lehetséges,
hogy a formaldehid sejtosztodast serkentd hatasa jatszik kozre a gds gén altal kodolt, altalanos

védekezési reakciora jellemzd, sejtnagyobbodésban, sejtosztddasban megnyilvanuld kortiinet

(25/a ébra) kialakitasaban. Tulzott stressz, természetellenesen nagy dozist fertdzés esetén, a

25. abra Az altaldnos védekezési rendszert kodold gds gén természetes fert6zddés (a) és
mesterséges fert6zés (b) hatdsara kialakult reakcidja paprikalevélen Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria baktérium hatasara

(Fot6: Nagy Barbara)
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sejtmegtartast célzd reakcid sejtburjanzasban nyilvanul meg (25/b abra). Az altalanos
védekezési reakcid, a megtamadott ndvényi sejtek megerdsitésével reagal a korokozo
tdmadésara, mig a hiperszenzitiv reakcid a megtdmadott ndvényi sejtek pusztuldsat

eredményezi.

A biokémiai vizsalatokat az ismételhetdségre és a megbizhatosagra vald tekintettel dihaploid
paprikavonalakon végeztik. A gds gén és Bs-2 gén Oroklodésmenetének vizsgalata is
ezeken a vonalakon tortént.

A domindns Bs-2 gént és a recessziv gds gént homozigéta allapotban tartalmazd6 DH
vonalaink Osszekeresztezésével eldallitott F1 hibridek, melyek mindkét génre nézve
heterozigdtdk, meglepetésiinkre nem azt a fenotipust mutattdk amit a Bs-2 gén
dominancidjanak megfeleléen vartunk. Az F1 nemzedékben a dominéns génnel szemben a
recessziv gén fenotipusa is megjelent, annak ellenére, hogy heterozigota allapotban volt. Az

F1 nemzedék kortilineteire az F2 kettés homozigota egyedeinek reakcdja adta meg a valaszt.

Genetikai vizsgalataink alapjan a két gén kolcsonhatdsarol megallapithatd, hogy akéar
homozigota, akar heterozigdta allapotban van a dominans Bs-2 gén, miikddésére csak
halvanylila elszinez6dés utal, mert a gds gén szovetmegtartd képessége heterozigota
allapotban is érvényestil.

A dominans Bs-2 gén mukodését a homozigota allapotban levod, recessziv gds gén szinte
teljesen elnyomja. Ebben az esetben a Bs-2 gén miitkodésére csak az erek menti szovetek lilas

elszinezddése utal.

Vizsgalataink alapjan megallapithato, hogy a két gén egymastol fliggetleniil kombinalodik,
nincs koztiik genetikai kapcsoltsag, csak funkciobeli kapcsoltsag. A gds gén és a Bs-2 gén
kozott ebben az esetben a korokozod okozta stressz teremt kapcsolatot. A két gén miikodésbe
1épéséhez sziikséges ingerkiiszob eltérd szintje miatt a két reakcid természetes fert6zodés
esetén egyiddben, ugyan azon stresszre nem léphet miikddésbe. Természetes koriilmények
kozott, a stresszre az alacsony ingerkiiszobbel rendelkezd, nagy reakcidsebességli és ezen
okok miatt szdvetmegtartasra képes altalanos védekezési reakcid indul eldszor és csak

sikertelensége esetén 1ép miikodésbe a specifikus védekezési reakcio.
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Az altalanos védekezési rendszert kodold gds gén és a specifikus védekezési reakcioért felelds
Bs-2 gén novényi betegség ellenadllosagban betdltott eltérd szerepét, mikodésbe 1épésiik
sorrendiségét, valamint kortiinetekben megnyilvanulé egymasra hatasat igazold biokémiai
vizsgélatokhoz, kettds homozigota novényeket hasznaltunk. A kettds homozigdta ndvények
eloallitasaval célzatosan teremtettilk meg a betegségellenallosag lehetd legteljesebb egységes

egészét. A sziilovonalakra jellemzd kortiinetek, illetve fobb biokémiai jellemzdik ismeretében

kovetkeztettiink az F1 és F2 nemzedékben megfigyelt kortiinetek biokémiai hatterére.

Az F1 nemzedék egyedeiben a fertdzés hatdsara, a Bs-2 gén dominancigja ellenére, nem
képzddott olyan mennyiségli H,O,, mely szovetkiszaradast eredményezett volna. A
sejtnagyobbodason alapuld szovetvastagodas a heterozigdta allapotban levd, recessziv gds
gén, a bordoslila elszinez0dés a szintén heterozigdta allapotban levd, dominans Bs-2 gén
mikodésére utal. A fertdzott szovetek morfoldgiai valtozasa erds antioxidans hatasra enged
kovetkeztetni, de a nagydozisu fertdzés hatdsara mégis képzddott olyan mennyiségli H,O,,
mely a Bs-2 gén miikddésbe 1épéséhez elegendd.

A kettés homozigdta ndvényekben az altalanos védekezési rendszer miikodését homozigota
allapotban tokéletesen biztositd gds gén szabalyozta reakcid olyan gyors, hogy a fert6zés
okozta erds stressz hatdsdra sem képzddott annyi H,O,, amennyi a Bs-2 gén miikddésbe
1épéséhez sziikséges. A Bs-2 rezisztencia gén milkddésére utald lilas elszinezddés csak az

inokulalaskor sériilt szovetrészeken alakult ki.

A gds és a Bs-2 génre nézve homozigdta novényi sejtek sériilésének hatasat vizsgalva ujabb
Osszefliggéseket ismertiink meg a két gén betegség ellenallosdgban betdltott szerepét illetden
A gds gén kddolta altalanos védekezési rendszer csak az egészséges sejtekben miikodik, tehat
az altalanos védekezési reakcid preventiv. A sériilt sejtek nem képesek altalanos védekezési
reakciora. Egészséges sejtekben a gds gén mellett a Bs-2 gén teljesen inaktiv. A Bs-2 gén
meghatarozta specifikus védekezési reakcid a korokozo altal megtamadott, megbetegitett
sejtek reakcidja.

Az 4ltalanos ¢és a specifikus védekezési reakcio is a korokozo altal kivaltott oxidativ stressz
kivédésére iranyul. A minden ndvény-mikrba kontaktusra gyorsan reagald, antioxidans
folyamatokra utald erds peroxiddz enzimaktivitassal jellemezhetd, a sejtek megerdsitését,
megtartasat célzé altalanos védekezési reakcid, a ndvényi immunrendszer szerepét tolti be. A
gds gén az egészséges sejtek védelmét biztositja, olyan nagy hatékonysaggal, hogy erds
fertdzés hatasdra sem valtozik az egészséges szOvetekre jellemzd H,O, koncentracid. Az

altalanos reakcié miikodésének zavara, hatastalansaga esetén az oxidativ folyamatok keriilnek
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tulsulyba, tobbek kozott megnd a H,O, koncentracioja. A biokémiai folyamatokat illetden, ez
az allapot a fogékony gazda-patogén kapcsolatra jellemzd. Az oxidativ stressz, vagyis a H,O,,
mint aspecifikus jelzémolekula és a korokozé meghatarozta specifikus inger egylittes hatisara
1ép mitkddésbe a specifikus védekezési reakcid, mely nem a gyors szovetpusztuldshoz vezetd
reaktiv oxigénformak termelddésének fokozasaval fejti ki kérokozot gatld hatasat. A reakcid
soran tapasztalhatd szovetpusztulas nem a specifikus védekezési reakcio, hanem az alacsony
szintli altalanos védekezési reakcio kovetkezménye.

A paprika betegségellenallosaganak egységes egészét alkotd altalanos védekezési reakcioért
felelds gds gén és specifikus védekezési reakciot kodold Bs-2 gén genetikai, kortani és
biokémiai jellemzdi alapjan megallapithatd, hogy a gds gén az egészséges sejtek védelmét
biztositja, mig a Bs-2 egy specifikus rezisztenciagén, amely az elégséges altaldnos védekezd
képességgel nem rendelkezd, vagy ezen képességiiket elvesztett sejteket védi a fertézéssel
szemben, de mikodéséhez a korokozo altal meghatarozott specifikus stressz sziikséges. A
novények megbetegedésének folyamataban mind a mai napig nyomonkovethetd az altalanos
védekezési reakcio, a fogékonysag és a specifikus védekezési reakcid evolucids sora. Az
alacsony ingerkiiszobbel biro altalanos védekezési reakcid sebessége lényegesen nagyobb,
mint a magasabb ingerkiiszobbel rendelkezd specifikus védekezési reakcidé. Természetes
koriilmények kozott az eltérd ingerkiiszob biztositja a két védekezési folyamat
egymasutanisagat. Az altalanos védekezési reakcid hatastartomanyanak végén 1ép miikdésbe
a specifikus védekezési reakcid. A két reakcid hatasspektrumat a fogékonysag allapota, mint
evolucios emlék hatarolja el egymastol, mely egyértelmiien jeldli ki a gds gén meghatarozta

tulajdonsagrendszer ndvényi betegség ellenallésagban betdltott elsddleges szerepét.

Az altalanos védekezési reakcid a fentiek alapjan képes betolteni a ndvényi immunrendszer
szerepét, amely mellett a specifikus rezisztencia reakcidok csak hibajavité egységek a
novények betegség ellenallésaganak rendszerében. Az altalanos védekezési rendszer és a
specifikus védekezés reakciok egyiittesen alkotjdk a ndvényi betegség ellenallosag egységes
egészEét. A magas szintll dltaldnos védekezési reakcio restaurdlasaval olyan genetikai hattér
alakithato ki, mely a legkisebb mértékii szovetpusztulassal jarod, vagy akar szovetpusztulas
nélkiili hatékony mikodést biztosit a specifikus rezisztencia gének szamara. Ezen a
felismerésen alapuld rezisztencianemesitési stratégiaval hatékony ¢és 1dotallo betegség

ellenallosaggal bird fajtak allithatok eld.
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6. OSSZEFOGLALAS

A paprika tobb korokozé fajjal szembeni rezisztencia nemesitését célzo6 munka igen gazdag,
genetikailag és kortanilag jol jellemzett ndvényanyagdn végeztem a ndvényi
betegségellenallosag egészét alkotd, altalanos és specifikus védekezési reakcid biokémiai,
korélettani és genetikai vizsgéalatat. Munkam soran a paprika és a X. c. pv. vesicatoria
baktérium gazda-patogén kapcsolatban vizsgaltam a gds gén altal meghatarozott altalanos
védekezési reakcid és a Bs-2 altal irdnyitott specifikus védekezési reakcié biokémiai
sajatossagait €s a fert6zés kivédésében betdltott osszetiiggd szerepiiket.

A két gén kortlinetekben megnyilvanuld szoveti elvaltozésai egyértelmiien elkiilonithetdek a
gyors szovetpusztulassal jellemezhetd hiperszenzitiv reakcidtol. A nem koérokozéd-specifikus
altalanos védekezési reakcid sejtnagyobbodason, sejtosztodason alapuld szovettomorddésben
nyilvanul meg. A kérokozo-specifikus rezisztens reakciora jellemzo, elszinezddéssel illetve
szovetpusztulassal jard kortiinet, két kiilonb6zd ndvényi tulajdonsag ereddje. A fertdzott
szovetek elszinezddése a specifikus védekezési reakciora utal, mig a hiperszenzitiv
szovetpusztulds egy masik tulajdonsag, az altalanos védekezési reakcidé gyenge
hatékonysaganak kovetkezménye.

A gds gén 4ltal kodolt altaldnos védekezési reakcidra természetes koriilmények kozott csak az
infekcios pont koriili néhany sejt megnagyobbodasa jellemzd, mely gliikéz felhasznalasban
kifejezve igen energiatakarékos folyamat. A gds gént tartalmazd novényeknek nincs
sziikségiik a hidrogén-peroxid altal kozvetitett oxidativ kitorésre a védekezéshez. A gds gén
igen alacsony szabad szalicilsav szint mellett, vagy annak teljes hidnydban biztosit
sejtpusztulds nélkiili, széles spektrumu rezisztenciat. A gds gént tartalmazd ndvényeket
kiemelkedd antioxidans kapacitas jellemzi. Az altalanos védekezési reakcid esetén a kolin,
mint metilezett vegyiilet demetilezO0dése soran gyorsan €s nagy mennyiségben szabadul fel
formaldehid.

A recessziv gds és a dominans Bs-2 gént tartalmaz6 novényvonalak keresztezésével kapott F1
nemzedékben nem a vart dominancia viszonynak megfeleld kortiinet jelent meg. A Bs-2 gén
miuikodésére utald szovetelszinezédés mellett a heterozigota allapotban 1évo gds génre utald
szOvetvastagodas is megjelenik. A két gént homozigota allapotban tartalmazo novényekben,
az altalanos védekezési reakciora jellemzd nagy reakcidsebesség kovetkeztében a Bs-2 gén
nem nyilvanul meg fenotipusosan. A Bs-2 gén csak a sériilt sejtekben 1ép miikodésbe, mivel a
sérilt sejtekben az altalanos védekezési reakcié nem miikddik kielégitden. A gds gén az
egészséges sejteket védi a fert6zéssel szemben, tehat az altalanos védekezési reakcio

preventiv. A Bs-2 gén meghatirozta specifikus védekezési reakcid a koérokozd altal
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megtamadott, sériilt, megbetegitett sejtek reakcidja. Mindezek alapjan toltheti be az altalanos
védekezési reakcid a ndvényi immunrendszer szerepét, melynek miikodési zavarait a
specifikus védekezési reakcidk, mint hibajavitoé folyamatok kiiszébolik ki.

Az éltalanos és a specifikus védekezési reakciok természetes egymasra épiilését felhasznald
rezisztencia nemesitési stratégia a lehetd legalkalmasabb egy hatékony, széles spektrumu

rezisztencia kialakitasara.
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7. SUMMARY

I studied the biochemical, pathophysiological and genetic background of the general and the
specific defense reaction which constitute the unity of plant disease resistance. I had the
opportunity to perform my examinations on an exceedingly diverse, genetically and
pathologically well-characterized plant material, which is part of a pepper breeding work
against several pathogen species. In the pepper and Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
host-pathogen relation, I investigated characteristic biochemical features of the general
defense reaction determined by the gds gene and that of the specific defense reaction
regulated by the Bs-2 gene as well as their closely related roles in protecting plants from
infections.

Tissue alterations characteristic of the two genes can be unambiguously distinguished from
the hypersensitive reaction accompanied by fast tissue destruction. The general defense
reaction, which is not specific to pathogens, manifests itself in in tissue compaction achieved
cell enlargement and cell division. The symptom of the specific resistant reaction,
accompanied by discolouration and destruction of tissues, is the result of two distinct plant
features. Discolouration of the infected tisues refers to the specific defense reaction, while
hypersensitive tissue necrosis is a consequence of weak efficiency of another feature, namely
the general defense reaction.

Under natural circumstances the general defense reaction, encoded by the gds gene, is
characterized by enlargement of only a few cells around the infection site, which is quite an
energy-saving process if we consider glucose consumption. Plants contining the gds gene do
not require an oxidative burst elicited by hidrogen peroxide to stimulate defense. The gds
gene ensures broad-spectrum resistance without cell destruction for lack of free salicylic acid
or in the presence of very low levels of salicylic acid. Plants that carry the gds gene are
characterized by an outstanding antioxidant capacity. It was also found that during
demethylation of choline, one of the formaldehide generators, formaldehide liberates fast and
in great quantities.

Crossing pepper lines containing the recessive gds gene and the dominant Bs-2 gene
respectively, the F1 progeny did not show the symptom that we expected according to
relations of dominance. Beside tissue discolouration referring to the operation of the Bs-2
gene, tissue thickening appears as well which is typical of the gds gene - being in
heterozygous constellation in this case. In such plants that carry both genes in homozygous
constellation, the Bs-2 gene does not manifest itself phenotypically as a consequence of the

high reaction speed of the general defense reaction. The Bs-2 gene is activated only in injured
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cells, since since the general defense reaction does not operate satisfactorily in injured cells.
The gds gene protects healthy cells against infections, thus the general defense reaction is
preventive. The specific defense reaction, determined by the Bs-2 gene, is the reaction of the
cells that are attacked by pathogens, injured and diseased. On the basis of all these, is the
general defense system able to fulfill the role of the plant immune system, while specific
defense reactions serve for correcting deficiencies of the general defense system. A kind of
resistance breeding strategy, which utilize that arising out of natural processes the general and
the specific defense reactions are built on each other, is the most suitable for creating efficient

resistance against a wide range of pathogens.
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