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Jelolések, roviditések jegyzéke

AA aszkorbat, aszkorbinsav (ascorbic acid)
APX aszkorbat-peroxidaz

Bgh Blumeria graminis f. sp. hordei

BI-1 Bax Inhibitor-1

CAT katalaz

DHA dehidroaszkorbat

DHAR dehidroaszkorbat-reduktaz

GR glutation-reduktaz

GSH redukalt glutation

GSSG oxidalt glutation

GST glutation-S-transzferaz

H,0, hidrogén-peroxid

HR talérzékenységi valasz (hypersensitive reaction)
HSP70 hésokk-fehérje (heat shock protein 70)
MDHA monodehidro-aszkorbat

MDHAR monodehidro-aszkorbat-reduktéz
PCR nukleinsav-sokszorositas polimeraz enzimmel lancreakcidban

(polymerase chain reaction)

POX gvajakol-fiiggé peroxidazok

ROF reaktiv oxigénforma

RT-PCR reverz transzkripcidval egybekotott nukleinsav-sokszorositéas
SOD szuperoxid-dizmutaz

SzSzR szisztemikus szerzett rezisztencia



1. BEVEZETES

Empirikus vizsgalatok alapjan az ember (Homo sapiens L., Linnaeus 1753) — nehany
modfelett ritka, fényevd példanytol eltekintve — tllnyomorészt heterotrof taplalkozasu fajnak
tekinthetd, igy életfolyamatainak fenntartasa alapvetéen az autotréf modon szént fixalo névények
bekebelezeésén és feldolgozasan alapul. S6t, nem csupan kozvetlen fogyasztasra hasznalja a
novényeket, de — roppant energiapazarl6 médon — kdzvetetten, mas heterotrof szervezetek (allatok,
Brehm 1863) altal mar eleve nagy energiaveszteség aran atalakitva is fogyasztja éket (takarmany-
eléallitds). Tovabba kornyezetének megvaltoztatasara (épitkezesi alapanyagok), ©kologiai
optimumanak kialakitasara (fiités), s6t, 1ét- és fajfenntartasi szlikségletein jocskan tulmutato,
kizarolag eme egyetlen fajra jellemz6 viselkedésformainak (utazgatas) gyakorlaséhoz (,,bio”-
Uzemanyag, etanol) is a ndvényekre van utalva. A Foldon egyre hajmeresztobb (temben
elszaporodd ember mindig nagyobb és nagyobb mennyiségii névényi anyag eldallitasat igényli
igencsak korlatozott méretli mezdgazdasagilag hasznosithaté, megmiivelheté foldteriileteken,
mikdzben a klimatikus tényezok is egyre kedvezodtlenebbiil alakulnak (szikesedés, sivatagosodas),
éppen az ember sok, kornyezetre karos tevekenysége nyoman. Gondot jelent tovabba az ember
szamara, hogy az altala megtermelt ndvények nagy részét mas fajok nala furgébben hasznositjak
(kartevok és korokozok). Az egyre nagyobb megkivant hozam érdekében azonban nem lehet a
Foldet a végtelenségig terhelni miitragyak és novényvédo szerek hasznalatdnak ilyen temben valo
fokozasaval — vagy siirgdsen nézhetiink masik bolygo utan. Egetéen sziikséges tehat a ndvények
kornyezeti stresszekkel, illetve betegségekkel szembeni ellenallésaganak a pontosabb megismerése,
majd olyan kornyezetkimélé termesztési és novényvédelmi eljardsok kidolgozasa, melyek
segitségével a termést ér6 karokat, veszteségeket jelentésen csokkenteni lehet.

A novényeket a kornyezetiikbdl €ré szinte valamennyi, szoveti karosodassal jaro, abiotikus
vagy biotikus stressz reaktiv oxigénformak gyors felhalmozodasat idézi elé (Baker és Orlandi 1995,
Bestwick et al. 1997, Huckelhoven és Kogel 1998). A kiilonb6z6, igen reakcidképes oxigén-
vegylletek sejtkarositd hatdsdnak Kkivédése az antioxidans rendszerek fontos feladata a
novényekben (Vanacker et al. 1998). Az enzimatikus €s nem-enzimatikus antioxidansok
mennyisége ¢és aktivitasa jelentds mértékben valtozik a ndévények élettani allapotaval; tehat a
novények kora, tapanyag-ellatottsaga, avagy egy korabbi stresszre kialakult valasza nagymértékben
befolyasolja az oxidativ stressztiir6-képességilket (Barna 1995, Barna et al. 2003a). Jelen
munkamban egyrészt a novények kedvezétlen kornyezeti hatasokkal és/vagy korokozokkal
szembeni tiréképességében vizsgaltam az antioxidativ rendszer szerepét, masrészt igyekeztem
bepillantast nyerni a kiilonféle eredetii oxidativ stressz sordn aktivalodo jelatviteli rendszerek

bizonyos elemeinek alakulasaba.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Stressz, oxidativ stressz

Az ¢l6lények szamara megterhelést jelentd helyzeteket, melyek a szervezetben a rendes
viselkedéstél vald eltéréshez vezetnek, stressznek nevezzilk a novények esetében is. A stressz
kifejezést els6ként Selye Janos endokrinologus hasznalta az 1930-as években, élettani valaszok
leirdsara. Selye a késébbiekben tudomdnyos felismerésének alkalmazasat kiterjesztette a
mindennapi élet jelenségeinek értelmezésére is. Selye meghatarozasa szerint a stressz az él6lény
valaszat, mig a stresszor a kornyezeti hatast jeloli. Az él6 szervezeteket a legkiilonfélébb
stresszorok részér6l érhetik hatdsok, s e stressztényezoket tobbféle szempont szerint
csoportosithatjuk: lehet abiotikus vagy biotikus, illetve antropogén vagy termeészetes kornyezeti
eredetii (Szigeti 1998). A stressz erdsségének mértéke alapjan megkiilonboztethetjik a szervezet
karosodasaval, illetve pusztulasaval jard, tirashatart meghaladd mértékii distresszt a gyengébb
hatasu, elviselhetd eustressztdl, ami csak akkora terhelést rd egy adott él6lényre, hogy az a belsd
tartalékok mozgositasa révén nem csak védekezesre, de tobblet teljesitményre is képes lesz téle.

A novényeket ¢ér6 stresszhatasok (pl. er6s fényintenzitds, széls6séges homérsékletek,
szarazsag, sO- vagy nehézfém-szennyezés, sebzés, rovarragas vagy -szivogatas, virus-, baktérium-
vagy gombafert6zés) kovetkeztében lényeges anyagcsere valtozasok jonnek létre. Ezek egy része a
stressz nélkiil is meglévd anyagcsereutak, -kapcsolddasok, -szabdlyozasok modosulasat, mas részik
uj gének aktivalasat kovetd alternativ biokémiai folyamatok sorat jelenti. Szinte valamennyi tipusu
(mind biotikus, mind abiotikus) stressz eseteben az egyik legjellegzetesebb vélasz a reaktiv
oxigénformak (ROF) képzbdése és a sejten bellli oxidativ mikrokdrnyezet kialakulésa.

A f6l1di élet szdmara nélkiilozhetetlen oxigén, kiilonb6z6 redukalt allapotaiban egyike az €16
szervezetekre legnagyobb veszélyt jelenté anyagoknak. Az oxigén négyelektronos redukcioja
valamennyi aerob szervezetben végbemegy, ahol az oxigén a 1égzési lanc végso elektronakceptora.
A folyamat koztes 1épései soran részlegesen redukalt termékek képzddnek. Mig a molekuléris
oxigén nem szamit reakcidképes vegyuletnek (Cadenas 1989), az oxigén részlegesen redukalt,
reaktiv formai igen reakcioképes, er6sen oxidativ tulajdonsagu vegylletek; reszben szabad gyokok,
mint pl. a szuperoxid és a hidroxil gyok, melyek parositatlan elektronnal rendelkeznek; részben
pedig olyan molekuldk, melyek reakcidik soran szabad gyok képzésére képesek, mint pl. a
hidrogén-peroxid és a szinglett oxigén. ROF képzdédnek zavartalan élettani koriilmények kozott is.
A sejten beliil képz6dott ROF semlegesitése tobbféle modon lehetséges: egyrészt elektrondonorok
segitségével, mint pl. a glutation, aszkorbinsav, karotinoidok, tokoferol; illetve enzimek katalizalta
reakciok révén, pl. szuperoxid-dizmutdz, peroxidazok, glutation-S-transzferaz, valamint az

aszkorbat—glutation ciklus enzimei Aaltal (Elstner 1982). Az oxidativ stressz kifejezés olyan
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sejtallapotra vonatkozik, amelyben a ROF koncentracidja megemelkedik. Kialakulasahoz az
oxidativ korilményeket kivaltd mechanizmusok, feltételek (biotikus vagy abiotikus stresszorok)
valamint a sejt antioxidans védelmi rendszere kozoétti finom egyensuly felborulasa vezet (Apel és
Hirt 2004, Cadenas 1989, Diaz-Vivancos et al. 2006, Scandalios 1990, Smirnoff 1998).

Alapvet6 kiilonbség van azonban a kiilonboz6 tipusu stresszorok kozott: a biotikus stressz
kezdeti megnyilvanulasa lokalis, csak a fert6zési hely kozvetlen kornyezetében 1évd sejtek
anyagcser¢jét érinti, majd a korfolyamat kifejlodésének, illetve a novény védekezésében szerepet
jatszo jelatviteli rendszer aktivalodasanak kovetkeztében terjed ki befolyasa fokozatosan az egész
novényre. Az abiotikus stressz ezzel szemben egy idOben fejti ki hatdsat a teljes novényi
szervezetre. A ROF képzdédésének mechanizmusa szintén kiilonbozd a kétféle tipusu stressz
esetében: korokozok fert6zése olyan novényi enzimek (sejtmembréanban NAD(P)H-oxidaz,
sejtfalhoz kotott peroxidazok) miikodését indukalja, amelyek szuperoxidot es hidrogén-peroxidot
termelnek, az abiotikus stressz nyoman fokozott mennyiségben képz6d6 ROF viszont foként a
fotoszintetikus és a 1égzési elektrontranszportlanc zavardra vezethetd vissza. A kétféle stressz eltérd
modon hat a ndvény antioxidans rendszerére is. Az abiotikus és biotikus stresszek kdlcsonhatasara
irdnyulo vizsgalatok eredményét nagymértékben befolyasolja az alkalmazott abiotikus stresszor
intenzitasa, a Kkivalasztott gazda—korokozd kapcsolat jellege, és a stresszorok egymashoz

viszonyitott id6ézitése (Pogany et al. 2006).

2.1.1. Reaktiv oxigénfor mak

Az oxigenmolekula két parositatlan elektronnal rendelkezik, tehat kétszeresen is szabad
gyok. Ehhez képest meglepden k6zombos, aminek magyarazata abban rejlik, hogy alapéllapotban
triplett szerkezetil, azaz a két parnélkiili elektronja azonos spinti, ezért mas molekulakkal a Pauli-
féle tilalmi elv értelmében nem reagalhat. Az életfolyamatok soran azonban az oxigénnel vald
reakciok létfontossagiiak. A kis reakcioképességli oxigént ennek érdekében aktivalni kell. Az
oxigén aktivalasa kétfélekeppen torténhet (1. abra): ha ellentétes spindllast szinglett allapotra
gerjesztodik, vagy ha egyelektronos redukcidval negativ téltést kap, majd sorozatosan redukalodik

egy-egy tovabbi elektron felvételével.

'O, OH"

3 e A e, H” e, H" e, H

0, ——» 0O,° — H,0, — OH° — H,0
dioxigén szuperoxid hidrogén-peroxid hidroxil gyok viz

1. &bra. Az oxigen aktivalasa.
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A reaktiv oxigénformak (ROF) részben parositatlan elektronnal rendelkez6 szabad gyokok,
részben olyan aktiv molekulak, amelyek szabad gyokoket termelnek spontan végbemend kémiai
reakciok soradn. Elektronszerkezetiiket tekintve atmenetet képeznek a legoxidaltabb allapotu
dioxigén és a legredukaltabb allapotu viz kozoétt. Az ROF legfontosabb fajtait mutatja be az 1.
tablazat. A nagy reakcioképesség azonban relativ fogalom. A szuperoxid gydk és a nitrogén-
monoxid gyok kevéssé aktiv, mig a hidroxil gyok szinte barmivel azonnal reagél. A tdbbi
szarmazék reakcioképessége atmeneti (Darley-Usmar et al. 1995). Agresszivitasukbdl kifolyolag az
oxigén szabad gyokok karosithatjdk az életfontossagd makromolekulakat: lipideket, fehérjéket,

nukleinsavakat, ezért a névenyekben szamos antioxidans all rendelkezésre méregtelenitésiikhoz.

1. tdblazat. Az oxigén részlegesen redukalt aktiv szarmazekai.

Szabad gyok Molekula

szuperoxid, O;* hidrogén-peroxid, H,O,
hidroxil, OH* hipoklérossav, HOCI
peroxil, RO’ 6zon, O3

alkoxil, RO® szinglett oxigén, ‘O,
hidroperoxil, HO,* szerves peroxid, ROOH
nitrogén-monoxid, NO* salétromossav, HNO,
nitrogén-dioxid, NO,* dinitrogén-trioxid, N,O3

dinitrogén-tetroxid, N,O,
peroxi-salétromossav, ONOOH

szerves peroxinitrit, ROONO

Abiotikus stressz esetében a ROF keletkezésének forrasa lehet egyrészt a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc (az 1. és a Il. fotokémiai rendszer egyarant) (Asada és Takahashi 1987,
Asada 1999), és a légzési elektrontranszportlanc (Dat et al. 2000), mindketté szuperoxid gyokot
termel. A fotoszintézis masrészt a klorofillmolekulak gerjesztése sordn szinglett oxigén
képzddéséhez vezet (Asada és Takahashi 1987). Ezek a folyamatok tehat a névényi sejt egeszséges
miitkodése nyoman is ROF keletkezését eredményezik. Ezen kivll a ndvényi sejt stressz hatdsara
aktiv modon is képes ROF eldallitasara. A kulcsenzimek a plazmalemmaba agyazott NADPH-
oxidaz (Grant és Loake 2000, Hammond-Kosack és Jones 1996), ami szuperoxidot termel, tovabba

a sejtfalban elhelyezked6 peroxidazok (Grant és Loake 2000, Hammond-Kosack és Jones 1996), a
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sejtkdzotti jaratokban talalhaté amin-oxidaz (Allan es Fluhr 1997) és az oxalat-oxidaz (Dat et al.
2000), amelyek aktivitdsa kovetkeztében hidrogén-peroxid halmozddik fel a sejtkdzotti térben.
Fontos megemliteni, hogy egyre tobb eredmény mutat a ROF kulcsfontossagt szerepére kiilonboz6
jelatviteli folyamatokban (Foyer és Noctor 2005). A ROF anyagcseréjéenek dsszetettségét azonban
nem csak lehetséges képzOdésiik sokféleségében latjuk, hanem még inkabb a ROF semlegesitésére

szolgal6 antioxidansok széles korének szinte minden sejtalkotdra kiterjed jelenlétében.

2.1.2. A novények antioxidans védelmi rendszere

A kornyezeti valtozasok elviseléséhez és a kdrokozok tamadasa elleni eredményes
védekezéshez elengedhetetlen a novényi anyagcsere rugalmassaga €és dinamizmusa. A
stresszhelyzetekben fokozott mennyiségben keletkez6 ROF gyors feldolgozésa szlkséges az
oxidativ karosodas kivédesehez. A sejten belili mikrokdrnyezetben a ROF életidejét az antioxidans
rendszer hatarozza meg, amit szamos enzim és alacsony molekulasulyu vegytilet alkot (Noctor és
Foyer 1998).

A reaktiv oxigénformak elleni védelem els6 vonalat a citoszdlban, peroxiszdmékban és
kloroplasztiszokban lokalizalt szuper oxid-dizmutazok (EC 1.15.1.1.) jelentik, melyek a kovetkezo
reakciout katalizisében jatszanak szerepet (Elstner 1982):

20, — 0;+H;0,
Az altaluk katalizalt reakcid termékeként létrejott, sok szempontbol kdzponti jelentéségii hidrogén-
peroxid aranylag stabil reaktiv oxigénforma. Emiatt a tobbi ROF rovid idén belll hidrogén-
peroxidda alakul (Allan és Fluhr 1997). Elektromosan semleges és kevesbé reaktiv, ezért képes
athatolni a membranokon, igy keletkezési helyér6l mas sejtekbe vandorolhat. Semlegesitésére
kiilonb6z6 folyamatokban, kiilonb6z6 enzimek hatasara kerilhet sor.

A ndvenyi peroxiddzok (EC 1.11.1.7.) protohem prosztetikus csoportot tartalmazo,
gliikoprotein enzimek, melyek a kdvetkez6 reakciot katalizaljak:

DH; + H,0, — D+2H;0
ahol DH, az elektrondonor, melyre a legtdbb névényi peroxidaz (POX) kevéssé specifikus: in vivo
tobbek kozott kiillonbozd fenolokat, fenolszarmazékokat oxidalnak, in vitro aktivitds-meérésekhez
pedig szamos vegyulet alkalmazhatd, példaul a gvajakol vagy a pirogallol. A legszélesebb kdrben
alkalmazott vegyulet miatt gvajakol-peroxidaznak is nevezik az ebbe a csoportba tartozé enzimeket.
Szamos élettani funkciojuk ismert (Asada 1992), tébbek kozott részt vesznek a lignin
bioszintézisében (Gross 1978), az etilén képzodésében, az indol-ecetsav bomlasaban (Salin 1987).
Jelent6s szerepiik van az oOregedési folyamatokban (Wyen et al. 1971). Megtalalhatéak a
vakudlumban, a sejtfalban, a citoszolban és az apoplasztban; a sejtszervecskékben viszont- igy

tobbek kozott a kloroplasztiszban — nem. Sejtvéd6é hatasuk elsésorban az enzimreakcid soran
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letrejott oxidalt termékek élettani szerepében rejlik (Asada 1992), de nem zarhatdé ki a H,0,
semlegesitésének jelentésége sem. A POX aktivitdsdnak megemelkedése altaldnos valasz szinte
valamennyi stresszhatds esetében, mint pl. az alacsony hémérsékletre, kiilonb6z6
xenobiotikumokra, a novényi korokozok fertézésére, a levegOszennyezésre, vagy a talaj
megndvekedett nehezfém-tartalmara (Hegediis et al. 1997, Rabe és Kreeb 1979, Van Assche és
Clijsters 1990).

A kataldz (EC 1.11.1.6.) négy alegységbdl allo, hem prosztetikus csoportot tartalmazéd
enzim, mely a hidrogen-peroxid hidrogéndonor nélkili bontasat katalizalja:

2H,0, —» 2H,0+0,

A Kkatalizalt reakcido sebessége meglehetGsen nagy, viszont a katalaz szubsztrataffinitasa Kicsi
(Willekens et al. 1995). A katalaz az egyik legjelentdsebb hidrogén-peroxidot semlegesitd enzim a
novényekben, amely a peroxiszomékban, a glioxiszomakban és — kukorica esetében — a
mitokondriumokban talalhato (Salin 1987, Scandalios 1990, Willekens et al. 1997). A katalaz,
kompartmentalizécidja kovetkeztében, elsésorban a fotorespiracié soran képz6dé hidrogén-peroxid
semlegesitésében jatszhat elsddleges szerepet, jOllehet a hidrogén-peroxid a membranokon Altali
diffazidval a sejt legkiilonboz6bb részeibe kdnnyen eljut (Willekens et al. 1997).

Az aszkorbinsav-peroxidaz (EC 1.11.1.11.) protohem prosztetikus csoportot és nem hem
vasat tartalmazd enzim, mely a kovetkezd reakciot katalizalja:

2 aszkorbinsav + H,O, — 2 dehidroaszkorbinsav + 2 H,O
Hidrogén-peroxidra nézve nagyobb affinitassal rendelkezik, mint a katalaz. Az APX aminosav-
sorrendje és mas molekularis tulajdonsagai alapjan jol elktlonil a klasszikus ndévenyi
peroxidazoktdél (Asada 1992, Mehlhorn et al. 1996). Az aszkorbinsav-peroxidaz a ndévényekre és
algékra jellemz6 enzim, amely a kloroplasztiszt és a tobbi sejtalkotot védi a hidrogén-peroxid és
méas ROF karosito hatasatol. Az enzim alacsony pH optimuma arra enged kovetkeztetni, hogy a sejt
savas részeiben miikddik leghatékonyabban, igy pl. a vakuolumban, illetve az apoplasztikus térben
(Asada 1992). Az APX izoenzimek aktivitasa kimutathatd a kloroplasztiszban, a citoplazméban és
az apoplasztban. A kloroplasztidialis izoenzimnek tilakoidhoz kotott és sztromaban oldott formaja
letezik (Chen és Asada 1989, Grace et al. 1995). A kloroplasztiszban kimutathatd izoenzimjei
elektrondonorként szinte kizarolag az aszkorbinsavat fogadjak el, aszkorbinsavmentes kozegben
rovid élettartamuiak, ellentétben a citoplazmatikus izoenzimmekkel, amelyek példaul a pirogallolt is
képesek oxidalni (Asada 1992).

A novényekben képz6dé ROF kordaban tartasara szakosodott aszkor bat—glutation ciklus

(2. abra) els6 eleme tehat a hidrogén-peroxidot semlegesité APX.
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H,0, aszkorbat

)/

MDHAR GSSG

APX Y
H,0 j\» MDHA / DHAR GR
@tén /\ (A}
DHA 2 GSH NADP

2. dbra. Az aszkorbat—glutation ciklus (vagy Halliwell-Asada ciklus) névényekben.

NADPH

Az APX enzim mitkddése soran az aszkorbinsav monodehidro-aszkorbatta (MDHA) oxidalédik. Ez

viszonylag kevéssé reakcioképes, rovid életidejii szabad gyok, spontan diszproporcionalddik

aszkorbatta és dehidroaszkorbatta (DHA), vagy a tilakoidmembranban monodehidro-aszkor bat-

reduktaz enzim (EC 1.6.5.4; MDHAR) altal katalizalt folyamat soran aszkorbinsavva redukalddik:
2 monodehidro-aszkorbat + NAD(P)H + H* + — NAD(P)" + 2 aszkorbat

MDHAR aktivitds megfigyelhetd tobb sejtalkotoban is mint a kloroplasztiszok, a citoszol,

mitokondriumok, glioxiszomak és levél peroxiszomak. (Leterrier et al. 2005)

Az oxidalt dehidroaszkorbinsavbdl (DHA) a dehidroaszkorbat-reduktaz enzim (EC
1.8.5.1; DHAR) hataséra, redukalt glutation terhére regeneralodik az aszkorbinsav. A glutationt az
aszkorbat—glutation ciklusban a glutation-reduktaz enzim (EC 1.6.4.2) redukédlja NADPH
felhasznalasaval (Alscher et al. 1997):

GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP"

Az aszkorbat—glutation ciklusban fontos szerepet jatsz6 glutation-reduktdz (GR) enzim
aktivitasanak stressz hatasara torténé novekedését szamos esetben leirtak (Clijsters et al. 1999,
Noctor et al. 1998), ugyanakkor annak csokkenését (Gallego et al. 1996) és valtozatlansagat
(Wingsle et al. 1992) is tapasztaltdk bizonyos esetekben. Az enzim fokozottabb aktivitdsa szamos
oxidativ stresszel szemben nagyobb ellenallésagot biztosit (Foyer et al. 1995), ugyanakkor az is
bizonyitott, hogya magasabb GR aktivitas és az annak hatasara megndvekedett GSH/GSSG arany
onmagaban nem képes a stresszel szembeni ellenallosag javitasara, csak abban az esetben, ha mas
antioxidans hatast enzimek (pl. SOD) aktivitdsa is fokozodik (Malan et al. 1990). Az
aszkorbat—glutation ciklus enzimeit eldszor a kloroplasztiszban mutattak ki, jollehet jelen vannak
mind a fotoszintetizal6, mind a nem fotoszintetizalé szOvetek citoplazmajaban és kiilonb6z6
sejtszervecskeiben is (Foyer 1993).

A ciklus alacsony molekulasulyd nem-enzimatikus antioxidansainak (aszkorbinsav és

glutation) szerepét hangsulyozza Noctor és Foyer szemlecikke (1998). A ndvények antioxidans
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kapacitdsanak megitélésekor nem csupan e vegyuletek teljes kimutathatd mennyisége, hanem az
aszkorbét és glutation ,,pool” oxidacios szintje, azaz redukald kapacitéasa is lényeges informacio.
Az aszkorbat—glutation ciklus enzimein kivil a novények antioxidans hatasd védelmi
rendszerehez tartoznak még a glutation-S-transzferdzok (EC 2.5.1.18; GST), olyan
hidrofdéb, a sejtekre nézve mérgezé szubsztratokkal (Mannervik és Danielson 1988). A glutation-
konjugatumokat a ndévény kivalaszthatja a vakudlumba vagy az apoplasztba. Néhany GST
glutation-peroxidazként is mukodik, igy kozvetlen védohatast fejt ki oly modon, hogy a szerves
peroxidok inaktivalodasat katalizalja glutation-diszulfid létrehozéasaval (Bartling et al. 1993),
valamint a GSH-szint ndvelésével visszacsatolasos szabalyozds reévén. A megndvekedett
glutationszint kiilonb6z6 védohatasu gének (példaul: fitoalexin, GST-k bioszintézisének génjei)
atirodasat is indukalja (Wingate et al. 1988). A legtobb novényi GST nehézfémstressz,
etilénkezelés, ndvenykorokozok elleni stressz-valasz, sebzés vagy 0zon hatasara indukalodik,
amibdl arra kovetkeztettek, hogy szerepiiket az oxidativ stressz elleni védekezd mechanizmus
részeként kell értekelni (Marrs 1996). Transzkripcidjanak serkentésében az elsédleges szignal
szerepét a hidrogén-peroxid jatssza. Az oxidativ stressz kivédésén kivil fontos feladataik vannak a
sejt szamos anyagcsere folyamataban: példaul az antocianok képz6désében és az auxinok

aktivitdsnak szabalyozéasaban, sejten belili transzportjukban (Alfenito et al. 1998, Marrs 1996).

2.1.3. Az oxidativ stessztiirés alakuldsa a novények élettani allapotanak fiiggvényében

Az Oregedés folyaméan altalaban csokken a ndvények antioxidans kapacitasa, igy oxiditav
stressz-ellenallosaga is (Adam et al. 1995). A ndvényi szovetek dregedése (szeneszcencigja), ami
végs6 soron a sejtek halalahoz vezet, fokozza az abiotikus stresszorok karositd hatasat, valamint
kedvez a nekrotrof korokozdk tamadasanak (Barna et al. 1985, 2003a). Ennek oka az, hogy az
oregedd szovetek kevésbé ellenalloak a nekrotrof korokozok altal termelt toxinokkal, sejtfal- és
membranbonto6 enzimekkel és a membranlipidek autolizisével szemben (Barna és Gyorgyi 1992). A
szeneszcens sejtek membranjaiban a szabad szterol/polaris lipid (elsésorban foszfo- €s galaktolipid)
arany megemelkedik, a membranok merevebbekkeé, kevéshé ellenallova valnak (Barna et al. 1993,
1995). A novenyek fiatal szdveteire, illetve az olyan in vitro-szelektalt vagy transzgenikus
novényekre, melyek fokozott juvenilitast mutatnak, jellemzé a megemelkedett enzimatikus és nem-
enzimatikus antioxidans aktivitas, s ez parhuzamban all kiilonféle eredetii, ROF-felnalmozodast
eredményez6 oxidativ stresszel szembeni fokozott ellenallo-képességgel (Barna et al. 1993, 2003a,
Dertinger et al. 2003). Itt érdemes megemliteniink a kereszttolerancia jelenségét, azaz a tényt, hogy
ha egy bizonyos stresszre tolerancia alakul ki a névényben, akkor az tovabbi, egyéb stresszorokkal
szemben is nagyobb ellenall6-képességet fog mutatni (Pastori és Foyer 2002, Shaaltiel et al. 1988).
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Ha a legveszélyesebb reaktiv oxigénforma, a hidroxil gyok képzodése gatolt, akkor a
kornyezeti eredetli stressz vagy a korokozO tdmadésa soran bekovetkezd szoveti k&rosodas is
mérséklédik (Deak et al. 1999, Hegediis et al. 2008). A szOvetek Oregedeését mesterségesen
lassithatjuk is. Igy a ndvény juvenilitasat noveli a fokozott nitrat nitrogén dozisok alkalmazésa, a
csucsrigy eltavolitasa, vagy citokininekkel valo kezelése, illetve olyan gének beépitése a genomba,
melyek a juvenilitds fokozdsan keresztiil vagy kozvetlenil novelik az antioxidansok szintjét a
ndvényben (Hegedis et al. 2004). A szeneszcencia ezeken a modokon torténé lassitasa, az el6bb
emlitett biokémiai/élettani valtozasok eléidézésével noveli az ellenallésagot a nekrdzist okozd
korokozokkal és abiotikus stresszorokkal szemben (Adam et al. 1990, Allen et al. 1997, Barna et al.
1997, Deék et al. 1999, Horvéth et al. 1999, Szekacs et al. 2000). Fontos azonban megemlitentnk,
hogy a juvenilitas fokozasa els6sorban a sejtek elhalasat, a nekrozisok kialakulasat gatolja, és csak

ezen keresztul hat a kérokozora.

2.2. Abiotikus stressz

Az abiotikus eredetii stressz el6idézésére egy jellemz6 példa a nehézfémek okozta oxidativ
karosodas. A kiilonb6z6é emberi tevékenységek hatasara vilagszerte jelentdsen ndvekedett az elmult
évtizedekben az ipari korzetek és varosok talajanak nehézfém-tartalma (Kadar 1993). Széles korben
vizsgaltak a nehézfémek hatasat a kiilonb6z6 anyagcsere folyamatokra, kulonos tekintettel a
fotoszintézisre (Krupa és Baszynski 1995, Lang et al. 1998). Altalanossagban elmondhatd, hogy
karositjak a membranokat, gatoljak a Klorofill bioszintézisét, tovabba a fotoszintézis sotét- és
fényszakaszaban végbemend reakciokat, mivel kdlcsonhatasba lépnek az elektrontranszportlanc
komponenseivel és (vagy) befolyasoljak a Calvin-ciklus enzimeinek szerkezetét és funkcidjat. A
nehézfémek tobb enzim aktivitasat csokkentik, ami kilonféle okokbol alakulhat ki. Okozhatja a fém
kozvetlen gatlé hatasa, de mas folyamatok (pl. az oxidativ stressz korilményei kozott létrejott
valtozasok) kozvetett hatdsa is (Clijsters et al. 1999, Hegedis et al. 2001, Sanita di Toppi és
Gabbrielli 1999). Ennek eredményekeppen megemelkedett H,0,-képz6dés és lipid-peroxidaciod
tapasztalhaté mind a levelekben, mind a gyokerekben.

A sOstressz egy masik antropogén eredetii, és sajnos az egyre nagyobb teriileteket érintd
elsivatagosodassal parhuzamosan névekv6 gondot jelentd abiotikus stressz. A talaj és az 6nt6zoviz
magas s0-koncentracioja egyike a szaraz ¢s félszaraz ovezetek mezdgazdasagi termelését legjobban
veszélyeztetd tényezOknek. A tobblet ionok jelenléte a gydkérzonaban eldszor karositja a ndvény
gyokereit, majd ezt kdvetden az ionok feldusulnak a fold feletti ndévenyi részekben, ami komoly
karosodast jelent a névényi anyagcsere szamara. Mindez végul satnya ndvekedéshez és csokkent
terméshozamhoz vezet (Shannon 1997). A novényekben az elszikesedés és a szarazsag okozta
NaCl-toxicitas és a talaj alacsony vizpotencialjanak ellenstlyozasara kialakult, 6sszetett rendszerrél
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Munns és Tester (2008) szemlecikke ad attekintést. Ezen Kivil a sos talajokon termesztett
ndvényeknek sétoleranciat biztositani, azaz a termés kiesést csokkenteni keépes a mikorrhiza és
endofita gombékkal kialakitott szimbiotikus kapcsolat is (Rodriguez et al. 2004).

2.3. Biotikus stressz: novény—korokozé kapcsolatok

A novény-korokozo talalkozasok kimenetele igen sokféle lehet, és természetesen tobbféle
modon lehetséges ezeket osztalyozni. A kutatocsoportunkban elfogadott felosztds szerint (Barna
1998) egy adott korokozdval szemben a novény lehet ellenallé (inkompatibilis kapcsolat; ez a
leggyakoribb eset), fogékony (kompatibilis kapcsolat; ez sokkal ritkabban fordul el6), vagy
létrejohet a kett6 kozotti szamos, atmeneti tipust kapcsolat is (ezekre itt nem térink ki). A
ndveények korokozokkal szembeni ellenalld-képességének (reziszenciajanak) kiilonbozé formait a 3.
abran bemutatottak szerint csoportositjuk (Kiraly és Barna 2007, Kiraly et al. 2007), a fogékonysag
felosztasa pedig a 4. abran lathaté (Barna 1998).

Rezisztencia

o

Preformalt Indukalt Aspecifikus Specifikus
(passziv) (aktiv)
—_ @@ J
) o ! o I o 4 o N
Axénia Horizontalis Vertikalis Lokalis Gén-
| (LSzR) csendesités
& J & J

( Pl:Nem ) ( Fajta/rassz ) (Szisztemikus |
| gazdanovény | [T| (extrém)
G _/
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| rezisztencia | | (HR kiséri) | (SzSzR)
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3. &bra. A ndvényi rezisztencia (ellenallosag) tipusai.
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Fogékonysag

Fogékonysag Alrezisztencia Tolerancia Szer zett
(korokozo terjed, (elkalonulés (k6rokozo terjed, (indukalt)
jellemzo tiinetek) térben/idoben) enyhe tiinetek) fogékonysag

4. dbra. A novényi fogékonysag tipusai.

Az abrékon vastagon szedett rezisztencia- és fogékonysag-formakkal foglalkoztam jelen

dolgozatomban, igy részletesen csak ezeket targyalom a tovabbiakban.

2.3.1 Vertikdlis (rassz-specifikus) és horizontalis (nem specifikus) ¢r 6klott rezisztencia

Az 0roklott rezisztencia tobbféle tipusa is el6fordul pl. a termesztett arpafajtakban az arpa
lisztharmatos betegségét kialakité Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) gombaval szemben. E
biotrof korokozo az €16, sét, minél fiatalabb novényi szoveteket kedveli, ezeken tud megfelelden
novekedni és szaporodni. A kiserleteinkben hasznalt Bgh A6-os rasszaval szemben rassz-specifikus
(vertikalis) rezisztenciat alakit ki arpaban az Mlal2 és az Mlg gén, mig az Mlo gén recessziv mlo5-
os allélje széleskorli (nem rassz- és fajtaspecifikus, tehdt horizontélis) rezisztenciat kdlcsondz
évtizedek Ota arpanak az A6-oson tul is, szinte valamennyi lisztharmat-izolatum ellen (Heitefuss
2001). E gének a gomba fejlodésének kiillonbozd szakaszait gatoljak az arpalevélen, fenotipusosan
is elkiilonithet6 modon. Hatékony Mla allélek miikddése kovetkeztében a gomba behatolasi pontjan
epidermisz sejtelhalds, vagy az alatta 1évd mezofill sejtekre kiterjedd, szemmel is lathatd
clhalasokat eredményez6 tulérzékenységi reakcio (HR: hypersensitive reaction) alakul ki a gomba
feltartoztatasara. Az MIg gén hatasara csupan magat a megfert6zott epidermalis sejtet érintd,
mikroszkopikus HR alakul ki. Az mlo5 allél viszont még a megtdmadott sejtet is életben hagyva,
egy hatékony papilla fejlesztésével gatolja a gomba fejlodését (Hiickelhoven és Kogel 1998,
Hickelhoven et al. 1999). A fogékony arpa epidermiszén azonban a csiratdmldt hajto
lisztharmatspdra apresszoriumot fejleszt, be tud hatolni a sejtbe, ahol létrehozza a tapanyagok
felvételéhez szlikséges hausztoriumot, valamint a névény felszinén névekedve beboritja azt hifaival
(5. abra).

Az inkompatibilis koérokozok tamadasara a novények egyik legkorabbi valasza az
el6zéekben targyalt ROF felhalmozasa, mint pl. a szuperoxid (O,° ) és a hidrogén peroxid (H,0,).

A lisztharmat-fert6zés hatasara specifikus festéssel és mikroszkoppal kimutathatd korai, erés HoO,-
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felhalmozodas tapasztalhat6 az Mla-, Mlg- and mlo-tipusu rezisztens arpaban, a fogékony
névényekben viszont nem (Huckelhoven et al. 1999). A ROF mennyiségi meghatarozédsa és az
azokat egyensulyban tartd6 antioxidansok alakuldsédnak vizsgélata a kiilonb6z6 rezisztens

arpavonalakban és a fogékony fajtaban volt dolgozatom egyik témaja.

5. &bra. Arpa rezisztencia-tipusok arpa lisztharmattal szemben Hiickelhoven és munkatarsai rajza
alapjan (1999). A fényképeken az Mla és Mlg arpa HR soran elhalt sejtjei autofluoreszkalnak
ibolyantali (UV) fényben, mig az mlo rezisztenciagent hordozo arpa epidermalis sejtjében

papillaképzddést figyelhetiink meg lathato fényben.
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2.3.2. Szisztemikus szer zett rezisztencia

A novények sokszor szisztemikus, az egész ndvényre kiterjedd valaszt adnak a lokalis
fertézésekre, s ez széles spektrumu, hetekig, hénapokig fennalld rezisztencidhoz vezet virusok,
baktériumok és gombak ellen egyarant (Ryals et al. 1996). Az els6 fert6zés hatasara fejlédik ki, és
az utana bekovetkez6 jabb fert6zések ellen fejti ki hatasat az indukalodott rezisztencia (Kué¢ 1982).
Mivel az egész novényi testben kialakul a rezisztencia, az indukalt betegség-ellenallésag eme
formajat szisztemikus szerzett rezisztencianak (SzSzR) nevezziik. Erdekessége, hogy a kiilonboz6
korokozok okozta fertézések ugyanazt a tipust rezisztenciat idézik eld, ami azt sugallja, hogy a
sokféle felismerési reakcid egy kozos ttra terelédik a ndvenyi valasz kialakulasa soran (Dangl és
Holub 1997, Ryals et al. 1996). Az SzSzR jelensége szoros kapcsolatban all a szalicilsav szintjének
emelkedésével és a korfolyamat-fiiggé (pathogenesis-related) fehérjék felhalmozddasaval (Van
Loon 1997).

Rezisztens dohanyndvényekben, mint példaul a tulérzékenységi valaszért felelés N gént
hordoz6 Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc fajtdban, a dohany mozaik virus (Tobacco mosaic
virus, TMV) lokalizalt fert6zést okoz. A Xanthi-nc ndvényegyedek virussal inokulalt leveleiben a
koordinalt, programozott sejthalalt a virus szaporoddsanak a fertézés helyét koriilvevd kis
teruletekre korlatozddasa (léziok) és SzSzR kialakulasa Kiséri. A Xanthi-nc dohany elsédleges
TMV-fert6z6dése fokozza egy masodik TMV-tdmadassal szembeni lokaliz&cios valaszt, aminek
kovetkeztében az elsddleges fertdzéshez képest tavolabb (feljebb) elhelyezkedd leveleken fert6zés
utan kevesebb és kisebb kiterjedésii 1ézid jelenik meg (Ross 1961). A SzSzR kialakuldsa a TMV-
fertdzés hatasara helyileg €s szisztemikusan keletkez6 szalicilsav felhalmozddasatol fiigg (Malamy
et al. 1990, Metraux et al. 1990). Kutatocsoportunk korabbi eredményei szerint az antioxidansok
fokozott aktivitdsa is hozzajarul a SzSzR sorédn a nekrotikus tiinetek visszaszoritdsdhoz (Fodor et al.
1997, Kiraly et al. 2008). Erdemes megemliteni, hogy a szalicilsav ezen kiviil a névények abiotikus
stressztiird-képességenek fokozasaban is szerepet jatszik (Janda et al. 2007a).

A bakterialis eredeti nahG gént kifejezd transzgenikus Xanthi-nc dohanyndvények
(tovabbiakban: NahG) csokkent mennyiségii szalicilsavat tartalmaznak, mivel ez a gén szalicilat-
hidroxilaz enzimet kdédol, ami a szalicilsavat katekolla alakitja (Gaffney et al. 1993). Ezekben a
transzgenikus novényekben a nahG gén folyamatos kifejezédése elegendé a SzSzR-valasz
megszintetésére. A NahG dohanyndvenyek a TMV-fert6zéssel szemben érzékenyebbek, és a vad
tipusi Xanthi-nc novényekhez képest nagyobb terjedelmii nekrotikus teriiletekkel reagalnak
jelezvén, hogy a szalicilsav fokozott termelése alapvetéen sziikséges a TMV-vel szembeni
rezisztenciaban (Delaney et al. 1994). A Xanthi-nc és NahG dohanyndévenyek TMV-fertézésre
adott metabolikus vélaszanak 6sszehasonlito elemzése hozzajarulhat ahhoz, hogy a szalicilsavnak a
TMV-indukalta SzSzR-j&ban jatszott hatdsmechanizmusat jobban megértsiik.
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2.3.3. Szisztemikus indukalt rezisztencia

Endofita arbuszkularis mikorrhiza gombéakkal kialakult szimbi6zis a gazdandvények
szamara bizonyos foku védelmet nyujt a kedvezdtlen kornyezeti tényezok okozta stresszel szemben
(Newman és Reddell 1987). A kolcsonosen kedvezo kapcsolat tovabba képes szisztemikus indukalt
rezisztenciat kialakitani a névenyben korokozok tdmadasa ellen. Nemrég egy gyokér endofita
bazidiumos gomba, a Piriformospora indica esetében mutattak ki, hogy fokozza az arpa ellenallé-
képességét gyokér- és levélbetegségek ellen, valamint csokkenti enyhe sostressz karositd hatasat
(Waller et al. 2005). A novény metabolikus aktivitasanak és antioxidans rendszerének az endofita
altali indukalasa és a gazdandvényben kialakult szisztemikus indukalt rezisztencia 6sszefuiggéseit

vizsgaltuk munkank kovetkezo szakaszaban.

2.3.4. Szer zett fogekonysag

Annak ellenére, hogy a kereszttolerancia jelenségével kapcsolatban elmondhato, hogy egy
elsédleges, enyhébb mértékii stressz altaldban ellenallova teszi a névényt egy mésodik stresszel
szemben, bizonyos esetekben ennek forditottja is lehetséges. Ha a novényt els6ként érd stressz
tulzott mértéki, illetve ha a masodik stresszhatas tamadasa el6tt a névénynek nincs ideje kiheverni
az els6bdl eredd karosodast, azaz nem tud anyagcsere-Utjainak modositasaval alkalmazkodni, akkor
pl. egy adott kdrokozora rezisztens novény is fogékonnya vélhat. Koradbban ezt a jelenséget
prediszpozicionak hivtak.

Az arpa lisztharmatra fogékony ’Ingrid’ arpafajtdban, valamint annak kiilonb6z6
rezisztenciaformakat kialakité génekkel rendelkezd, kozel-izogen vonalainak (Mla, Mlg, mlo)
egyedeiben egy elézetes hésokk-kezelés fokozza a fogékonysagot, illetve letdri a rezisztenciat és
fogékonysagot indukal a Bgh lisztharmat gombaval szemben (Barna et al. 2003b). Ez a jelenség a
nem rassz-specifikus, széles spektruma rezisztenciat kédolo mlo rezisztenciagént hordozé arpavonal
esetében a leginkabb meglepd, igy els6ként ebben a vonalban igyekeztiink utana jarni a folyamat

hatterében huzodo, génkifejezddés szintli valtozasoknak.

23



24



3. AMEGOLDANDO FELADATOK ISMERTETESE

,»1emat lehet adni és kapni. A téma adadik. Kialakulhat. Létrejohet és beindulhat. A témaval
kapcsolatban minden mozgasforma lehetséges, csak éppen a vdlasztas lehetésége kizart.”
Dévényi Tibor, biokémikus (1927—-2003)

Témavalasztasom (Dévényi 1975) soran az aldbbi megoldando feladatokkal szembesiltem:

3.1. Munkéank egyik ceéljaul tiztik ki dohanyndvények élettani allapota (juvenilitdsa vagy
szeneszcenciaja) és abiotikus eredetii oxidativ stresszel- nehézfémmel (higany-klorid), valamint
kiils6leg adagolt hidrogén-peroxiddal — szembeni ellenallo-képessege kozotti  0sszefliggés

tanulméanyozasat.

3.2 Osszehasonlitottuk a TMV-fertézésre adott anyagcsere valaszt (metabolikus aktivitas, lipid-
peroxidacid, lipid-Osszetetel) Xanthi-nc dohanyban és annak szalicilsav-felhalmozasban gatolt

transzgenikus vonalaban (NahG), mely utébbiban a TMV-fertézés hatdsara nem alakul ki SzSzR.

3.3. A lisztharmat-fertézést kisér6 H,O,-felnalmozodads mennyiségi  meghatarozasaval
parhuzamosan célunk volt az antioxidansok alakuldsanak vizsgalata fogékony Ingrid arpafajtaban,
valamint annak kilonféle rezisztencia-géneket hordozo, kdzel-izogén vonalaiban. Tovéabba arra
kerestlik a valaszt, hogy a kiilonb6z6 mértékii ROF-felhalmozéas vajon dsszefligg-e a fertézést

kisér6 membrankarosodassal és etiléntermeléssel.

3.4. A Piriformospra indica gyokér endofita gomba altal arpaban indukalt sétiirés biokémiai
hatterét kutattuk. Elettani ,stressz-jelzokkel” (anyagcsere aktivitds, zsirsav-osszetétel, lipid-
peroxidacid) kivantuk jellemezni sotiir6 és sdéérzékeny arpafajta valaszat erés sostresszre, P. indica-

val szimbidzisban vagy a nelkdil.

3.5. Hosokk-kezeléssel indukalt lisztharmat-fogékonysagot tanulményoztuk Blumeria graminis f.sp.
hordei-rezisztens mlo arpavonalon. A tinetmentes rezisztenciaval rendelkez6 mlo arpan
alkalmazott hokezelés és/vagy fertézés utan RT-PCR-mddszerrel vizsgaltuk kiilonb6z6, a névényi

vedekezési folyamatokban szerepet jatszo gének kifejez6déseben a valtozasokat.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Kisérleti alanyok

4.1.1. Dohany

Kisérleteinkhez az aldbbi dohanyfajtakat és -vonalakat neveltiik talajban, két alkalommal
attiizdelve, Uveghdzi kortilmények kozott (rendszerint 18-26°C hoémérsékleten, 60% relativ
paratartalom mellett, naponta 16 6ranyi, legalabb 15.000 lux fénynél), a kezelés és/vagy mintavétel
id6pontjaig, 6sszehasonlitd vizsgalat ald vetve a kovetkezd parositasokat:

a) Nicotiana tabacum L. cv. Samsun dohanyfajta 6regebb (alulrdl az 6todik) és fiatalabb
(alulrol a tizedik, azaz a legfelsé teljesen kifejlett) levelei.

b) Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1 (a tovabbiakban SR1) és citokinin-taltermel6
transzgenikus CTKm vonala. Itt mindkét dohanyvonalnal 6regebb (alulrol az 6todik) leveleket
hasznéltuk a kisérletekben. A CTKm dohanyt az MTA Névényvédelmi Kutatdintézetében allitottak
elé, mégpedig a CaMVp35S-ipt gént Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90RK) torzsével
valé transzformalas atjan vitték be SR1 dohanyba.

¢) Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc dohany (a tovabbiakban Xanthi), ami a Nicotiana
glutinosa dohanybdl szarmazd N gén révén rezisztens a TMV-vel szemben, és szalicilsavat
felnalmozni nem képes transzgenikus NahG vonala. A NOVARTIS Mez6gazdasagi
Biotechnologiai Kozpontja (Research Triangle Park, NC, USA) volt szives rendelkezésiinkre

crer

10 dohanytorzsét (a tovabbiakban NahG).

4.1.2. Arpa

Az arpa lisztharmattal végzett kisérletekhez hasznélt Ingrid arpafajta (Hordeum vulgare cv.
Ingrid) és visszakeresztezéssel elballitott, kozel-izogén vonalai (Ingrid Mlal2, Ingrid Mlg és Ingrid
mlo5) Kaglster és munkatarsai nemesit6é munkajat dicséri (1986). Lisa Munktdl, a Koppenhagai
Egyetem (Dania) gyiijteményébdl hozzank a Giesseni Egyetem Novénykortani Intézetével
(Németorszag) valo egyiittmiikodésiink keretében jutott el. NOvényeinket veghazi kérilmények
kozott (lasd: 4.1.1. fejezet), elézetesen sterilizalt talajban neveltilk, a vizsgalatokhoz minden esetben
az els6, azaz legalsO leveleket hasznéltuk.

A sostresszel kapcsolatos vizsgalatok soran soérzékeny ’Ingrid’ arpat hasonlitottunk 6ssze
sotliré ’California Mariout’ arpafajtaval (Epstein et al. 1980). Az arpa szemtermések feluleti
fert6tlenitéséhez 10 percre 0,25% Na-hipoklorit oldatba &ztattuk azokat, steril vizzel oblitettik,

majd 22°C-on csiraztattuk félsteril koriilmények kozott (sziirGpapiron, Petri-csészében). Két nap
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utdn a csirandvenykék egyik felét cserepekbe Ultettik 2:1 ardny( puffasztott agyag (Seramis,
Masterfoods, Verden, Németorszag) és Oil-Dri (megfeleldje: Terra Green, Damolin, Mettmann,
Németorszag) keverékébe. Fitotronban neveltik a ndvényeket 22/18°C nappali/éjszakai
hémérsékleten, 60% relativ paratartalom mellett és 16 6ras nappalhosszon (200 pmol m™s™
fotonfluxus siiriiség), heti rendszerességii tapanyag-utanpotlassal 0,1% Wuxal top N oldattal
(Schering, Disseldorf, Németorszag, N:P:K=12:4:6).

4.2. Szimbiotikus kezelés

A fenti (4.1.2.) mddon csiraztatott *Ingrid’ és *California Mariout” szemtermések masik felét
kezeltik Piriformospora indica gyokér endofita gombaval: a kétnapos csirak gyokeret steril
desztillalt vizzel homogenalt micélium-szuszpenzidba martottuk, miel6tt cserepekbe iiltettiik volna
az el6zo6 fejezetben leirt koriilmények kozott.

A P. indica gombat folyékony Aspergillus miniméal-tapoldatban (PeSkan-Berghofer et al.
2004) szaporitottuk fol. A gombamicélium mosésa és a micélium-szuszpenzié elkészitése Druege és
munkatarsai (2007) leirdsa alapjan tortént. A gyokerek gyarmatositasdnak mertékét egy hetes
novények 1 cm hosszu gyokeérszakaszain allapitottuk meg (McGonigle et al. 1990) Zeiss Axioplan
2 tipusu mikroszkdppal, miutan a gyokérszakaszokat 0,01% (w/v) savas fukszinnal laktoglicerinben
megfestettiik (Kormanik és McGraw 1982).

4.3. Abiotikus stresszor ok

4.3.1. Higany-klorid kezelés

’Samsun’ dohany oOreg és fiatal leveleit (lasd: 4.1.1. fejezet) az ép ndvényen kezeltik 0,01%-
os higany-klorid oldattal: a levelek felliletére ecsettel kentik fél az oldatot. 24 Ora elteltével
dugofuroval mintat vettink a kezelt levelekbdl, ismétlésenként 3 db 20 mm atmér6jii levélkorongot
desztillalt vizes ledblités utan 40 ml desztillalt vizre helyeztiink és szobahdmérsékleten inkubaltuk.
A kontroll mintadkhoz alkezelt (vizzel beecsetelt) levelekbdl vagtunk levélkorongokat.

4.3.2. Hidrogén-peroxid kezelés

’Samsun’ dohany Oreg és fiatal leveleit hidrogén-peroxid okozta kozvetlen oxidativ
stressznek tettiik ki kiilséleg az aldbbi modon: mintdnként 8 db, egyenként 9 mm atmérdji
levélkorongot vagtunk ki ép levelekb6l dugdfaroval, és 40—40 ml, kiilonboz6 toménységli
hidrogén-peroxid oldatra (50 mM, 100 mM, 200 mM) helyeztik. A kontroll mintakat 40 ml
desztillalt vizen uUsztattuk. Az SR1 és CTKm dohanylevelek H,O0,-tir6 képességét csak egy

koncentracional, 100 mM-os toménységli oldatokon vizsgéltuk, ugyanilyen médon.
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4.3.3. SGstressz
P. indica-val kolonizalt és kontroll ’Ingrid’ illetve *California Mariout’ &rpat sdkezelésnek
vetettiink ala: hdrom hetes koruktdl fogva 2 héten keresztiil folyamatosan alulr6l ontoztiik 6ket 100

vagy 300 mM-os steril NaCl-oldattal. A kontroll ndvényeket steril vizzel 6ntoztik.

4.3.4. Hésokk

Hokezelést 7 napos *Ingrid’, Mla, Mlg és mlo arpan hajtottuk végre gy, hogy a névények
fold feletti reszét 45 masodpercre 49°C-os vizfiirdébe martottuk (fejjel lefelé beldgatva). A
novények egy részét 24 oOraval késobb fertoztikk arpa lisztharmattal a 4.4.2. bekezdésben leirt

maodon.

4.4. Biotikus stresszor ok

4.4.1. Dohany mozaik virus

TMV-rezisztens Xanthi és szalicilsav-hianyos, transzgenikus NahG dohanyndvényeket
lokalis nekrotikus léziokat (HR) kivaltd korokozdval, a dohany mozaik virus (TMV: Tobacco
mosaic virus) Ul-es torzsével fertoztiikk. A virustorzs fenntartdsa a TMV-re fogékony ’Samsun’
dohényfajtan tortént, szintén Uveghdzban, a fertézéshez a jellemzé mozaikos tiineteket mutatd
leveleket (1 g levél 10 ml vizben) dérzsmozsarban homogenéltuk, és a kapott szuszpenziot kézzel
(abrazivum nélkdl) a levélfeltletre dorzsoltik. Kontrollként vizzel bedorzsolve alfertéztiink masik
novényeket. Az elsé fertézés alulrdl a 3. és 4. leveleken tortént nyolc hetes ndvenyeken. A méasodik
fertézés 14 nappal késébb a felsébb leveleken (5. és 6. pozicidban a hipokotil folott) tortént (2.

tablazat). Valamennyi mérést 10 hetes novények felso, 5. és 6. valddi leveleib6l vett mintan végeztiik.

2. tablazat. Fert6zési elrendezés. Nyolc hetes dohanynovények alulrol 3. és 4. leveleit fertéztik TMV-
vel vagy kontrollként alfertéztiik (végigdorzsoltiik vizzel, virus nélkil). Az 5. és 6. leveleket ket hét

elteltével fertdztiik.
Jelolés Fert6zés
also leveleken felsd leveleken
TMV —— nincs nincs
TMV — + nincs ™™V
TMV + + T™MV T™MV
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4.4.2. Arpaliszthar mat

Az arpa lisztharmatos betegsége korokozéjanak (Blumeria graminis f. sp. hordei A6-0s
rassz) fenntartdsara fitotronban elkilonitett fogékony ’Ingrid’ arpafajtat vettink igénybe. A
fert6zést sajat készitésti fertézétoronyban (Ures kartonpapir dobozban) végeztik. Lisztharmattal az
arpanovényeket 7 napos korukban fertdztilk a bdségesen sporulalod lisztharmattelepek erdteljes
agitalasaval (razogatésaval), majd a fertézétorony altal behatarolt térben légkeverés (legyezgetés)

utjan egyenletes boritottsagot alakitottunk ki az els6dleges leveleken.

4.5. Membrankar osodas vizsgalata

4.5.1. Elektrolit-kiaramlas mér ése konduktométerr el

A ndveényi sejthartyak oregedés, stressz vagy betegség okozta oxidativ karosodasat, és az
ezzel jard atereszt6-képesség novekedést a sejtekbdl kiaramld elektrolitok mennyisége alapjan
hataroztuk meg (Adam et al. 2000, Barna et al. 1993). A levelek kozéps6 részébdl kivagott levél-
szeletkéket (arpa esetében) illetve levélkorongokat (dohany estében) Petri-csészébe, 40 ml kétszer
desztillalt vizre helyeztiik usztatds végett. A levéldarabkakat inkubald oldat vezetoképességét
kiilonb6z6 idépontokban mértiik Oakton Benchtop Meter pH/Con 510 (Oakton, Szingapur) tipusu
konduktivitds-mér6 késziilékkel. Az adatokat a friss levéltomegre vonatkoztatott vezetdképesség-

valtozas (uS/g friss tomeg) mertékegységben adtuk meg.

4.5.2. Etan-termelédés kimutatasa

A lipid-peroxidacié mertékére a reakcioban termel6dé egyik végtermék, az etan mennyisége
utal. A dohany- illetve arpalevél mintakat (kb. 400 mg) 16 ml {irtartalma kémcsovekbe helyeztiik,
amiket nitrogén gazzal telitettink, majd légmentesen lezartunk. A telitetlen ®-3 lipid-
hidroperoxidok in situ bomlasat etanna rovid hékezeléssel serkentettiik (Degousée et al. 1995).
Szobahémérsékletre valod visszahiilés utan a kémcs6 1égteréb6l 1 ml gazmintat vettink, s azt
befecskendeztik gazkromatografba (Hewlett Packard 5890 Series I, 30 méteres GS-Alumina
oszloppal), ahol standard etdn gazhoz viszonyitva (Sigma-Aldrich, Minchen, Németorszag)
hataroztuk meg mintéink etan-tartalméat. A befecskendezési homérséklet 120°C volt, a detektornal
150°C és a kemenceben 100°C, a hordoz6 gaz pedig helium volt (350 kPa).

4.6. Az etilén stresszhor mon gazkromatogr &fias kimutatasa
Lisztharmat-fert6zott és kontroll, fertézetlen elsddleges arpaleveleket levagtunk és 2 ml
desztillalt viz tarsasdgaban 25 ml trtartalma kémcsovekbe helyeztiink, amiket gumi zardkupakkal

legmentesen lezartunk. A kémcsoveket fitotronban tartottuk allandé homérsékleten és fényen
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(20°C, 250 pumol m%s'). Naponta vettiink injekcios tiivel gazmintat a kémcsévek 1égterébél
(alkalmanként 1 ml), 4 napon keresztil. A mintdk etilén-tartalmat mennyiségileg meghataroztuk
gazkromatograf (Packard 427 GC) segitségével aluminium-oxid oszlopon (1 m x 3,175 mm) lang
ionizacios detektorral. Az injektor, oszlop és detektor hémérséklet 80, 80 és 220°C volt (Heiser et
al. 1998).

4.7. Zsirsav-0sszetétel meghatéar ozasa

A teljes zsirsav-tartalom kivonasahoz 1,5 g levélszdvetet eldorzséltink mozsarban (0-4°C)
7 ml kloroform-metanol (1:2, v/v) elegyben (Bligh és Dyer 1959). Alapos keverést kovetéen a
homogenatumot lecentrifugéltuk (2000 g, 20 perc, 7°C), majd a felliluszét atontottik egy G, tiszta
kémcsObe. A lerakddott szilard fazist Gjfent kivonasnak vetettiik alda 2 ml kivoné-eleggyel, majd
erdteljes keverés utan centrifugaltuk a fentiek szerint, és a kapott feltiliszokat egyesitettik. A 0,1 M
KClI-dal szembeni fazis-szeparacio (Flosh et al. 1957) utan a szerves fazist nitrogén alatt szaritottuk
38°C-on. A mintdkat 0jraszuszpendaltuk kloroformban, sziliciumsavas oszlopkromatogréfiaval
frakciondltuk, majd a zsirsavakat Zur és munkatérsai (2002) modszere alapjan metil-észtereztik.

A foszfolipidek zsirsav-Osszetételét gazkromatografias (Hewlett Packard 5890 Series II)
modszerrel allapitottuk meg GS-Alumina (30 m x 0,542 mm, J&W Scientific, Folsom, CA, USA)
kapilléris oszlopokon, 200°C-os izotermalis miikodési hdmérsékleten, hélium hordoz6 gézzal, 350
kPa nyomason (Zur et al. 2002). Az egyes zsirsavak viszonylagos mennyiségét belsé standardhoz,
heptadekansavhoz (C17:0, Sigma-Aldrich) viszonyitva hataroztuk meg. A telitetlenségi mutato
(double bond index) kiszamolasahoz a telitetlen zsirsavak szazalékos részaranyat egyenként
megszoroztuk kett6s kotéseik sz&méaval, majd ezeket az értekeket 6sszeadtuk, és a vegeredmeényt
sz&zzal osztottuk.

A szterolok meghatarozasahoz acetilaltuk azokat acetanhidrid és piridin elegyével (2:1 v/v)
24 oOran keresztil szobahdmérsékleten, majd szeparaltuk DB-1701 (15 m x 0,254 mm, J&W
Scientific) kapillaris oszlopon, 270°C hémérsékleten, hélium hordozogazzal, 350 kPa nyomason (Zur

et al. 2002), kolesztan bels6 standardhoz viszonyitva.

4.8. Kalorimetria

Xanthi és NahG dohany mésodik TMV-fert6zését kovetden a felsdbb levelek érkozeibol 5 x
35 mm nagysagu levéldarabokat, sostressznek Kitett arpanal 5 hetes korban az elsédleges levél
csucsatol szamolva 4 cm hosszu darabokat vagtunk kalorimetrias méréseinkhez. A Thermal
Activity Monitor LKB-2277 (Thermometric, Jarfalla, Svédorszag) mintatartd ampullajaba két
kiilonb6z6 novényrdl szarmazo minta keriilt, azt szorosan lezartuk, és 20 percen keresztiil hagytuk a

hémérsékletét kiegyenlitédni mérés el6tt. A hotermelést ezutan folyamatosan mértik 20 percen
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keresztiil, 25°C hoémérsékleten, Ot ismétlésben. A maximalis hokibocsatasi ratdt (mW

mértékegységben) a minta szaraztdémegére vonatkoztatva hataroztuk meg.

4.9. Hidrogén-peroxid tartalom fluorimetrias meghatéar ozasa

A sejtekben felhalmozodo egyik jelentds reaktiv oxigénforma, a hidrogén-peroxid
mennyiségi meghatarozasat Lu és Higgins (1998) fluorimetrias modszere alapjan végeztik. A 2,7 -
diklér-fluoreszcin-diacetat (DCFH-DA) vegyiilet a sejtekben jelenlévé peroxidazok és H,0,
hatasara oxidalodik, és a fluoreszcens 27,7 -diklér-fluoreszcein (DCF) keletkezik beldle. A DCFH-
DA vegyiiletb6l 20 mM-o0s torzsoldatot készitettink 100%-os etanollal, majd ezt kdzvetlendl
felhasznalas el6tt higitottuk 1:50 aranyban a kivant 0,4 mM-os végkoncentraciora desztillalt vizzel.
Egész, levagott arpalevelek sejt kdzotti jarataiba juttattuk be az oldatot vakuumos infiltracioval. Az
infiltracio utan 8 perccel a leveleket (mintanként 0,1 grammot) folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk, majd 2 ml 2 mM-os KCN-oldatban eldorzsoltiik eléhiitott mozsarban. A mintakat
lecentrifugaltuk (12.000 g, 20 perc, 4°C), a feltliszét 1:1000 aranyban higitottuk desztillalt vizzel,
majd azonnal mértik a relativ fluoreszcenciat spektrofluoriméteren (Jobin Yvon Horiba
FluoroMax-3, Franciaorszag). A gerjesztési és a kisugarzott hulldmhossz 488, valamint 525 nm

volt.

4.10. Spektrofotometrias enzimaktivitds mér ések

Az antioxidans enzimmeérésekhez 0—4°C kozotti hdmérsékleten sejtmentes levélkivonatokat
készitettlink. A vizsgalt novények leveleib6l 0,5 g tomegli mintdkat vettiink, el6httott
dorzsmozsarba helyeztiik és mozsartérével homogenéltuk mintanként 3 ml hideg, 50 mM-os TRIS-
HCI pufferben (pH 7,8), amely 7,5% (w/v) vizoldékony polivinil-pirrolidon K25-6t és 1 mM
EDTA-Na,-t tartalmazott. A feltart novényi szovetet lecentrifugaltuk (12.000 g, 20 perc, 4°C), és a
feluliszdval dolgoztunk tovabb az aktivitdsok meghatarozasa soran. Az enzimkivonatot a mérés
teljes idOtartama alatt jeges vizfiirddben taroltuk. A méréseket 25°C-on végeztiik Shimadzu UV-
160A tipusu spektrofotométerrel (Japéan).

4.10.1. SOD

A szuperoxid-dizmutaz enzim aktivitasat spektrofotometridsan hataroztuk meg Paoletti és
Mocali (1990) modszerének mddositasaval. A kontroll reakcid6 minden esetben 800 pl
trietanolamin—dietanolamin puffert (100-100 mM, cc. HCI-dal beéllitott pH 7,4), 4 ul NADH-t (7,5
mM), 25 pl EDTA-MnCI,-oldatot (100 mM EDTA és 50 mM MnCl,) és 100 ul névenyi kivonatot
tartalmazott. Az abszorbanciat 340 nm-en 5 percig mértik, majd 100 pl-nyi 10 mM-os
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merkaptoetanol-oldatot adtunk a kilvettdkba. Az abszorbancia cstkkenését tovabbi 20 percen

keresztul mértiik. Kalibraciés gorbét SOD-oldattal (Sigma-Aldrich) allitottunk eld.

4.10.2. POX

A gvajakol-fiiggd peroxidazok aktivitasat gvajakol szubsztrattal Rathmell és Sequeira
(1974) modszere alapjan hataroztuk meg. A reakcidelegy 2,2 ml natrium-foszfat puffert (100 mM,
pH 6,0), 100 ul 50 mM-os gvajakolt (62 mg gvajakol feloldva 10 ml desztillalt vizben, 2 mM
végkoncentracid), 100 ul 12 mM-os H,0,-oldatot és 10 pl ndvényi kivonatot tartalmazott. A
gvajakolbol keletkezé tetrakonjugatum (Kioltasi egyiitthatd €436=26,6 mM™cm™) képzadését 436
nm hulldmhosszusdgon (liveg vagy milanyag kiivettaban) kovettikk nyomon. A kontroll elegy

ndvényi kivonatot nem tartalmazott.

4.10.3. CAT

A katalaz enzim aktivitasat Aebi (1984) modszere szerint mértik. A reakcidelegy 2,15 ml
vegtérfogatban 2 ml natrium-foszfat puffert (100 mM, pH 6,5), 100 ul H,O,-oldatot (269 mM-os, a
végkoncentracio 12,5 mM) és 50 ul nyers ndvényi kivonatot tartalmazott. A hidrogén-peroxid

(€240=0,040 mM~cm™) fogyasat 240 nm hullémhosszon, kvarc kiivettaban mértik.

4.10.4. APX

Az aszkorbinsav-peroxidaz aktivitasat 2,25 ml végtérfogatl reakcidelegyben hataroztuk meg
Nakano és Asada (1981) modszere alapjan. Az elegy 2 ml TRIS-HCI puffert (50 mM, pH 7,8), 100
ul aszkorbinsav-oldatot (10 mg feloldva 10 ml desztillalt vizben, 0,25 mM végkoncentrécid), 100 ul
11,25 mM-os H,0, (0,5 mM végkoncentrécid) és 50 pl nyers ndvényi enzimkivonatot tartalmazott.
Az aszkorbinsav oxidalodasabol ered6 abszorpcidvaltozast 290 nm-en (kvarc kivettaban), 3 percig
mértuk. A kontroll meghatarozasara szolgalo6 elegy TRIS-HCI puffert tartalmazott H,O, helyett. Az
aszkorbinsav moléris kioltasi egyitthatoja 290 nm-en 2,8 mM*cm™.

4.10.5. DHAR

A dehidroaszkorbat-reduktaz enzim aktivitdsdnak meghatarozasahoz a dehidroaszkorbinsav
(DHA) redukcitjat kovettik figyelemmel 265 nm hullamhosszon (aszkorbét e,6=14 mM 'cm™)
kvarc kuvettdban (Klapheck et al. 1990). A reakcidelegy 2 ml Na-foszfat puffert (50 mM,
kiegészitve 1 mM EDTA-Nay-val, pH 6,5), 100 ul redukalt glutationt (7 mg GSH feloldva 1 ml
pufferben, 1 mM végkoncentracid), 100 ul dehidroaszkorbatot (2 mg DHA feloldva 1 ml pufferben,
0,5 mM végkoncentracid) és 100 ul ndvényi kivonatot tartalmazott. A kontroll reakcidhoz puffert
tettlink enzimkivonat helyett.
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4.10.6. GR

A glutation-reduktdz enzim aktivitasat a NADPH oxidaciojanak 340 nm hullamhosszon
torténd megfigyelésével mértik (340=6,2 mM~cm™) Klapheck és munkatarsai (1990) mddszerével.
A reakcioelegy 2 ml TRIS-HCI puffert (50 mM, pH 7.8), 100 ul NADPH-t (2 mg-ot oldottunk fél 1
ml pufferben, 0,1 mM végkoncentracio), 300 ul oxidalt glutationt (3 mg GSSG-t oldottunk 1 ml
pufferben a kivant 5,8 mM-os témenységhez) és 100ul felullszot tartalmazott. Minden minta sajat
kontroll reakcidjahoz puffert adtunk a 300 pul GSSG-oldat helyett.

4.10.7. GST

A glutation-S-transzferdz enzim aktivitasat Mauch és Dudler leirdsa (1993) szerint mértik.
A reakcioelegy 2,75 ml végtérfogatban 2 ml pufferbél (100 mM Na-foszfat, 0,1 mM EDTA-Nay,
pH 6,5), 500 ul 20 mM-os, a fenti pufferben feloldott redukalt glutationbol (GSH) (60,8 mg 10 ml
pufferben, 3,6 mM végkoncentracio), 150 ul 18,3 mM-os, etanolban oldott 1-klor-2,4-dinitro-
benzolbdl (37 mg 10 ml 100%-os etanolban, 1 mM végkoncentracio) és 100 ul ndvényi kivonatbol
allt. Az 1-kl6r-2,4-dinitro-benzolbol képz3dstt konjugatum (e340=9,6 mM™cm™) mennyiségének

valtozasat mértik 340 nm hulldmhosszon. A kontroll elegy névényi kivonatot nem tartalmazott.

4.11. Nem-enzimatikus antioxidansok meghatar ozasa

A fenti enzimeken Kivil alacsonyabb molsuly antioxidansok is, foként az aszkorbat és a
redukalt glutation (GSH), jelentds szerepet jatszanak az antioxidativ védekezésben. Nyers teljes
levél kivonatokban mértiilk mind az aszkorbinsav, mind a glutation redukalt és oxidalt forméajanak
mennyiségét. Méréseink az arpa-lisztharmat kapcsolat késobbi fazisaira, a fert6zés utani negyedik
és hetedik napra irdnyultak. A névényi anyagot (0,5 g levél) 2,5 ml 5%-os (w/v) metafoszforsavban
homogenaltuk 0-4°C homérsékleten. Centrifugalas utan (12.000 g, 30 perc, 4°C) a feltlUsz6t

hasznaltuk az antioxidansok mennyiségének meghatarozasara.

4.11.1. Aszkorbinsav-tartalom fotometrids mér ése

Az aszkorbinsav koncentracidjat Foyer és munkatarsai (1983) nyoman fotometriasan mertik
aszkorbat-oxidaz enzim segitségével. A redukalt aszkorbat mennyiségének meghatarozasara 125 ul
metafoszforsavas kivonatot semlegesitettink 25 pl 1,5 M-os trietanolaminnal. Alapos keverést
kovetéen 150 ul Na-foszfat puffert (150 mM, pH 7,4) és 75 pl vizet adtunk a mintakhoz és ismét
elkevertiik Oket. A reakcidelegy 2 ml Na-foszfat pufferbél (100 mM, pH 5,6) és 200 pl, a fenti
modon elkészitett oldatbdl allt kvarc kivettaban. Az oldat kioltdsat azonnal mértik 265 nm
hullamhosszon, majd 1 egységnyi aszkorbat oxidaz (Cucurbita enzim, Sigma-Aldrich) hozzéadasa
utdn az abszorbancia-csokkenést kovettik figyelemmel.
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A dehidroaszkorbat mennyiségének meghatarozasara nem-enzimatikus uton redukaltuk azt
aszkorbatta ditiotreitol segitségével, majd az 6sszes aszkorbinsav-tartalmat mértiik a mintakban. A
levelekbdl készitett kivonatokat (125 pl) a fent leirt moédon semlegesitettik, elkevertik 150 pl Na-
foszfat pufferrel és 75 pl 10 mM-os ditiotreitollal, majd 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk a
DHA redukalodasa alatt. Ezt kovetéen a fent leirt modon mértik a teljes aszkorbat-tartalmat. Az
oldat extinkcidjat az elegyités utan azonnal megmértiik 265 nm-en, majd 1 U aszkorbat-oxidaz
enzimet adtunk az oldathoz, és az extinkcio csokkenését addig kdvettik, amig a minimumot el nem
érte. A két adat kilonbsége aranyos az oldat aszkorbinsav-tartalmaval. A DHA-koncentraciot ezek
utan ugy szamoltuk ki, hogy az AA-tartalmat kivontuk az 6sszes aszkorbat-tartalombol. Kalibracios

gorbe felallitasara 5 %-o0s metafoszforsavban oldott AA- és DHA-oldatokat készitettiink.

4.11.2. Glutation-tartalom fotometrias mérése

Az oxidalt és redukalt glutation mennyiségét spektrofotométerrel hataroztuk meg, Law és
munkatarsai (1983) modszerén alapulé visszaforgatdsos enzimatikus méréssel, a GR enzim
segitségevel. A metafoszforsavas névényi kivonatokbol 100 pl-nyi mennyiséget kézombdsitettiink
36 ul 1 M-os trietanolaminnal. A GR enzim és a NADPH hozzéadasa utan a 412 nm-nél
bekovetkez6 abszorbancia-nOvekedés utalt az 6sszes glutation mennyiségére. A reakcidelegy K-
foszfat pufferben (50 mM, pH 7,5), 2,5 mM EDTA-t, 1 mM 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoésavat), 1 U
GR enzimet (from Baker’s yeast, Type Ill, Sigma-Aldrich), 0,2 mM NADPH-t és 20 ul
semlegesitett ndvényi kivonatot tartalmazott 1 ml-es térfogatban. Az oxidalt glutation (GSSG)
meghatarozasara a mintaban 1év6 redukalt glutationt (GSH) derivatizaltuk a kivonatokhoz adott 8 ul
2-vinilpiridinnel, 25°C-on inkub&lva a mintakat 1 6ran keresztill. A GSSG-tartalmat is a fent leirt
modon mértik, itt 50 pl semlegesitett kivonatot adva az 1 ml-es reakcioelegyhez. A kalibracios
gorbéket 5%-0s metafoszforsavban feloldott GSH- és GSSG-oldatokkal készitettik.

4.12. Génkifejez6dési vizsgalatok

A hoékezelésen (lasd: 4.2.4. fejezet) és/vagy lisztharmat-fertézésen (l&sd: 4.4.2. fejezet)
atesett arpa elsddleges leveleit (mintanként legalabb 10 levelet) gytjtottik be folyékony
nitrogenben azonnal lefagyasztva azokat a génexpresszios méréseinkhez. A hoésokk-kezeles
idépontjaban vettiik a nulla 6ras kontroll mintat, majd 24 6ra elteltével vettiink hokezelt, illetve nem
kezelt kontroll mintat, ezzel egy idoben fertézve a novények egy részét mindkét csoportban. a
fejezetben leirt modon. Tovabbi 2 id6pontban (4 ora, illetve 24 ora elteltével) a fertézés utan
vettiink még mintdkat minden kezelésbol.

A teljes novényi RNS-t guanidin-tiociandtos lizist kovet6 szilika-membran oszlopos
modszerrel (Viogene Plant Total RNA Extraction Miniprep System, Tajvan) vontuk ki a levelekbdl
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(mintanként kb. 200 mg levélanyagbdl), a készlethez mellékelt utasitasokat kdvetve. A kivont RNS
mennyiségét és tisztasagat spektrofotométeren ellendriztiik. Az RNS (és DNS) elnyelési maximuma
260 nm hulldmhossznal van, a fehérjéké pedig kb. 280 nm-nél. Az RNS mennyiségét a mintakban
az Aggo ertékkel hataroztuk meg: c=Azs x higitas/25 (molaris kioltasi egyutthatd). Az Ag érték
pedig a fehérjével vald szennyezettségre utalt. Az Azso/Azgo aranyt 1,6 és 2,0 szélséértékek kozott
fogadtuk el megfelelének. Ezt kovetéen megfuttattuk 1%-0s formaldehid-agar6z gélen a mintakat,
és az elektroforézis utan etidium-bromidos festéssel UV-fényben ellendriztik a kivont RNS
koncentracigjat es épségét.

Az alacsony példanyszamban eléforduld transzkriptumok kimutatisdhoz félkvantitativ
modszert alkalmaztunk: reverz transzkripcios lépéssel egybekdtott nukleinsav-sokszorositést
vegeztiink polimeraz enzimmel lancreakcioban (RT-PCR: reverse transcription polymerase chain
reaction), az enzimkeveréket gyarto cég utasitasait kdvetve (Qiagen OneStep RT-PCR Kit, Hilden,
Németorszag). A cDNS sokszorositasat meg a folyamat exponencialis fazisaban allitottuk le, tehat
minden vizsgalt génnél olyan, kulon-kulon beéllitott ciklusszammal dolgoztunk, ahol meég
megmaradtak a kiilonbségek a kiilonboz6 atirodasi szintek kozott. A PCR reakciokhoz az alabbi
génekre specifikus inditoszekvencia-parokat (primereket) adtuk (gén neve, inditdszekvencia-par
tervezoéje/leirdja, alkalmazott ciklusszam, alkalmazott primer kapcsolodasi hémérséklet (annealing

temperature, T,), elére- és visszainduld primer nukleinsav-sorrendje):

HvHsp70 (Waller et al. 2008): 28 ciklus, T,=57°C,
5’-CCAAGAAGTCGCAGGTTTTC-3’ és 5’-GGAATGCCAGAAAGGTCAAA-3’

BAX inhibitor 1(BI-1) (Huckelhoven et al. 2003): 28 ciklus, T,=57°C,
5’-ATGGACGCCTTCTACTCGACCTCG-3’ és 5’-GCCAGAGCAGGATCGACGCC-3’

HVWWRKY1 (Eckey et al. 2004): 26 ciklus, T,=56°C,
5’-GACGAGGGACCCCAGCTTCAA-3’ és 5’-CATGGGAATTATGGAACGGAACATTTG-3’

HVWWRKY2 (Leib 2005): 31 ciklus, T,=56°C,
5-GGTTCGCTTCATTCTTGACG-3’ és 5’-AACGACTGGTGGTGGTTGTT-3’

Az ,.egymenetes” RT-PCR-reakcidé cDNS-irasi szakasszal kezd6dott (50°C 30 percig, 95°C
15 percig), majd a fenti ciklusszamok szerint ismétl6d6 DNS-sokszorositas kdvetkezett (94°C 30
mp-ig, T, 30 mp-ig, 72°C 40 mp-ig), vegll egy zard elongacios lépéssel végzodott (72°C 5 percig).
Az alkalmazott ciklusszamok mellett lehetévé valt ibolyantali (UV) fényben lathatova tenni a
megsokszorozott cDNS-szakaszt gélelektroforézissel (1%-os TAE agardzgélen) torténd

szétvalasztas utan, etidium-bromidos festéssel.
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4.13. Statisztika

Legkevesebb h&rom fiiggetlen (bioldgiai) kisérletet végeztink minden esetben, és egy
kisérlet soran legalabb 3 parhuzamos mintavétel tortént, majd kezelésenként lehetdség szerint
legalabb 2 meérési (technikai) ismétlésre Kkerllt sor. Az adatokat Student-féle t-probaval
hasonlitottuk 6ssze. Az eltéréseket P=0,05 szinten mindsitettiilk szignifikansnak. Az abrakon és

tablazatokban feltlintetett értékek az atlagot + szorast (S.D.) jeldlik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A juvenilitas befolydsa dohany oxidativ stressztiiré-képességére

A higany-klorid kezeléssel kivaltott nehézfémstressz hatasara bekovetkezé sejtmembran
karosodas kovetkeztében fokozott ion-kidramlast tapasztaltunk, ami a vizzel alkezelt kontrollhoz
képest az dregebb, szeneszcens levelek esetében tobbszordse volt a fiatal leveleknél észleltekhez
képest (6. abra).

Fiatal levelek
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|
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Vezetiképesséq (pS g’ friss tomeq)

aontrall HyCl, kontrall HgCl,

6. dbra. Vezetoképesség novekedésével mért elektrolit-Kidramlas fiatal (s6tétzold) és dreg
(vildgoszold) ‘Samsun’ dohanylevél-korongokbdl 0,01%-os higany-klorid kezelést kovetéen. A
mérést 24 Ora Usztatas utan végeztik kezelt (HgCl,) és kontroll, vizzel alkezelt (Kontroll)

dohanylevelekbdl vett mintakon.

Hasonldképpen megfigyeltik, hogy a hidrogén-peroxid (kiils6leg adagolt ROF, azaz
kozvetlen oxidativ stressz) hatasara bekovetkez6 membrankarosodast jelzé elektrolit-Kiaramlas
gyengébb volt a fiatal levélkorongokbol, mint az 6regekbdl. A kiilonbség mar 1 dra utan is
szignifikans volt, de 48 ora H,0O,-on val6 Usztatas utan kuléndsen markdnsan megmutatkozott (7.
abra). Magasabb H,0O,-koncentracioknal ardnyosan jelent6sebb mértékii kiaramlast figyeltiink meg

mind a fiatal, mind az 6reg levelekbdl vagott korongok esetében.
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7. abra. Elektrolit-kiaramlas kulonb6z6 toménységli hidrogén-peroxid oldatokon 48 éran keresztill

Usztatott fiatal (s6tétzold) és dreg (vilagoszold) ‘Samsun’ dohanylevél-korongokbol.

A magasabb foku stressztiir6-képességgel dsszhangban a szuperoxidot hidrogén-peroxidda
és oxigenné alakitd SOD enzim aktivitasa 50%-kal nagyobb volt fiatal levelekben, mint az
oregekben, a H,O,-ot bontd kataldz enzim aktivitasa pedig kétszer magasabb volt a fiatal levelekben
(8. abra).
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8. dbra. Antioxidans enzimek (CAT: katalaz és SOD: szuperoxid-dizmutaz) aktivitasa fiatal

(sotétzold) és dreg (vilagoszold) ‘Samsun’ dohanylevelekben.

Az el6z6 eredményeket megerdsitve az Oregedésében gatolt, citokinin-taltermel6 CTKm
dohanylevelek membranjait kevésbé karositotta a hidrogén-peroxid kezelés, mint a kontroll, nem
transzgenikus SR1 dohanyét (9. abra).
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9. abra. Elektrolit-kiaramlas citokinin-taltermelé (CTKm) dohany levélkorongokbdl (s6tétzold) és
a kontroll, nem transzgenikus fajta (SR1) levélkorongjaibol (vilagoszold) 24 ora Gsztatas utan 100

mM hidrogén-peroxid oldaton (HP) illetve desztillalt vizen (Kontroll).

5.2. A szalicilsav szerepe a SzSzR-ban

5.2.1. Dohany mozaik virustinetek

Az also levelek dohany mozaik virussal vald fertézése utan 2 héttel Xanthi-nc €és
transzgenikus NahG dohanyok felsé leveleit fertéztiik ugyanezen korokozoval. A fertézést kovetd
40-48 oraval mar megfigyelhetéek voltak a fels6 leveleken a virus-indukalta elhalt foltok, amiknek

vizualis kiértékelését a 3. tablazatban foglaltuk dssze.

3. téblazat. Dohany mozaik virus (TMV)-fertézés utan 48 oraval kialakulo nekrotikus tiinetek 10
hetes dohanynovények felsé levelein. A fert6zési elrendezést a 2. tablazat tartalmazza a 4.4.1.

bekezdésben. Az atlagos 1éziostirliség alapjan hataroztuk meg az elhalt levélfelllet méretét.

Léziok mérete (mm) Lézi6k szama (cm™) Elhalés (levélfelilet %)
Xanthi-nc NahG Xanthi-nc NahG Xanthi NahG
TMV — + 1,08+031 154+041 298+155 250+1,38 2,95 4,95
TMV + + 066+0,18 158+047 3,07+163 257+125 1,11 5,47
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Mivel az als6 levelek TMV-fertézése SzSzR-t indukalt egy kovetkezd fert6zés ellen a
tdvolabbi levelekben, szignifikdnsan (P<0,5) kisebb méretii nekrotikus Iéziok alakultak ki a Xanthi
dohanyok felsé levelein. Ennek eredményeképpen a teljes elhalt levélfeliilet 70%-kal csdkkent a
SzSzR-rel rendelkez6 Xanthi ndvényekben a nem eléfertézottekhez képest. Az NahG dohanyok
sokkal kevéshé voltak ellenalléak a TMV-fertézéssel szemben, nagyobb elhalt foltok alakultak ki
rajtuk, igy a Xanthi dohanyokhoz képest a levélfeluletiik 70%-kal nagyobb része nekrotizalodott.
Mivel a NahG dohanyok nem képesek SzSzR-valaszra, az alsd levelek TMV-fertézése nem
befolyasolta a felsé levelek késobbi fertdzésének kimenetelét. A 1éziostiriiséget nem befolyasolta

sem a nahG gén kifejez6dése, sem a Xanthi ndvények SzSzR-valasza.

5.2.2. A levelek hotermelése
Az exotherm héleadas tekintetében szignifikans kilonbséget mértiink a fertézetlen Xanthi

novények javara a szintén fertézetlen NahG dohanyokhoz képest (10. abra).
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10. bra. Metabolikus hétermelés 10 hetes Xanthi-nc (Xanthi) és NahG dohanynévények TMV-vel

fertdzott felso leveleiben a fertdzést kovetden 48 oraval (A) és 72 oraval (B).

Nem tapasztaltunk valtozast a hokibocsatasban 24 6raval a TMV-fertdzés utan egyik vonalban sem

(Abra nélkil). A fertézést kovetdéen 48 oraval viszont, mikorra mar kialakultak a TMV-indukélta
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nekrotikus tunetek, latvanyosan megndvekedett a fert6zés hatasara a hétermelés (10.A. abra).
Annak ellenére, hogy a fert6zott novényekben nagy kiilonbségeket tapasztaltunk a lathatd
levélkarosodas mértékében a kezelések kozott, a hokibocsatasi rata nem mutatott jelentds valtozast
sem a dohanyvonalak milyenségevel, sem az SzSzR-t indukalo el6zetes fertézéssel Osszefiiggésben.
Tovabbi 24 6raval késébb, azaz a fert6zés utan 3 nappal a hékibocsatasi eredmenyek hasonloak

voltak a két nap utdn mértekhez (10.B. abra).

5.2.3 Lipid-peroxidacio

A membranlipidek a TMV-fert6zés hatasara peroxidacion mentek keresztul, amit a
linolénsav 16-hidroperoxidjanak bomlasabol keletkezd, hékezeléssel fejlesztett etan jelzett. Az
etan-kibocsatas mértéke a kiilonboz6 kezeléseken atesett dohanylevelekbdl Osszecsengett a
kalorimetriaval kapott adatokkal. A hokezelés utjan felszabaditott etan mennyisége 30%-kal
kevesebb volt fertézetlen NahG dohanylevelekben, mint Xanthi esetében (11. abra). A TMV-
fert6zés hatdsara mindkét dohanyvonalban erdteljesen megemelkedett az etantermelés. A
virusfert6zés tiineteinek sulyossaga 48 oOra utan azonban nem mutatott Osszefliggest az etan-
kibocsatassal (11. abra). A lipid-peroxidacié mértéke hasonld volt mind a NahG, mind a SzSzR-t

mutatd, s anélkili Xanthi dohanyok levelében.
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11. &bra. Hokezeléssel termelt etdn-kibocsatas 10 hetes Xanthi-nc (Xanthi) és NahG dohany-

ndévények TMV-vel fertézott felsd leveleibdl a fertézést kovetden 48 oraval.

5.2.4. Lipid-Gsszetétel
A kisérletben részt vevo dohanyok leveleibdl kivont foszfolipid-frakciod zsirsav-0sszetételét

a 4. tablazatban tlntettik fol. A Xanthi dohanyban a linolénsav tette ki a teljes zsirsavmennyiség
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57%-at. Ez az arany jelent6sen alacsonyabb volt a transzgenikus NahG dohanylevelekben, s mivel a

linolsav mennyisége viszont itt nagyobbnak bizonyult, a linolénsav/linolsav mutatd kisebb volt,

mint a nem transzgenikus Xanthi dohanylevelekben. A TMV-fert6zés nem okozott jelentds

valtozast egyik dohanyvonalban sem.

4. téblazat. Zsirsav-0sszetétel (molszézalékban) 10 hetes Xanthi-nc (Xanthi) és NahG dohany-

névények TMV-vel fertézott (TMV) és kontroll (K) fels6 leveleibdl a fertézés utan 3 nappal izolalt

foszfolipid-frakcioban. 18:3/18:2 (linolénsav/linolsav arany), U/S (telitetlen/telitett zsirsav arany),

DBI (double bond index, kettds kotés mutatd) = Y (mol % zsirsav x kettés kotések szama)/100.

Zsirsav Xanthi K Xanthi TMV NahG K NahG TMV

16:0 16,10 + 1,10 16,30 + 1,00 17,00 £ 1,10 16,00 £ 0,90
16:1 2,70 £ 0,30 2,60 0,20 3,70 £ 0,40 2,90+£0,40
18:0 3,90 £ 0,20 4,30 £ 0,30 4,50 £ 0,30 4,70 £ 0,50
18:1 1,30 £ 0,20 1,50 + 0,20 1,80 £ 0,20 1,50 + 0,30
18:2 18,80 + 1,10 19,00 + 1,20 20,20 £ 1,60 21,20+1,30
18:3 57,20 + 2,20 56,30 + 1,90 52,80 £ 2,00 53,70 £ 2,00
18:3/18:2 3,12+0,19 2,94 £ 0,09 2,63 +0,29 2,52+0,12
u/s 3,95+0,21 3,85+£0,28 3,66 £ 0,26 3,77 £0,25
DBI 2,14 £ 0,10 2,12 £ 0,07 2,04 £0,04 2,05+ 0,05

A szterolok kozil a szitoszterol fordult el6 legnagyobb mennyiségben a dohanylevelekben,

amit szorosan kovetett a sztigmaszterol, kampeszterol és koleszterol. A szalicilsavat nélkiil6zo

NahG novények valamennyivel tobb kampeszterolt tartalmaztak, mint a Xanthi dohany (5.

tablazat). A virusfert6zés a Xanthi névényekben nem befolyasolta a szterol-0sszetételt, a NahG

dohanyban viszont TMV-fert6zés hatasara 37%-kal novekedett a sztigmaszterol/szitoszterol arany.

5. téblazat. Szterol-Osszetetel (molszézalekban) 10 hetes Xanthi-nc (Xanthi) és NahG dohany-

névények TMV-vel fert6zott (TMV) és kontroll (K) felsé leveleibdl 3 nappal a fertdzés utan.

Szterol Xanthi K Xanthi TMV NahG K NahG TMV

Koleszterol 470+0,75 5,03+ 0,59 415+ 0,37 402 +0,78
Kampeszterol 18,46 + 0,35 17,30+ 0,44 20,78 £ 0,49 19,59 + 0,70
Sztigmaszterol 23,86 + 0,35 24,69 + 2,37 2221+1,11 2793+104
[-Szitoszterol 52,98 + 0,56 52,98 + 2,76 52,86 + 1,91 48,46 + 0,94
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5.3. Antioxidans és egyéb biokémiai valtozasok kiilonbozé ar pa—lisztharmat kapcsolatokban

5.3.1. Hidrogén-peroxid tartalom

A lisztharmat-fert6zést koveté negyedik és hetedik napon vizsgaltuk a hidrogén-peroxid

tartalmat fogékony (Ingrid) és rezisztens (Mla, Mlg, mlo) arpalevelekben, a fert6zés hossza tava

hatasainak tisztazasa végett. A fert6zés utan négy nappal mind a harom rezisztens arpavonalban 20-

25%-kal megemelkedett a hidrogén-peroxid mennyisége a fertdzetlen kontrollokhoz képest, a

fogékony arpaban viszont nem figyeltiink meg jelent6s valtozast (12.A. abra). A hetedik napra

azonban a fogekony kapcsolatban a hidrogén-peroxid tartalom dramai esést mutatott (a fertézetlen

kontrollban mérhetének felére csokkent), mig a rezisztens Mla, Mlg, mlo vonalakban tovabbra is

nagyobb mennyiségben volt kimutathato fertézés utan, mint a fertdzetlen levelekben (12.B. abra).
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12. &bra. Hidrogén-peroxid tartalom lisztharmattal fert6zott (s6tét oszlopok) és fert6zetlen kontroll

(vilagos oszlopok) arpalevelekben fert6zés utan 4 nappal (A) és 7 nappal (B), fogékony (Ingrid) és

rezisztens (Mla, Mlg, mlo) arpavonalakban.
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5.3.2. Antioxidans enzimaktivitasok

Lisztharmat-fert6zést kovetden vizsgaltuk az antioxidans enzimek aktivitasanak valtozasat a
fertézetlen kontrollokhoz képest a fogékony ’Ingrid’ arpaban, valamint a rezisztens, kozel-izogén
Mla, Mlg és mlo vonalakban. A fert6zés utan kiilonboz6 idépontokban vizsgaltuk az arpaleveleket.
A kapcsolat ,korai” fazisdban bekovetkezd valtozdsokat kovettiik nyomon a fertézés utani 15.
Oraban (miel6tt a gomba az epidermisz sejtekbe behatolna), 30. oraban (kozvetleniil a behatolasi
kisérlet illetve behatolas utan) és 60. 6raban (miutan a betegség vagy a HR kialakul) vett mintakkal.
A gomba-névény kapcsolat ,,kései” fazisat a fert6zés utan 4 nappal (a gomba sporulécidja el6tt), 5
nappal és 7 nappal (a gomba sporulécidja utan) vett mintakkal jellemeztik (13. és 14. abra).

A fogékony kapcsolatban megemelkedett a POX, SOD, GST, APX és GR enzimek
aktivitasa a késdi idépontokban, azaz 5 és 7 nappal a fert6zés utdn: mégpedig a fertézetlen kontroll
novények leveleiben mért enzimaktivitasokhoz képest a POX aktivitasa 6tszorésére, a SOD és a
GST aktivitasa haromszorosara, az APX és a GR aktivitdsa pedig kétszeresére novekedett a
fogékony Ingrid arpa levelében. A vizsgalt enzimek tobbsége csak késdi idOpontban reagalt a
fertozésre, kivéve a POX enzimet, aminek az aktivitasa mar 15 oraval a fertdzés utan indukalodott.
A DHAR aktivitdsa atmeneti, fokozatos csokkenést mutatott a fertézés kovetkeztében, egészen a
negyedik napi mélypontig, majd a hetedik napra szintén fokozatosan visszadllt a fertézetlen
kontrollokban mért értékre. A CAT aktivitasban nem taldltunk jelentds valtozasokat, kivéve egy
enyhe, atmeneti aktivitasndvekedést a fogékony arpaban, ami a negyedik napon érte el a
legmagasabb értéket a fertdzetlen kontrollhoz képest.

Az Mla éarpaban is a fogékony arpaban mérthez hasonlé tendenciaju, am joval kisebb
mértékli valtozasokat figyeltink meg az eznimaktivitdsok alakulasaban, a fertézés kései
szakaszaban. A POX aktivitas négyszeresére, mig a SOD, GST és APX aktivitas kb. 50%-Kkal
novekedett meg a kontrollhoz viszonyitva 5 és 7 nappal a fert6zés utan, mig a DHAR aktivitasban
csokkenést észleltiink itt is, csak késdbb bekdvetkezd mélyponttal, mint a fogékony vonalban.

Ellentétben a fogékony fajtaval, a fertézés kovetkeztében legfeljebb csupan kismértékii
valtozas kovetkezett be az Mlg és mlo vonalak SOD, GST, APX és GR aktivitasaban, kivéve a GR
enzimaktivitast, ami 50%-kal megnovekedett a fertézést koveté hetedik napra az Mlg arpa
leveleiben. A POX aktivitas viszont jelentésen emelkedést mutatott mind az Mlg vonalban (kozel
négyszeresére), mint az mlo arpaban (kétszeresére) a fert6zés kovetkeztében. Az Mla vonalban
tapasztaltakhoz hasonléan az Mlg arpaban fert6zés utani 5. napon érte el a POX a csticsaktivitast,
mig az mlo esetében ez a 3. napon kovetkezett be, majd a 7. napra mind a négy vizsgalt

arpavonalban kezdett visszaesni a kontrollszint irdnyaba a POX aktivitas.
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13. dbra. Lisztharmat-fert6zés hatasa fogékony (o) és Mla- (A), Mlg- (m), mlo- () rezisztens

arpavonalak enzimeinek aktivitasara. Minden vonalnal a fertézetlen kontroll = 100%.
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14. &bra. A. Peroxidaz enzimaktivitas alakulasa lisztharmat-fertézés hataséra fogékony (o) és Mla-
(A), Mlg- (m), mlo- (e) rezisztens arpavonalakban. Minden vonalnal a fert6zetlen kontroll = 100%.

B. Peroxidaz enzimaktivitas 14 napos fertézetlen Ingrid, Mla, Mlg és mlo arpalevelekben.

Itt érdemes megjegyezni, hogy a mutans mlo gent hordozo arpaban fertézés nélkiil is
folyamatosan és szignifikansan emelkedik a POX aktivitds a napok mulasaval, azaz a
szeneszcenciaval parhuzamosan, ami a vad tipusu, azaz funkcionalis Mlo génnel rendelkez6 tobbi
vonalban (fogékony, Mla és MlIg arpa) nem figyelhetd meg. Hétnapos novényekben (a
kisérleteinkben a 0. nap, azaz a fert6zés idopontja) a POX aktivitas csak kismértékben mutatott
eltérést az mlo és az Mlo gént hordozd arpavonalak kozott. Hét nappal késébb viszont mar
kétszeresére nétt a POX aktivitas a fertdzetlen mlo ndvények leveleiben a szintén fertézetlen Mlo
ndvényekhez képest (14. abra). A magasabb POX aktivitas velejaroja az 6regedési folyamatoknak, s
ebben az esetben alatdmasztja azt a megfigyelest, miszerint az Mlo-fehérjét nem kdédold6 mutans

novények szeneszcenciaja gyorsabb a vad tipusu arpahoz képest.
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5.3.3. Aszkorbét- és glutation-tartalom

Vizsgéaltuk az aszkorbat—glutation ciklus nem-enzimatikus antioxidansai, az aszkorbinsav és
a glutation mennyiségének és redox Aallapotadnak alakuldsat a kozel-izogén &rpavonalakban a
lisztharmat-fertézés utani negyedik és hetedik napokon. Egyik esetben sem mértiink jelentds
valtozast a fertézés hatasara a korabbi idépontban, azaz a negyedik napon (15.A. és 16.A. abra). A
legkésobbi, altalunk vizsgalt idopontban, a hetedik napra azonban egy kozel 50%-0s emelkedest
tapasztaltunk a fogékony névények glutation-tartalmaban, azonban a redox allapot itt sem valtozott
(16.B. abra).
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15. &bra. Aszkorbinsav-tartalom &rpalevelekben 4 nappal (A) és 7 nappal (B) lisztharmat-fertézést
kovetden. A redukalt aszkorbat (s6tét oszlopok) €s az oxidalt dehidroaszkorbat (vilagos oszlopok)
mennyiségét spektrofotometriasan hataroztuk meg fertdzetlen kontroll (K) és lisztharmat-

fert6zott (F), fogékony ’Ingrid’ (Ing.) és rezisztens (Mla, Mlg, mlo) kdzel-izogén arpavonalakban.
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16. &bra. Glutation-tartalom arpalevelekben 4 nappal (A) és 7 nappal (B) lisztharmat-fert6zést
kovetden. A glutation redukalt (s6tét oszlopok) €s oxidalt (vilagos oszlopok) forméainak
mennyiségét spektrofotometriasan hataroztuk meg fertdzetlen kontroll (K) és lisztharmat-

fert6zott (F), fogékony ’Ingrid’ (Ing.) és rezisztens (Mla, Mlg, mlo) kdzel-izogén arpavonalakban.
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5.3.4. Elektrolit-kiaramlas

A lisztharmat-fert6zott fogékony ’Ingrid’ levélszeletkékbdl az ion-kidramlas mar 40 oraval a
fertézés utan kétszerese volt a fertézetlen kontrollbol mért értéknek, és a fert6zést kovetd 6todik
napra ez a kulénbseég nyolcszorosra ndvekedett (17. abra). Az Mla levelek esetében csak enyhe
novekedés volt megfigyelhetd a fert6zés hatasara, az Mlg ¢és mlo vonalakban pedig nem
tapasztaltunk valtozést. A csak fertézetlen levelekbdl mért ion-kidramlést tekintve megfigyeltuk,
hogy az egészséges mlo levélszeletkék esetében nagyobb kidramlas jelentkezett a kisérlet végére,

mint a masik harom genotipust arpabol, ami szintén az mlo levelek korai szeneszcenciajara utal.
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17. abra. Elektrolit-kiaramlas fertézetlen kontroll (K) és lisztharmat-fert6zott (F) fogékony (Ingrid)

és rezisztens (Mla, Mlg, mlo) kdzel-izogén arpavonalak leveleibdl.
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5.3.5. Etilén-kibocsatas

Az etilén stresszhormon termel6désének fokozatos, exponencialis novekedését mértik a
fertézés soran mar a masodik naptdl a lisztharmat-fert6zott fogékony Ingrid &rpaban, és kisebb
mértekben ugyan, de az Mla-tipusu rezisztens vonalban is (18. abra). Sem az Mlg, sem az mlo

arpaban nem tapasztaltunk ilyen valtozast.

—o—Ingrid kontroll
—eo—Ingrid fert6zott
— A — Mla kontroll

— 4« — Mla fert6zott
— O - Mig kontroll

— & - Mg fertézott

- - < --mlo kontroll

- - ¢ --mlo fert6zott 1

Relativ etiléntermelés
(6nkényes egységek)
P
(6)]

Fert6zés o6ta eltelt id6 (6ra)

18. abra. Etilén-kibocsatas lisztharmat-fert6zott kézel-izogén arpavonalakban (fogékony Ingrid,

rezisztens Mla, Mlg, mlo) és ezeknek megfeleld fertézetlen kontroll ndvényekben.
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5.4. Induk@lt rezisztencia

5.4.1. A P. indica ndvekedés-serkenté hatasa sostressz alatt is érvényesiil
P. indica-val kezelt ’Ingrid’ arpaban a gyokér-kolonizacié mértékét 50-60 szazalékosnak
talaltuk. Kisérleteinkben csak az ellendérzotten hifakkal atszott gyokérzetii ndvényeket hasznaltuk

(19. &bra). A kolonizacié mértékét nem véaltoztatta meg szignifikansan a 3 hétig tartd sostressz.

19. dbra. Piriformospora indica gomba hifai és névadd, korte alaku klamidospdrai arpa gyokerében
(Waller et al. 2005). A gomba képleteit 0,01% (w/v)-0s savas fukszinnal laktoglicerinben tortént

festés teszi lathatova.

Két héten keresztil sotartalmi vizzel 6nt6zott arpa ndvekedésében visszamaradt, és korai
oregedésnek indult. A legfiatalabb (legfelsd) kifejlett levelek friss tomege kismértékben csokkent a
sOkezelés hatasara, mig az id6sebb leveleken sargulas, majd késébb elhalas jelentkezett. Kdzepes
sostressz (100 mM NaCl) enyhe, de nem szignifikans csokkenést eredményezett az &rpa hajtasok
sulyaban. Ugyanakkor, magas s6-koncentracional (300 mM NaCl) Iényeges hajtastomeg-csokkenés
kodvetkezett be mind a harom vizsgalt kezelésben: nem-kolonizalt s6érzékeny ’Ingrid’, P. indica-
kolonizalt ’Ingrid’, és sottiré *California Mariout’ fajtaju ndvényekben (20. abra).

Nem-kolonizalt névényekkel dsszehasonlitva, ’Ingrid’ hajtdsok friss témege a P. indica-
kezelés hatasara kb. kétszeresére ndvekedett mind kontroll, mind pedig s6s koérilmények kozt (20.
abra). Még a 300 mM-os NaCl-dal kezelt P. indica-kolonizalt ndvények is a kontroll kdriilmények
kozott tartott, nem-kolonizalt névényekhez hasonld friss hajtastomeget fejlesztettek. Magas so-
koncentracionl a sotolerans cv. California Mariout hajtastomege szignifikansan nagyobb volt, mint
a nem-kolonizalt cv. Ingridé, de a legnagyobb hajtastomeg-termelés a P. indica-kolonizalt Ingrid

novények esetében volt megfigyelhetd.
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20. abra. Harom hetes kora 6ta sokezelt (100 vagy 300 mM NaCl) vagy kezeletlen (Kontroll) arpa
friss hajtastomege 6t hetes korban. Ingrid: s6érzékeny arpafajta, P. indica: Ingrid arpa

Piriformospora indica-val kolonizalt egyedei, California Mariout: sotiir6 fajta.

5.4.2. A P. indica dlenstlyozza a sok ezel és ok 0zta hétermelés-csok kenést

Ingrid arpalevelek metabolikus hétermelése kb. 30%-kal csokkent két hetes, 300 mM NaCl-
kezelés hatasara (21. dbra). A gyokerek P. indica-kolonizacidja nem okozott jelentés valtozast a
hétermelésben nem-sds korilmények kozott. Magas so-koncentrécional azonban a P. indica-val

kezelt "Ingrid” arpa hétermelése szignifikansan (P<0,05) meghaladta a nem-kolonizalt ndvényekét.
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21. dbra. Sokezelés hatasa kalorimetridval mért metabolikus hétermelésre 6t hetes arpalevélben.
Kontroll: kezeletlen *Ingrid’ &rpa, NaCl: harom hetes koruk 6ta 300 mM sdoldattal 6nt6zott

ndvények, P. indica: Ingrid arpa Piriformospora indica-val kolonizalt egyedei.
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5.4.3. Véaltozasok a zsir sav-0sszetételben

A sbérzékeny ’Ingrid’ arpa leveleibdl kivont foszfolipid-frakcio zsirsav-osszetételét a 6.
tablazatban tuntettlik fol. A f6 zsirsavak a palmitinsav (C16:0), palmitinolajsav (C16:1), sztearinsav
(C18:0), olajsav (C18:1), linolénsav (C18:2) és linolsav (C18:3) voltak. A 16 szénatomos zsirsavak
kozul a teljesen telitett C16:0 palmitinsav dominalt, mig a C18 zsirsavaknak a telitetlen fajtai
fordultak el6 legnagyobb mennyiségben. Nagy toménységii sOkezelés hatasara enyhén eltolddott az
ardny a C16 zsirsavak fel6l a C18:3 zsirsav javara. Ezzel a valtozassal egyitt kismértékben, de
szignifikdnsan ndvekedett a telitetlen zsirsavak teljes aranya, a C18:3/C18:2 arany, valamint a
kett6s kotés mutatdo (double bond index, DBI), ami a zsirsavak telitetlenségét még pontosabban
fejezi ki. P. indica-kolonizalt arpalevelekben a C16:1 zsirsav aranya megndtt, mig a C18:1 zsirsav
molszazaléka szignifikansan csokkent a nem kolonizalt névényekhez képest. A linolénsav aranya és
a zsirsav telitetlensegi mutatok enyhén megemelkedtek az endofita gombat tartalmazé
névényekben. Erdekes modon a sonak kitett P. indica-kezelt *Ingrid’ arpaban nem véltozott mar a
C16 vagy C18 zsirsavak mdlszazaléka, kivéve a C16:1-ot, amelyiké lecsokkent a sokezelt, nem

kolonizalt névényekben mért szintre.

6. tablazat. Zsirsav-0sszetétel (molszazalékban) 5 hetes ’Ingrid’ arpa elsédleges leveleibdl izolalt
foszfolipid-frakcioban 300 mM-os sO-kezelés mellett (NaCl) vagy anélkil (Kontroll), illetve
Piriformospora indica-kolonizacioval (P. indica). 18:3/18:2 (linolénsav/linolsav arany), U/S
(telitetlen/telitett zsirsav arany), DBI (double bond index, kett6s kotés mutato) = Y. (mol % zsirsav x
kettds kotések szama)/100.

Zsirsav Kontroll NaCl P. indica P. indica + NaCl
16:0 16,9 +0,7 15,4 +0,7* 158+1,0 16,3+1,1
16:1 2,3+0,2 1,8+0,4 2,8 +0,2% 1,9+04
18:0 24+05 2,3+0,3 2,2+05 2,3+0,6
18:1 2,7+0,2 25+0,2 1,9 +0,3* 2,2+0,1*
18:2 259+22 230+12 226+41 23,1+0,9
18:3 49,9+2,5 55,0 + 1,9% 54,7 +5,6 54,1 + 2,5%
18:3/18:2 1,95 0,25 2,39 +0,19* 2,47 0,70 2,32 +0,19*
u/s 4,17 40,29 4,65 + 0,28* 4,54 + 0,39 4,33 +0,46
DBI 2,06 + 0,04 2,15 + 0,04* 2,13+ 0,08 2,12 + 0,06
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5.4.4. A P. indica csokkenti a sokezelt arpa lipid-per oxidacioj at

Magas so-koncentracio hatasara fokozodott az *Ingrid’ levelekben a lipid-peroxidacio, amint
ezt a hokezeléssel serkentett etan-termel6déssel kimutattuk (22. abra). A P. indica-kezelés
onmagaban nem befolyasolta az etan-kibocsatas mértékét. A sos ontdzés hatdsara azonban kozel
60%-0s emelkedést figyeltiink meg a nem sézott kontroll etan-kibocsatasahoz képest, de csak a
szimbidzist nélkilozni kényszeriil6 ndvenyekben. A P. indica-kolonizacié mellett ugyanis csak

20%-0s novekedes kovetkezett be a sétlan kontrollhoz képest.

1.2 b

0.8

0.4 -+

Etan (nmol g1 szaraz tomeg)

Kontroll NacCl P.indica P. indica + NaCl

22. dbra. S6kezelés hatasa az etan-termelddéssel jellemzett lipid-peroxidacio mértékére 6t hetes
arpalevélben. Kontroll: kezeletlen Ingrid” arpa, NaCl: harom hetes koruk 6ta 300 mM sooldattal

ontozott novények, P. indica: Ingrid arpa Piriformospora indica-val kolonizalt egyedei.
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5.5. Hésokk

Hésokk alkalmazasaval fogékonysagot indukaltunk arpaban. A fogékony ’Ingrid’ fajta még
fogékonyabba valt a kezelés hatasara, azaz tobb sporulalo lisztharmat-telepet talaltunk a hésokknak
kitett, majd fert6zott elsddleges leveleken (23. abra). A tobb sejtre kiterjedé HR-rel Kkisert
rezisztenciaval rendelkez6 Mla arpan nagyobb Kkiterjedésti nekrotikus foltok és sporulélo
lisztharmat-telepek is megjelentek (23. &bra). A szabad szemmel nem lathatd, egy-egy sejtet érint6
HR-elhalasokkal jar6 Mlg rezisztenciat is letdrte az altalunk alkalmazott hdsokk, és a lisztharmat
szaporodott a leveleken (fenykép nélkil). A legmeglepébb eredmény azonban a széleskorii, nem
rassz-specifikus rezisztenciat kialakité mlo gént hordozé arpavonal sikeres lisztharmat-fertézése
volt (23. &bra).

23. bra. Lisztharmat-fert6zés tiinetei fogékony (’Ingrid’) és rezisztens (Mla, mlo) arpavonalak
hésokknak (45 mp, 49°C) kitett (H), illetve nem eldkezelt (K), elsédleges levelein.

Lisztharmat-fert6zést kovetd génkifejezddés-valtozasokat vizsgaltunk RT-PCR-technikaval,
a hokezeléssel lisztharmat-fogékonnya tett mlo arpaban (24. abra). A Hsp70 hésokk-fehérje RNS-
szintl atirddasa additiv mdédon indukalodott a két kezelés (hdsokk és lisztharmat-fertdzés) hatasara.
Hasonloképpen alakult a BI-1 (Bax Inhibitor-1, a programozott sejthalalt gatlo fehérje) kifejezédése

is. Ezen kivll vizsgaltuk két WRKY fehérje (a novények korokozok elleni védekezésében és
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stressz-valaszaiban is szerepet jatszé transzkripcios faktorok) kifejezOdését, és azt talaltuk, hogy a
WRKY1 gén transzkripciojat a fertézés gyengébben, a hékezelés er6sebben indukalta, az egyiittes
hatds viszont gyengébb indukcidt eredményezett, mint csak a hdkezelés, azaz a fert6zés
csokkentette a hoékezelés hatasat. A WRKY2 gén atirodasa pedig csak a fertézés hatasara
indukalodott, és érdekes mddon a két kezelés egyiittes hatasa gyengébb volt, mint a fert6zésé

egyediil, azaz itt meg a hokezelés csokkentette a fert6zés hatasat.

HSP70

S e L e e w e e e g e R BI-1

WRKY2

WRKY1

RNS

0 24 24 28 28 28 28 48 48 48 48 1dé (6ra)

Fertozés

Hokezelés

24. dbra. Génkifejez6dés valtozasok mlo-tipusu lisztharmat-rezisztens arpalevelekben hésokk-
kezelést es/vagy lisztharmat-fert6zést kovetden. A szemikvantitativ RT-PCR mddszerrel
felszaporitott cDNS-szakaszokat agar0z gel-elektroforézises szétvalasztast és etidium-bromidos
festést kovetden ibolyantali (UV) fényben lefényképeztilk. Az abréan a fényképek inverze lathato.
Referenciaként az 6sszes kivont RNS mennyiséget hasznéltuk (RNS).
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5.6. Uj tudomanyos er edmények

5.6.1. Fiatal és oreg, illetve citokinin juvenilhormont tultermel6 transzgenikus és vad tipusd
dohanylevelek higany-klorid altal kivaltott oxidativ stressz, illetve kdzvetlenul ROF (hidrogén-
peroxid) okozta membran-karosodasanak dsszehasonlitasaval igazoltuk a juvenilis élettani allapottal

egylitt jard6 magasabb antioxidans kapacitas védo hatasat abiotikus oxidativ stresszel szemben.

5.6.2. Xanthi-nc eés szalicilsav-hianyos NahG dohany TMV-fert6zésre megvaltozé hétermelés-
intenzitasat és etan-kibocsatasat hasonlo mértékiinek talaltuk. Csak fertézetlen allapotban mutattunk
ki metabolikus és lipid-peroxidacios kulonbségeket az SzSzR-re képes és képtelen vonal kdzott:
mindkét vizsgalt paraméter értéke az utdbbiban, azaz a transzgenikus NahG dohéanyban volt kisebb.

5.6.3. Az antioxidans-szintek indukaldédasa erésebb volt lisztharmat-fertézésre fogékony ’Ingrid’
arpafajtaban, mint az Mla, MIg vagy mlo rezisztenciagént hordozd, kdzel-izogén vonalaiban. A
hidrogén-peroxid tartalom viszont a rezisztens vonalakban nétt meg jelentdsen. Eredményeink igy
alatamasztjdk azt a feltevést, miszerint a korokozé a fogékony kapcsolatban indukalhatja a

novényben az antioxidansokat, az ellene képz6dott ROF karos hatasanak kikuiszobolésére.

5.6.4. Piriformospora indica gyokér endofita gombaval vald szimbiotikus kapcsolat enyhitette a
sokezelés okozta, anyagcsere aktivitassal, zsirsav-6sszetétel alakulasaval és lipid-peroxidacioval

jellemzett karokat soerzékeny arpaban.
5.6.5. Arpaban a hokezeléssel indukalt lisztharmat-fogékonysag 6sszefliiggéseket mutatott egyes

abiotikus és biotikus stressz-valaszokban szerepet jatszo gének (BI-1, HSP70, WRKY1, WRKY2)

RT-PCR-modszerrel vizsgalt kifejezédésének indukcidjaval illetve repressziojaval.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. A magasabb foku abiotikus stressztiiré-képesség és a juvenilitas kapcsolata

Kordbbi eredmények szerint a fiatal novényi levelek az 0Oregeknél ellenallébbaknak
bizonyultak nekrotréf korokozok altal okozott biotikus stresszel szemben (Barna és Gyorgyi 1992),
ezért megvizsgaltuk a szeneszcencia hatdsat abiotikus stressz, mint nehézféem-ion, és kdzvetlen
oxidativ stressz esetében. Bizonyos fémionok karosan magas koncentracioban megvéltoztatjak a
novényi sejtmembranok atereszto-képességét, s ez ion-kiaramlashoz, valamint a pigmentek
roncsolddasahoz vezet. A higany-klorid mint nehézfémstressz nem csak kdzvetlendl toxikus és a
novények nodvekedését gatolja, hanem oxidativ stresszt alakit ki a ndvényekben reaktiv
oxigénformak képzodésén keresztul. Fiatal és 6reg *Samsun’ dohé&nyleveleket tettlink ki oxidativ
stressznek kiils6leg alkalmazott higany-klorid illetve hidrogén-peroxid kezeléssel. A membran
épségenek mertékét, ami a novényi sejtek kiilonféle abiotikus stressztényezok altal okozott oxidativ
kérosodasat jol jellemzi, ion-kiaramlas modszerrel vizsgaltuk. A higany-klorid kezelésen atesett
fiatal dohanylevelekbdl az elektrolit-kiaramlas gyengébb volt a vizzel alkezelt kontrolljaikhoz
viszonyitva, mint az 6regekb6l. Hasonlo eredményt kaptunk a kozvetlen oxidativ stresszt okozo
hidrogén-peroxid oldaton val6 Usztataskor, ebben az esetben is a membran-karosodas és igy az ion-
kidramlas is alacsonyabb volt a fiatal levelekb6l, mint az 6regekb6l. Megfigyeltik, hogy a nagyobb
mértékli toleranciaval parhuzamban a hidrogén-peroxidot k6zombositd katalaz enzim aktivitasa
‘Samsun’ dohany fiatal leveleiben kétszerese volt az oreg levelekben meértnek. A ROF
kozombositésének egy masik kulcsenzime, a szuperoxid-dizmutaz pedig 50%-kal nagyobb
akvititast mutatott a fiatal levelekben az 6regekhez képest, ami 6sszhangban van a fiatal levelek
nagyobb antioxidans kapacitasaval.

Kovetkezd kisérleteinkben az SR1 dohéanyfajtat €s annak transzgenikus CTKm vonalat
hasonlitottuk 6ssze. A CTKm dohanyban a folyamatos génkifejez6dést biztositd konstitutiv
prométer utadn beépitett ipt gén az izopentenil-transzferaz enzimet kodolja. Ez a citokinin-
bioszintézis egyik kulcsenzime, igy a CTKm dohé&nyokra allando citokinin-taltermelés jellemz6. A
citokinin noévényi hormon serkenti a sejtosztddast, a sejtdifferencidlodast, gatolja az apikalis
dominanciat (auxinnal egyutt hatva), gatolja a klorofill lebontésat, szabadgyokoket kozémbosit és a
tdpanyag-transzportot a citokininben gazdag noévényi részek felé iranyitja (Jameson 2000, Mok és
Mok 2001). Ebbdl kovetkezéen a CTKm ndvényeknek hosszasan megmarad juvenilitasuk, valamint

novekedesi eltérések mutatkoznak rajtuk a kontroll fajtahoz képest (25. abra).
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25. dbra. "Petit Havana SR1’ dohanyfajta (SR1) és citokinin-tultermel6 transzgenikus vonalanak

(CTKm) fenotipusos kilénbsége nyolc hetes korban.

Az Oregedésében gatolt CTKm dohany szOveteit kevésbé karositotta a kiilséleg adagolt
hidrogén-peroxid, vagyis gyengébb ion-kiaramlast mértink, mint a kontroll, nem transzgenikus
SR1 fajta esetében. Csoportunk korabbi munkajaban kimutatta, hogy a CTKm dohanyban is
fokozott antioxidans enzimaktivitas tapasztalhatd, ami minden bizonnyal szerepet jatszik a nagyobb
meértéki stressz-tolerancidban (Pogany et al. 2004).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a fenti eredmények alatdmasztottak feltételezésiinket,
miszerint a magasabb antioxidans kapacitassal bird, juvenilis névényi szovetek jobban tiirik az

abiotikus eredet(i oxidativ stressz okozta karokat.

6.2. A szalicilsav szerepe dohany szisztemikus szer zett rezisztenciaj aban

Korédbbi vizsgalatok Kkimutattdk, hogy ’Xanthi-nc’ dohanylevelek TMV-fert6zése a
szalicilsav mennyiségének helyi es szisztemikus ndvekedését idézi eld, valamint a hdtermelésre,
lipid-peroxidaciora és zsirsav-Osszetételre is hatassal van (Adam et al. 1990, 1993, Enyedi et al.
1992, Malamy et al. 1990). Munkank célja az volt, hogy a szalicilsav szerepét jellemezziik ezekben
a metabolikus valaszokban a szalicilsav-hianyos, transzgenikus NahG dohanyvonal segitségével. A
NahG dohany nagy mennyiségben termeli a Pseudomonas putida baktériumbol szarmaz6 nahG gén
altal kddolt szalicilsav-hidroxilaz enzimet. A szalicilsav-hidroxildz a szalicilsavat katekolla (1,2-
dihidroxi-fenol) alakitja, s ennek eredményeként a NahG dohanyban a szalicilsav mennyisége nem
tud megnéni (Gaffney et al. 1993).
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A TMV-vel fert6zott dohanylevelek anyagcsere aktivitdsanak valtozasait a hotermelés
izoterméalis kalorimetridval torténé mérésével kovettik. Az etan termel6dését, ami a lipid-
peroxidacid &ltalanosan alkalmazott indikatora, gazkromatogréfiaval mértik. Az etan illékony
bomlastermék, ami az -3 telitetlen hidroperoxi-zsirsavak degradacioja soran szabadul fel
(Dumelin es Tappel 1977). Mivel a membranok kulcsszerepet jatszanak a névenyi sejtek HR-jaban
(Yaeno et al. 2004), a foszfolipid-frakcid zsirsav-Osszetételét és a szterol-Osszetételt is
meghataroztuk gazkromatogréfiaval. A Xanthi és a transzgenikus NahG dohanyndvények TMV-
fertézésre adott metabolikus valaszanak Osszehasonlitdé elemzése hozzdjarulhat a szalicilsavnak a
TMV-indukalta SzSzR-ban jatszott hatismechanizmuséanak jobb megértéséhez. Igy lehetdség nyilik
a természetes ton keletkezett szalicilsavnak a Xanthi-nc dohany TMV-fert6zéssel szemben adott,
fentiekben emlitett anyagcsere valaszéra gyakorolt hatdsanak értékelésére.

Raskin és munkatarsai (1989) kimutattak, hogy az endogén szalicilsavszint emelkedése
szabalyozd szerepet jatszik a hotermelésben virdgzas idején a kontyvirag virdgzataban. Ugyanigy a
szalicilsav szintjének megemelkedése a TMV-vel fert6zott Xanthi-nc dohanyndvényekben is
hétermeléssel és energiaveszteséggel jar (Adam et al. 1993). Megfigyelték azt is, hogy akar
kiils6leg adagolt (Anderson et al. 1998), akar TMV-fert6zés nyoman felhalmozodott (Montillet et
al. 2002) magas szalicilsavszint a lipid-peroxidacio fokozddasat indukalja dohanyban. Tovabba
Arabidopsis thalianaban a szalicilsav a 16 és 18 szénatomos zsirsavakat oxidald, a-dioxigenazt
kodolé aDOX1 gén expresszidjat aktivalja (De Ledn et al. 2002). A lipid-0sszetétel tekintetében a
zsirsavak telitettségi szintje buzandvenyekben a hidegedzés sordn a szalicilsav-tartalom
emelkedésével parhuzamosan csokken (Janda et al. 2007b). A lipidek és a lipid-6sszetevok
dinamikajanak szerepét a novények SzSzR-jdban A. thaliana genetikai vizsgalata is megerésitette
azaltal, hogy a zsirsav-deszaturaz enzim aktivitasat kimutatta (Nandi et al. 2004). Ezek a kisérletek
azt bizonyitjak, hogy a szalicilsav szerepet jatszik a hdtermelés, a lipid-peroxidacio és a lipid-
Osszetetel alakuldsaban is.

Kimutattdk, hogy a zsirsavak telitetlenségének szintjét Xanthi ndvényekben a SzSzR
indukci6ja nem befolyasolja (Adam et al. 1990). A Xanthi névényhez képest a NahG transzgenikus
novényekben a C18:3 zsirsavak 8%-kal kisebb mennyiséget és a C18:3-nak a C18:2-hoz
viszonyitott 16%-kal alacsonyabb aranyat figyeltik meg. Emlitést érdemel, hogy az antiszensz fad7
Xanthi-nc dohanyvonalban a 15-20%-kal csokkent trién zsirsav-tartalom esetén a TMV Aéltal
okozott elhalasos 1éziok kb. kétszer akkor kiterjedésiiek lettek, mint a vad tipusu névenyben (Im et
al. 2004). Hasonldkeppen kimutattak, hogy a foszfolipid-frakcio zsirsavai kodzott a linolénsav
moléris aranya is kb. 20%-kal csokkent a TMV-fertézott Xanthi-nc levelekben (Ruzicska et al.
1983). Am Ruzicska és munkatarsai (1983) a virussal fertézott levelekben az 6sszefiiggd nekrozis

kialakitasahoz 33°C-rél 25°C-ra torténd hémérséklet-valtozast alkalmaztak. A mi  Kisérleti
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korilményeink kozott a TMV-fertézés sokkal enyhébb nekrotikus tlineteket okozott, és ezzel
parhuzamosan nem idézett el szignifikans valtozast a zsirsav-0sszetételben sem.

NahG ndvenyek TMV-vel fertézott leveleiben a sztigmaszterol szitoszterolhoz viszonyitott
aranyanak emelkedését figyeltik meg. Mivel a sztigmaszterol/szitoszterol arany emelkedése kiséri a
dohanylevelek éregedéset is (Grunwald 1978, Barna és Gyorgyi 1992), eredmeényeink arra utalnak,
hogy NahG ndvenyekben a TMV-fert6zés szeneszcenciat idéz el6. A lipid-Osszetétel valtozasai a
membranok fluiditasat és atereszt6-képességét is befolyasolhatjak, de fluoreszcencia polarizacios
méreseink kimutattak (Fodor et al. 2007), hogy kezeletlen Xanthi és NahG, valamint SzSzR-rel mar
rendelkez6 Xanthi novények levelei megoérizték megfelelé membran fluiditasukat. Ugyanigy a
SzSzR kivaltasa Xanthi dohanynovényekben szintén nem okozott szignifikans valtozast a felsGbb,
fertzésmentes levelekbél késziilt protoplaszt fluiditasaban (Adam et al. 1990).

A lipid-peroxidacio és hétermelés a dohanynovények TMV-fert6zésre adott HR-janak
ismert kiséréjelensége. A szalicilsav lipid-peroxidacioban és hétermelésben jatszott szerepének jobb
megvilagitasa céljabdl az etan- és hokibocsatas mértékét SzSzR-t mutatd, Xanthi dohanyndvények
és SzSzR-vélaszra keéptelen, transzgenikus NahG dohanyndvények TMV-vel fert6zott leveleiben
vizsgaltuk. Ez a rendszer jol hasznalhato a dohany TMV-fertézésre adott, szalicilsav altal
kozvetitett, illetve szalicilsavtdl fuggetlen valaszainak elemzésére.

Korabban kimutattik, hogy a TMV-vel fert6zott dohanylevelekben a HR tlinetek sulyossaga
szoros kapcsolatban all a lipid-peroxidacioval (Montillet et al. 2002). Ezzel szemben mi azt talaltuk,
hogy Xanthi és NahG dohanynévények TMV-vel fert6zott leveleiben hasonld mértéki volt az etan-
kibocsatas mérésével detektalt lipid-peroxidacio. Raadasul az etan-kibocsatas hasonlé volt az
elsédleges vagy masodlagos TMV-fertdzésen atesett Xanthi ndvények esetében is, holott mi arra
szdmitottunk, hogy a lipid-peroxidacio csakugy, mint a HR tunetek, a SzSzR kialakuldsa utan
csokkeni fog a dohanyndvényekben. Ezek az eredmények megerdsitik azokat a kordbbi
megfigyeléseket, amelyek arra utaltak, hogy a szalicilsav oxidativ stresszt alakit ki és a reaktiv
oxigénforméakkal karoltve fokozza a programozott sejthalalt (Alvarez 2000, Shirasu és Schulze-
Lefert 2000). Ennek megfeleléen a Xanthi dohanyndvényekben TMV-fert6zéssel aktivalt SzSzR
egy-egy sejtnyi, mikroszkopikus elhalasokat indukalt a fertézetlen levélteriileteken és a fert6zés
helyétdl tavolabb elhelyezked6 leveleken is (Alvarez et al. 1998, Balazs et al. 1977). Eredményeink
arra utalnak, hogy a szemmel lathatd nekrotikus foltok mellett a csupdn egyetlen sejtre Kiterjed6
elhalasok is forrasai lehetnek az etan-kibocsatasnak. Ezt a feltételezést tdmasztja ala az a tény is,
hogy a szalicilsav, illetve ennek biologiailag aktiv analogjai a dohany lipid-peroxidacidjanak
fokozodasat dozistol fiiggé modon indukaljak (Anderson et al. 1998). Raadasul a NahG
novényekben a fertézetlen levelekbdl felszabaduld etan mennyisége 30%-kal kisebb volt, mint a
Xanthi dohanyban. Ezzel az eredmeénnyel 6sszhangban van az a megfigyelés, miszerint a katekol
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emldssejtekben a lipoxigenaz enzim aktivitasnak hatasos inhibitora (Simpson et al. 2003). A
megemelkedett lipoxigenaz aktivitas jellemz6 a HR-el reagald dohanynovények TMV-vel fertézott
leveleire (Ruzicska et al. 1983), a lipoxigenaz altal kozvetitett lipid-peroxidaciordl pedig
kimutattdk, hogy a TMV-vel fert6zott Xanthi dohanylevelekben végbemend 6sszes lipid-
peroxidacionak kozel 95%-aért felelés (Montillet et al. 2002). Emiatt agy kell tekintenink, hogy a
HR-t kiséré 1éziok kialakulasa soran mind a szalicilsav altal kdzvetitett, mind az att6l fiiggetlen
folyamatok is befolyasoljak a TMV-vel fert6zott levelek lipid-peroxidaciojat.

Fokozott hdtermelést figyeltek meg korabban TMV-vel fert6zott Xanthi-nc
dohanynovények leveleiben a TMV altal kivaltott nekrotikus foltok kialakulasanak idején (Adam et
al. 1993, Chaerle et al. 1999). Ismert, hogy a TMV-vel fert6zott dohanyban a nekrotikus 1ézidk
kialakul&sat fokozott oxigén-felvétel (Chivasa és Carr 1998, Mittler et al. 1996, Weintraub et al.
1960) és oxidativ kitorés (Allan és Fluhr 1997, Doke és Ohashi 1988) kiseri. Korabban mi is
kimutattuk, hogy a sajat TMV—dohany rendszeriinkben (Fodor et al. 2001, Hafez et al. 2004, Kiraly
et al. 2002) az oxidativ kitorés korrelacidban van a TMV Aaltal kivaltott nekrotikus foltok szamaval
és meéretével. A mikoplazméaval (Acholeplasma laidlawii) fertézott Chlorella vulgaris alga
kalorimetrids vizsgalata azt mutatta, hogy az oxigén-felvétel és az oxidativ kitorés szoros

Jelen munkankban a laboratériumunkban régota folyo kisérleteket terjesztettiik ki a SzSzR-t
mutatd Xanthi-nc, és erre a valaszra képtelen NahG névények vizsgalatba vonasaval. A hitermelés
a dohanylevél-szdvetekben zajlé altalanos anyagcsere folyamatok intenzitasat tiikrozi, tehat a
kalorimetridval kapott eredményeink mind a szalicilsav-fiiggé, mind pedig az attol fiiggetlen
hotermelést magukba foglaljak. A kontroll NahG ndvények fertézetlen levelei altal kibocsatott ho
mennyisége szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint amennyit a Xanthi dohany termelt. A
szalicilsavrol kimutattdk, hogy egymagaban is képes hokibocsatast indukalni (Raskin et al. 1987,
1989). A dohanynovények szalicilsavas kezelése az alternativ légzés stimulalasa (Kapulnik et al.
1992, Van Der Straeten et al. 1995), valamint a proton-gradiens megszakitasa (Gordon et al. 2004)
révén fokozott oxigén-fogyasztast és hétermelést idézett el6. Dohanysejtek 20 uM-0s szalicilsavval
torténd inkubalasa a hofejlodés iitemét 60%-kal novelte a kezeletlen kontrollokhoz képest
(Kapulnik et al. 1992). Emlitésre mélto, hogy dohanyban a TMV altal indukalt nekrotikus 1éziok
kozelében a legmagasabb meért szabad szalicilsavszint 50 pMokil volt  (Enyedi et al. 1992).
Erdekes, hogy NahG dohanyban a szalicilsavhiany hatisa szembetiindbb volt kontroll, fertézetlen
novényekben, mint a TMV-fert6zést kovetéen. Ez arra a tényre valo tekintettel is roppant kilonos,
hogy a szalicilsavszint a fert6zetlen ndvényekben nagyon alacsony, és csak a fert6z6dés utan
emelkedik meg (Malamy et al. 1990). Ez arra utalhat, hogy a szalicilsav alapszintjének viszonylag
Kicsi valtozasai mar szignifikans eltolodast eredményezhetnek az anyagcsere aktivitasban.

65



Elképzelhet6 az is, hogy a katekol-termel6dés felelés a héfejlodés gatlasaért, mint ahogy az
emléssejtekben a lipoxigenaz aktivitasat is gatolja (Simpson et al. 2003). Ez a kérdés azonban
tovabbi vizsgalatokat igényel.

A TMV-vel fert6zott NahG levelek megemelkedett szintli hokisugarzasa mutatja, hogy a
hétermelés szalicilsavtol fliggetlen is lehet. Jollehet mi a TMV-vel tortént fertézés utan a
dohanylevelekben a hékibocsatas fokozddasat figyeltik meg a fertézetlen, kontroll névényekhez
képest, nem tapasztaltunk figyelemre mélté kilonbséget a TMV-fert6zott NahG, és az indukalt
(SzSzR-kifejezé) vagy nem-indukalt Xanthi dohanynoévenyek kozott. Masképpen kifejezve, az
anyagcserével kapcsolatos hétermelés szintje ugyanugy, mint a lipid-peroxidacio, hasonloképpen
alakult a sajat endogén szalicilsavszinttel dsszefiiggben enyhébb vagy stlyosabb tlineteket mutato,
TMV-vel fert6zott dohanylevelek esetében. Feltételezzilk, hogy a NahG dohany esetében a
szalicilsav-hiany okozta alacsony hétermelést az erés oxidativ Kitorés ellensulyozni tudja. Ezzel
szemben a Xanthi novényekben a megnovekedett mennyiségli szalicilsav altal felfokozott
hokibocsatast a visszaszoritott oxidativ Kitorés tudja kompenzalni. Ezt a feltételezést
laboratériumunk kordbbi eredményei is alatdmasztjak, melyek szerint minél nagyobb mértékii a
TMV-fert6zott dohanylevelekben a szoveti elhalds, annal magasabb a felhalmozdodott ROF szintje
(Fodor et al. 2001, Hafez et al. 2004, Kiraly et al. 2002). A nemrégiben olajrepce vizsgalataval
kapott adatok szerint inkompatibilis baktériummal szemben kialakul6, 24-epibrasszinolid altal
fokozott valaszreakciokat megemelkedett hokibocsatas kiséri a kezeletlen novényekhez viszonyitva
(Janeczko et al. 2007). Ezen tulmenden vad zab biotipusok gyomirtdszerrel szembeni rezisztenciaja
szoros Osszefliggést mutatott a herbicid-kezelés nyoman kialakuld hétermelés fokozddasanak
sebességével (Stoklosa et al. 2006). Ezek az eredmények hatarozottan arra utalnak, hogy a
hétermelés novekedése gyakran jellemz6 az olyan stressznek kitett névényekre, amelyek a biotikus
vagy abiotikus nekrotizal6 agensekkel szemben nagy ellenallo-képesseggel rendelkeznek, és az
anyagcsere folyamatok aktivalodasa sziikséges a védekezési mechanizmusokhoz.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy szamos bizonyiték utal arra, hogy a szalicilsav
indukalhatja a lipid-peroxidaciot és a hokibocsatast. Emiatt a nekrotikus 1ézidk vizualis vizsgalata
félrevezetd kovetkeztetéseket engedhet levonni a dohanyndvényekben kialakult SzSzR
hasznossagara vonatkozoan. Feltételezésiink szerint a SzSzR-valaszra képes, TMV-vel fert6zott
dohanylevelekben a mérsékelt szovetkarosodas bioldgiai ,,ara” Osszevethetd (kb. azonos) lehet a
SzSzR kialakitasara képtelen, NahG dohanyndvényekben kialakuld, sulyos szdvetkarosodas
»ardval”. A rezisztencia-valaszokhoz sziikséges tobblet energiaigény a névények egyéb
életfolyamatainak sulyos karosodasat eredményezheti, aminek kovetkeztében korai Oregedés
(szeneszencia) illetve ndvekedésbeni visszamaradés alakulhat ki (Morris et al. 2000, Yoshida et al.
2002).
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6.3. Az antioxidansok szer epe arpa-lisztharmat kapcsolatok alakulasasban

Korabbi megfigyelések az arpa lisztharmat-fertézést kiséré antioxidans valtozasokrol
leginkdbb a fogékony és az Mla-rezisztens arpa 0Osszehasonlitasaval szillettek (Burhenne és
Gregersen 2000, El-Zahaby et al. 1995, Kerby és Somerville 1989, Kristensen et al. 1999, Vanacker
et al. 1998). Jelen munkank Ujdonsaga, hogy Kiterjesztettik a vizsgalatokat atmeneti rezisztencia-
tipust arpavonalakra is. Kutatdsaink az arpa lisztharmattal kompatibilis kapcsolatot kialakitd
‘Ingrid” arpafajta mellett harom, kiilonb6z6 tipusti inkompatibilis kapcsolatra iranyultak, tehat nem
csak az Mla, hanem a kevessé tanulmanyozott Mlg és mlo kozel-izogén arpavonalakban is
vizsgaltuk a fertézéssel kapcsolatban kialakulo antioxidans valaszokat (Harrach et al. 2008).

A novények egyik legkordbbi vélasza inkompatibilis kdérokozok tamadasara a ROF
felhalmozésa, mint pl. a szuperoxid (O, ) és a hidrogén-peroxid (H,0,). A lisztharmat-fert6zés
hatasara specifikus festéssel és mikroszképpal is kimutathatdé korai, erés H,O,-felhalmozodas
tapasztalhaté az Mla-, Mlg- and mlo-tipusu rezisztens arpaban, a fogékony ndveényekben viszont
nem (Huckelhoven et al. 1999). A lisztharmat-fert6zést kiséré6 H,O,-felhalmozddas mennyiségi
meghatarozasa (spektrofluorimetridss maddszerrel) volt az egyik célunk a lisztharmat-fogékony
“Ingrid’  arpafajtdban, valamint annak kilonféle rezisztencia-géneket hordoz6, kozel-izogén
vonalaiban. Feltettlik a kérdést, hogy vajon a sejthaldl (HR) hianya a gazdandvény magasabb
antioxidans kapacitasanak a kdvetkezmenye-e. Vizsgalatunk célpontjai voltak ezért a legfontosabb
antioxidans enzimek, valamint az aszkorbat—glutation ciklus nem-enzimatikus antioxidansai. A
membranok kérosodasat az ion-kiaramlasbol eredé vezetOképességi méréssel, az etilén
stresszhormon termel6dését gazkromatografias modszerrel vizsgaltuk.

Az antioxidansok mennyiségének és aktivitasanak megemelkedése csokkenti a
novény—korokozd kolcsonhatasokat kisér6 ROF-termel6dés karos hatésait. Jelen munkankkal
elséként igyekeztlnk feltarni fontos antioxidansok aktivitasainak alakulasat és ROF-detoxifikacios
képességét kompatibilis és harom kildonféle inkompatibilis (Mla, Mlg and mlo) kapcsolatban arpa
és arpa lisztharmat kozott. Eredményeink arra mutatnak, hogy a névényi gazdasejtek antioxidativ
védekez6-rendszerének serkentése fontos szerepet jatszik a kompatibilis biotrof kapcsolat
fenntartasaban, mas szdval a korokoz0 virulencia faktoranak tekinthetd.

A vizsgalt antioxidans enzimek legtdbbje (POX, SOD, APX, GST és GR), kivéve a katalaz
és a DHAR enzimeket, hasonlo tendenciaju aktivitas-valtozasokat mutatott a lisztharmat-fertézés
hatasara. A fert6zést kovetd 6todik és hetedik napra a POX, SOD, APX, GST és GR enzimek
jelent6és mértékben indukalddtak a fogékony arpaban a fertézetlen kontrollhoz képest. A fogékony
névényekben mértekhez nagyon hasonld, de kevésbé markans valtozasokat tapasztaltunk az
enzimaktivitasok terén a kozel-izogén, Mla-rezisztens arpaban. Feltételezhetd, hogy ennek oka a

nagyfokt hasonlosag a lisztharmat kezdeti fejlddésében (az elsé 30 oraban) a fogekony és az Mla-
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tipusu rezisztens arpa kozott. Az Mlg és az mlo vonalakban csak még gyengébben, illetve
egyaltalan nem indukalédtak a SOD, GST, APX és GR enzimek a fert6zés hatdsara.

A POX aktivitds viszont mind a négy vizsgélt vonalban erdsen emelkedett a fertézés
hatdsara. Legnagyobb mértékben (a kisérlet végére tobb, mint 6tszorosére) a lisztharmat-fert6zott
fogékony arpa leveleiben nétt meg a POX aktivitas, az Mla és Mlg levelekben az 6todik napon
mutatott kiemelkedéen magas (négyszeres) aktivitast, mig az mlo arpdban a harmadik napon
tapasztaltuk a maximumot, azaz a fert6zetlen kontrollban mért aktivitasnak kétszeresét. Kerby és
Somerville (1989) megemelkedett POX aktivitast mért mind a fogékony, mind az Mla-tipusu
rezisztens arpaban 8 és 16 oraval a fert6zést kovetden. Kristensen és munkatarsai (1999) is
fogékony és Mla arpaban mértek poliakril-amid gél-elektroforézissel torténd szétvalasztas utani
aktivitas-festéssel hatarozott és folyamatosan emelked6 POX aktivitas-ndvekedést a Bgh-fertézést
koveté 1-5 napon keresztiil. Ujonnan indukalt POX izoenzimekre nem bukkantak, és nem észleltek
kilénbséget az aktivitas-ndvekedés itemében sem a kompatibilis és az inkompatibilis kdlcsénhatas
kozott. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy nem tekinthetd jellemzOnek az izoperoxidazok szerepe a
ndvényi védekezési valaszokban.

A CAT aktivitasban nem mértink jelentés valtozast egyik vonalban sem, az egyik
mintavételi idépontban sem. Korabban Vanacker és munkatarsai (1998) 24 oraval a fert6zés utan
négyszeres CAT aktivitds-ndvekedését mutattak ki Bgh-fogékony arpaban, Mla-rezisztensben pedig
nem taléltak valtozast. Késébbi munkajuk soran (Vanacker et al. 2000) Bgh-fert6zést koveto 12 és
24 6ra kozotti idépontok sorat vizsgalva is csak az utolsonal, és ez esetben mar csak kétszeres CAT
aktivitasas-novekedest talaltak a fogékony arpaban, mikdzben az Mla-rezisztens arpaban is mertek a
fert6zés utan 16 Oraval atmeneti CAT indukciot, ami a 24. érara lecsengett. Blzaban Renard-
Merlier és munkatérsai (2007) nem talaltak CAT aktivitds-valtozast 48 oOrdval buza lisztharmat
(Blumeria graminisf. sp. tritici) fert6zése utan.

A novényi szovetekben nagy mennyiségben eléforduld aszkorbinsavnak elsérendii
jelent6sége van az antioxidativ folyamatokban mint a legfontosabb redukalészer (Noctor és Foyer
1998). Az APX enzim katalizélja az aszkorbat oxidaciéjat monodehidro-aszkorbat gyokké, ezt
pedig a NADPH-fiigg6 MDHAR enzim visszaredukalhatja aszkorbatta, avagy spontan maodon is
bomolhat aszkorbattd és dehidro-aszkorbatta. A dehidro-aszkorbat regeneracidja aszkorbattd a
glutation-figgé DHAR enzim feladata. Az APX és MDHAR enzimek aktivitdsanak novekedésérol
szamolt be Burhenne és Gregersen (2000) a fogékony arpaban, de az Mla-tipusiban nem, 4 nappal
Bgh-fert6zés utan. Az APX enzim aktivitiasa a mi kisérleteink kései idépontjaira is megnovekedett a
fogekony arpaban, ezzel szemben viszont a DHAR enzim aktivitasanak csokkeneset mutattuk ki a
fertézés hatasara. A DHAR aktivitds atmenetileg csokkent a fogékony Ingrid, az Mla és Mlg

arpaban, a legalacsonyabb aktivitast az elsd esetben 4 nappal, a két rezisztens vonalban pedig 5
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nappal a fert6zés utdn mutatta. Az mlo arpaban a DHAR aktivitas nem valtozott szignifikansan.
Eredményeink, miszerint a DHAR aktivitas csokkent a fogékony kapcsolatban a negyedik napig,
majd ismét novekedni kezdett a kontroll (fertézetlen) szint iranyaba, 6sszhangban van El-Zahaby és
munkatarsainak eredményeivel (1995). Ezen adatok arra engednek kdvetkeztetni, hogy esetiinkben
az aszkorbat regeneracidja nagyreszt a MDHAR aktivitasanak koszonhetden zajlik, mivel ennek
aktivitasa ellensulyozhatja a tapasztalt alacsony DHAR aktivitéast, igy biztositva az aszkorbinsav
» pool” redox egyensulyat.

Sem az aszkorbinsav-koncentracid, sem a redox allapota nem mutatott kiilondsebb valtozast
a Bgh-fert6zés hatasara, sem a vizsgalt rezisztens vonalakban, sem a fogékony ’Ingrid’ arpaban a
fert6zés kései szakaszaban. Vanacker és munkatarsai (1998) sem talaltak a levelek 0Osszes
aszkorbat-tartalmaban valtozast 24 o6raval a fert6zés utan, csak a redukalt forma aranya nétt meg
enyhén a fogékony arpaban, ami az Mla-rezisztens vonalban nem volt megfigyelhetd. El-Zahaby és
munkatarsai (1995) aszkorbinsav-tartalom cstkkenést talaltak 4—-6 nappal a lisztharmat-fert6zést
kovetéen a roppant fogékony cv. Emir arpaban. Mi azonban csak enyhe, nem szignifikans
aszkorbét-tartalom csokkenést talaltunk fogékony ’Ingrid’ fajtdban 7 nappal a lisztharmat tdmadasa
utan. Ezekre az eltéré6 eredményekre magyarazatul szolgalhat az, hogy nem csupan a névenyek
genetikai hattere, hanem a termesztési koriilmények, kornyezeti tényezok is befolyasolhatjak az
aszkorbinsav-tartalom alakulasat.

Vanacker és munkatarsai (2000) korabban 0sszefiiggést mutattak ki a Bgh-rezisztencia és a
levélben megemelkedett glutation-tartalom kozott 18-24 oraval a fertézés utan. Kisérleteinkben az
0sszes glutation-tartalom szignifikansan megnétt 7 nappal a fertézés utan a fogékony levelekben,
mig El-Zahaby és kollégai (1995) mar 4 nappal a Bgh tamadés utan ilyetén koncentrcidbeli
novekedést tapasztaltak.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy az antioxidans rendszerek aktiv védelmével, valamint a
citokinin- és auxin-indukcid segitségével a biotrof korokozék a megtamadott névenyek sejtjeit
hosszasan életben tartjak, hogy a szamukra sziikséges hosszu tava, szoros kapcsolat kialakulhasson
a korokozd és a gazdasejt kozott (Schulze-Lefert és Panstruga 2003). E hormonok feladata
fenntartani a szovetek életképességét és kialakitani egy olyan metabolit-raktarat, ami a biotrof
korokozot ellatja a sziikséges tapanyagokkal (Jameson 2000).

A Bgh-tamadasra bekovetkez6 korai H,O,-felhalmozast arpalevélben mar sokan
megfigyelték és leirtdk (Hickelhoven et al. 1999, Thordal-Christensen et al. 1997, Vanacker et al.
2000), mig a hidrogén-peroxid szintek késébbi alakulasa a fert6zés soran nem keriilt a tanulmanyok
homlokterébe. A lisztharmat-fert6zés hatasara enyhén megemelkedett H,O,-koncentraciot talaltunk
az Mla, Mlg és mlo arpa leveleiben, ellenben a fogékony arpalevelekben a H,O,-koncentracid

szignifikansan lecsokkent hét nappal a fert6zés utan. Korabbi mikroszkdpos vizsgalatok kimutatték,
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hogy a rezisztens arpavonalak Bgh-tdmadasa korai (1-2 nap maultan) H,O,-felhalmozast
eredményez (Huckelhoven et al. 1999). A H,0,-termelés fokoz6dasa szoros dsszefliggésben van a
névényi védekezessel a lisztharmat gomba ellen (Hafez és Kirdly 2003, Thordal-Christensen et al.
1997). Mitobb, egyéb kdérokozok elleni védekezésben is jelentés szerepe van a hidrogén-peroxidnak
(Bradley et al. 1992, Levine et al. 1994, Olson és Varner 1993). Fogékony arpa névenyek kezelése
kiils6leg adagolt ROF-forrasokkal megvédi a novényt lisztharmat- vagy rozsdabetegséget okozo
gombaktdl azéltal, hogy megoli a korokozé gombat vagy gatolja annak fejlodését (Hafez és Kiraly
2003, Ouf et al. 1993, Wang és Tzeng 1998). Ha azonban a ROF-kal egyidejiileg antioxidansokkal
is kezeljuk a novényt, akkor a ROF toxikus hatasa a kérokozora kivédhet6 (Hafez és Kiraly 2003,
Kiraly és El-Zahaby 2000). Kiraly és munkatarsai azonban mindezidaig hidba probalkoztak Bgh-
fogékonysagot indukalni genetikailag rezisztens arpaban antioxidans kezelésekkel (Kiradly Z.,
szemelyes kozlés). A feltételezést, hogy a H,O,-nak alapvet6 jelentésége lehet az arpa lisztharmat-
rezisztenciajaban, tovabb erdsiti azon eredményiink, miszerint a rezisztens arpaval ellentétben a
fogékony Ingrid &rpalevelekben csokkent a H,O,-tartalom Bgh-fert6zést kovetben.

A H,0,-felhalmozodas és az elektrolit-kiaramlassal jellemzett membran-karosodas kozott
nem talaltunk 6sszefliggést. Ez valoszintileg annak kdszonhetd, hogy a rezisztens vonalakban csak
minimalis szdmu sejtet érintett a gombatdmadas az egész levélhez képest. Mig az Mla-tipusu
rezisztencia esetében enyhén megndvekedett az ion-kiaramlas, az Mlg és mlo vonalakban nem volt
valtozas a Bgh-timadast kovetd elektrolit-kidramlasban. Ezzel ellentétben viszont a fogékony
arpaban mar a fertézés utani masodik napra szignifikans kiaramlas-novekedés jelentkezett, az
otodik napra pedig a fertézetlen kontrollhoz keépest ez nyolcszorosara novekedett. Felle és
munkatarsai (2004) korabban ugyanezen arpa—Bgh kapcsolatban korai (2 6raval a fert6zés utan)
nem-specifikus, kdzepes (8-12 ora) papilla-specifikus, és hosszUtavu, HR-specifikus ligosodasi
folyamatot mutattak ki az apoplasztban nem-invaziv mikroszonda segitségevel.

Az etilén-termelés hasonlo tendenciat mutatott, mint az ion-kiaramlas a Bgh-fert6zott
arpalevelekben. Ebben az esetben is valosziniileg a nekrotizacio altal csak kis szdmban érintett
sejtek miatt az Mlg és az mlo névényekben nem meértink etilén-termelésbeni valtozast a fert6zés
hatdsara, és az Mla névenyekben is csak kismértékii novekedést tapasztaltunk még a 4. napon is.
Ellenben a fogékony, fert6zott ndvényekben mar 3 nap utan latvanyos, drasztikusan megemelkedett
etilén-termelés volt megfigyelhet6. Eme adatokkal megegyezik buzan végzett kisérletek eredménye
Fauth és Hoffmann tollab6l (1992), akik blza lisztharmattal fertéztek kiilonboz6 kvantitativ
rezisztenciaval bird buzafajtakat, és ugy talaltak, hogy 5-9 nap mulva az etilén-termelés mértéke
Osszefliggésben van a B. graminis f. sp. tritici-vel fert6zott leveleken megszamlalhatd pusztulak

mennyiségével.
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Figyelemreméltd eredmény még a fertézetlen mlo arpdban meért POX aktivitds es ion-
kidramlas fokozott mértéke, ami szignifikansan nagyobb volt a vad tipusu Mlo gént hordozd masik
harom arpavonalban mérthez képest, megerdsitvén korabbi megfigyeléseket miszerint az Mlo gén
mutacioja korai szeneszcenciat indukal arpalevelekben (Piffanelli et al. 2002, Schulze-Lefert és
Panstruga 2003).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Bgh-fertézés eredményképpen az antioxidativ
védekez6-rendszer jelentés mértékben indukalodott a fogékony arpaban. Feltételezhet, hogy az
antioxidansok szintjének eme megemelkedése megelézheti a ROF-felhalmozodast a Bgh altal
megtamadott fogékony novényekben. Ezzel 06sszecseng eredményiink, miszerint valdban
alacsonyabb H,0,-szintet mértink a fertdzott fogékony arpaban, mint a rezisztens kapcsolatokban.
Megfigyeléseink alapjan nem Kkizarhatd az elképzelés, hogy a lisztharmat gomba maga felelGs
antioxidans vegylletek vagy enzimek termeléséért, amivel védekezhet a ndveny altal termelt ROF
ellen. Ezt az elképzelést Zhang és munkatarsai (2004) korabbi munkaja is alatamasztja, aminek
sordn kimutattdk, hogy a Bgh extracelluléris katalazt valaszt ki a hausztériumaibol az arpa
megfertézése soran. Munkank soran nem taldltunk magasabb CAT aktivitdst a Bgh-fert6zott
fogekony arpaban, viszont az enzim aktivitasat teljes levél-homogenatumban meértiik, nem
lokélisan, a gazda és a parazita talalkozasi pontjanal. Igy nyitott kérdés marad, hogy a Bgh-fertzott
fogékony arpaban megfigyelheté megemelkedett antioxidans szintekért vajon nagyobb részben a
novényi sejtek vagy a gomba felelés-¢.

6.4. SzimbiOzis szer epe sostressz lek lizdéseben

A termesztett &rpa viszonylag sotolerans kultdrnévénynek szadmit, de meglehetdsen nagy
variabilitas figyelhet6 meg e tekintetben az arpafajtak kozott (Epstein et al. 1980). Két kiilonb6z6
genotipust, a sétolerans ’California Mariout’ és a soerzékeny ’Ingrid’ arpafajtakat valasztottuk ki a
kisérletekhez, hogy megallapitsuk ezek sokezelésre adott metabolikus vélaszait.

Nemrég mutattdk ki egy gyokér endofita bazidiumos gomba, a Piriformospora indica
esetében, hogy képes fokozni az arpa ellenallo-képességét gyokér- és levélbetegségek ellen,
valamint csokkenti a kdzepes erésségti (100 mM NaCl) sOstressz karositdo hatasat (Waller et al.
2005). Jelen munkankban azt talaltuk, hogy a P. indica megvédi az arpat még erés SOstressztol is
(300 mM NacCl), tovabba vallalkoztunk a P. indica-kivaltotta so6tolerancia hatterében allo
metabolikus valtozasok vizsgalatara a sostressz fontos indikatorainak (metabolikus hétermelés,
lipid-peroxidacio és zsirsav-osszetetel) mérésével.

A Piriformospora indica-t a radzsasztani Thar sivatagban (India) izolaltak Prosopis juliflora
és Zizyphus nummularia rizoszférajabdl (Verma et al. 1998). A gomba a ndvények gyokereit

kolonizélja és serkenti mind egyszikii, mint kétszikli gazdandvények hajtdsnovekedését (Varma et
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al. 1999). Az arbuszkularis mikorrhiza gombakkal ellentétben, a P. indica konnyedén ndveszthetd
szintetikus taptalajon, ami lehetévé teszi nagy mennyiségben valo felszaporitasat és a
ndvenytermesztésben torténd lehetséges felhasznalasat.

Korébbi kutatdsok csokkent metabolikus aktivitast és légzeési ratat mutattak ki s6érzékeny
arpaban sokezelés utan, mig ezek a paraméterek valtozatlanok maradtak sokezelt sotolerans
névényekben (Criddle et al. 1989, Jolivet et al. 1990). igy a hdkibocsatas kalorimetrikus
meghatarozasa hasznos eszkdz lehet a novények sotolerancigjanak jellemzésére (Criddle et al.
1989, Schabes és Sigstad 2004).

A lipid-peroxidacio a sostressz okozta sejtmembran karosodassal fligg 6ssze (Fadzilla et al.
1997). NaCl-kezelés magasabb aranyu lipid-peroxidaciot okozott a s6érzékeny névényekben, mint a
sotoleréns kulturnovényekben (Hernandez et al. 1995, Yang et al. 2004). Ezek a megfigyelések azt
sugalljak, hogy a lipid-peroxidacios rata is hasznalhaté annak jellemzésére, hogy milyen
hatékonysaggal képesek a P. indica-kezelt névények ellenallni a sdstressznek.

A zsirsav-telitetlenség is dsszefugg a névényi sostresszel (Elkahoui et al. 2004, Liang et al.
2005). Korabban Berberich és munkatarsai (1998) gy talaltak, hogy ®-3 deszaturaz gének
indukalodnak kukoricaban magas sO-koncentracio hatasara. Ezen eredményekkel megegyezben
kimutattdk, hogy a linolénsav kiemelkedé szerepet jatszik a dohanyndvények sostressz elleni
ellenallésagaban (Im et al. 2002). Ezért a nem-kolonizalt és P. indica-kolonizalt arpa leveleinek
zsirsav-0sszetételét vizsgaltuk sostressz hatasara, hogy jellemezziik a zsirsav-telitetlenséget.

Egyre tobb bizonyiték latszik arra mutatni, hogy a magas sé-koncentracié oxidativ stresszt
valt ki a névényekben, ami legalabb részben felelds a szovetkarosodasért (Hernandez et al. 2000,
Mittova et al. 2004). Tobb kisérlet is kimutatta, hogy a magas sétartalom a s6érzékeny névényeknél
tapasztalt szint folé ndveli a sétolerans ndveények antioxidans aktivitasat (Gossett et al. 1994, Gueta-
Dahan et al. 1997, Mittova et al. 2004).

Jelen munkankban vilagos bizonyitékot mutatunk arra, hogy P. indica-kolonizalt s6érzékeny
cv. Ingrid &rpanél a so-indukalta valasz— a hoékibocsatas mértéke és az etan termelés alapjan — a
sotolerans ndvényekben taldltakra emlékeztet. Kalorimetrias méréseink arra utaltak, hogy sokezelés
utdn a metabolikus aktivitas mértéke novekedett a P. indica-kolonizalt névényekben. Ezek szerint
az endofitaval val6 szimbiozis tulkompenzalja a level metabolikus aktivitdsanak so-indukélta
gatlasat. Korébbi eredmények szerint vad zab biotipus természetes herbicid-rezisztencigjanak
mértéke szoros dsszefliggést mutat a herbicid-kezelés kivaltotta hétermelés mértékével a védekezési
valaszhoz szikséges metabolikus folyamatok aktivalodasa kovetkeztében (Stoklosa et al. 2006). Ez
arra utal, hogy a fokozott sdstressz-tolerancia 6sszefuigghet a P. indica-kolonizalt arpa intenzivebb

metabolikus aktivitasaval.
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Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy kiils6leg alkalmazott telitetlen zsirsavak meg tudjak
védeni az arpat NaCl-indukalta stressz soran (Zhao és Qin 2005). Ezért a zsirsavak telitetlensége
fontos tényezbje lehet a sostresszre kialakulo novényi tolerancianak. A P. indica-kolonizécié az
arpa leveleiben talalhatd olajsav mennyiségének szignifikans csokkenéséhez vezet, miként azt
sokezelt arpa gyokérben is kimutattak (Liang et al. 2005, Zhang et al. 2002). A sokezeléshez
hasonléan a P. indica is kissé novelte a C18:3 zsirsav aranyét az arpa levelekbdl izolalt foszfolipid-
frakcioban. Egy kivétellel (C16:1), a P. indica altal kivaltott valtozasok a zsirsav-0sszetételben
hasonloak voltak a so okozta valtozasokhoz. A gazdandvény zsirsav-0sszetételére valo ilyetén hatas
a szimbiotikus adaptiv stratégia része lehet, melyet az endofita iranyit, hogy gazdandvényével
egyutt valahogy elviseljék a sOstresszt a kedvezdtlen kdrnyezetben (Rodriguez et al. 2008).
Feltételezziik, hogy a P. indica hasonld hatast véalthat ki a gazdandvény zsirsav 0sszetételében az
eredeti kbrnyezetében, a szaraz Thar sivatagban is.

A s0 kivaltotta lipid-peroxidacio szignifikansan csokkent a P. indica-kezelt névényekben. A
sejtmembréan-k&rosodds mint a soOstressz kovetkezménye, Osszefliggésben van a ROF
felhalmozodasaval (Hernandez et al. 1995), ami toxikus lehet az é16 sejtekre és oxidativ karosodast
okozhat a nukleinsavakban, zsirokban és feherjékben. Masrészt, a ROF szignal-molekulaként is
milkodhetnek stressz-valaszokban (Apel es Hirt 2004). Egy friss kdzlemény szerint a széles
gazdaspektrummal jellemezheté endofita gombadk hatékony toleranciat biztosithatnak
gazdandvényeiknek a ROF ellen abiotikus stressz korilmények kdzott, mint amilyen példaul a
magas sO-koncentracio a novény kornyezetében (Rodriguez et al. 2008). Erdekes, hogy a sziik
gazdaspektrummal rendelkez6 Epichloé festucae endofita gomba képes NADPH-oxidaz enzimmel
szuperoxid eléallitasara, hogy szimbiotikus kapcsolatot hozzon Iétre Lolium perenne-vel (Tanaka et
al. 2006). P. indica-kolonizalt arpa gydkérben nem tudtunk H,O,-felhalmozddast kimutatni sem a
behatolas helyén, sem a gyarmatositott sejtekben.

Az ROF mennyisége es az antioxidans vedelem kozotti finom egyensuly felboruldsa
sejtkarosodasban nyilvanul meg (Foyer és Noctor 2000). Korabban kimutattak azonban, hogy a P.
indica antioxidansokat indukal arpa gazdandvényben: az aszkorbinsav mennyisége, a redukalt
aszkorbat aranya az oxidalt aszkorbathoz kepest, és a DHAR aktivitdsa megemelkedett a
gyokerekben (Waller et al. 2005). Mivel nem talaltunk aszkorbatot a P. indica-ban, feltételezheto,
hogy a gomba indukalja az aszkorbét felhalmozddasat a novényi gyokérsejtekben. Az aszkorbinsav
kulcsfontossadgu szubszratként funkciondl az aszkorbat—glutation ciklusban, a hidrogén-peroxid
méregtelenitése érdekében. Ezenkiviil, kdzvetlendl is hatékony a ROF kdzombdsitéseben (Foyer s
Noctor 2000). A P. indica-kolonizalt ’Ingrid’ novények nagyfokd (300 mM) NaCl-stressz alatt is
hatékonyan tartottak fenn az aszkorbinsav , pool” redox egyensulyat, valamint a soOkezeletlen
kontrollndl magasabb 0Osszes aszkorbéat-tartalmat. Meg kell hagyni azonban, hogy az id6
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clérechaladtaval az aszkorbat mennyisége csokkent a soOkezelt, kolonizalt gyokerekben is
(Baltruschat et al. 2008). Meglepé modon, az aszkorbat mennyisége és a redukalt aszkorbat aranya
az oxidalthoz képest dramai mddon csokkent a sokezelt, nem gyarmatositott gydkerekben az egy
hetes sokezeles utan réviddel. Ezen eredmények egybevagnak a Mittova és munkatarsai (2004) altal
bemutatottakkal, akik azt talaltak, hogy az AA/DHA rata csokkent a soérzékeny Lycopersicon
esculentum-ban sostressz hatasara, a sotiiré Lycopersicon pennellii-ben viszont névekedett. Masok
kimutattdk, hogy az aszkorbat mennyiség csdkkent mind a s6érzékeny, mind pedig a sétolerans
borsé fajtakban, de a csokkenés fokozottabban mutatkozott a NaCl-érzékeny ndvényekben
(Herndndez et al. 2000). Az aszkorbat fontossagat a sostressz hatasa alatti sejtvedelemben
kimutattdk aszkorbéat-hianyos Arabidopsis mutansban is. Az aszkorbat—glutation ciklus gatolt
mitkodése nyoman nagy mennyiségii ROF halmozddott fol eme ndvényekben, és sdstresszel
szemben fokozott érzékenységet mutattak (Huang et al. 2005). Ezzel megegyezden, kiilsbleg
adagolt aszkorbat novelte a sostressz-tiir6 képességet es enyhitette a sé kivaltotta oxidativ
séruléseket (Shalata és Neumann 2001). A masik lehet6ség az, hogy az aszkorbat a
gyokérnovekedéssel kapcsolatos folyamatokon keresztiil noveli az arpa ellenallo-képességét a
magas soOtartalommal szemben. Aszkorbinsav, illetve az aszkorbat , pool” kedvezden nagyfoku
redukaltsaga serkenti a gyoOkerek hosszanti ndvekedését, valamint noveli a gyokértomeget
(Cérdoba-Pedregosa et al. 2005).

Korabbi vizsgalatok arra utalnak, hogy a ndvenyek sostresszel szembeni ellenallé-képessége
Osszefliggésben all az antioxidans enzimek indukcidjaval (Bor et al. 2003, Hernandez et al. 2000,
Sekmen et al. 2007). Mi is azt talaltuk, hogy a NaCl novelte a CAT, APX, DHAR, MDHAR ¢es GR
aktivitdsdt a soOstressz alatt levé arpa gyOkerében (Baltruschat et al. 2008). Habar az
enzimaktivitasok csokkentek mind a s6érzékeny, mind pedig a sotolerans névényekben a kezdeti
indukcio utan, a csokkenés kisebb mértékben és késleltetve jelentkezett a P. indica-kolonizalt
“Ingrid” arpaban és a sétolerans cv. California Mariout-ban. Adataink ravilagitanak ezen enzimek
fontossdgara az arpa soétirésében. Az MDHAR aktivitds mind a séérzékeny, mind pedig a
sotolerans arpa gyokerében megemelkedett szinten maradt egészen 4 hétig magas s6-koncentracio
(300 mM NacCl) eseteben. A CAT és APX enzimek folytonos aktivitas-ndvekedést mutattak a P.
indica-kolonizalt ’Ingrid” arpaban hosszu tavu sos kezelés utan. Ezzel szemben, a nem kolonizalt
“Ingrid’” &rpdban csokkent az aktivitdsuk 4 hétig tarté sokezelés utdn. Ezen adatokkal megegyezden,
a CAT, APX vagy DHAR enzimek tultermelése transzgenikus névényekben novelte a sostresszel
szembeni ellenallo-képességet (Badawi et al. 2004, Nagamiya et al. 2007, Ushimaru et al. 2006).
Meglep6 modon, olyan kettés mutans Arabidopsis névény, amely mind citoszolikus-, mind tilakoid

APX-hianyos, szintén fokozott ellenallo-képességet mutatott a séval szemben. Ez arra utal, hogy a
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ROF, mint példaul a H,0O,, felelések lehetnek egy abiotikus stressz-szignal aktivalasaért, ami
fokozott stressztiir6-képességhez vezethet (Miller et al. 2007).

Egyelére nem ismert a pontos mechanizmus, amin keresztil a P. indica fokozni tudja a
novények antioxidativ védekezoképességét. Nemrégiben kimutattak, hogy a P. indica képes auxint
termelni a novények gyokereiben (Sirrenberg et al. 2007). Kiilséleg alkalmazott auxinrdl
kimutattak, hogy ideiglenesen ndveli a ROF koncentraciojat, majd megel6zi a H,O,-kibocsatast a
paragquat okozta oxidativ stresszre adott valaszként, tovabb fokozza az APX aktivitast, mikdzben
csokkenti a CAT activitast (Joo et al. 2001, Pasternak et al. 2007). Masrészrél, a P. indica novelte a
methionin-szintetdz mennyiségét, ami meghatarozd szerepet jatszik a poliamin- és etilén-
bioszintézisben (PeSkan-Berghofer et al. 2004). A poliaminokat taltermelé transzgenikus
dohanyndvényeknek fokozott sostressz-ellenalld képessége is van, és a sOkezelés nagyobb
mértekben valtja ki az antioxidans enzimek, mint pl. APX, SOD vagy GST aktivitasat ezekben a
novényekben, mint a vad tipusu kontrollban (Wi et al. 2006). A P. indica egyik kozeli endofita
rokona, a Sebacina vermifera, csokkenti Nicotiana attenuata-ban az etilén-termelését (Barazani et
al. 2007). Erdekes, hogy elézetes eredményeink arra utalnak, hogy a P. indica etilén-bioszintézist
indit be az arpa gyokerekben. Az etilénre mint jelatviteli elemre szikség lehet a ndvény séval
szembeni ellenalld-képessegének kialakulasahoz (Cao et al. 2006), valamint az etilén antioxidans
enzimek termelését vélthatja ki, ha a ndvények héstressznek vannak kitéve (Larkindale és Huang
2004). Tovabbi kisérletek sziikségesek azonban a fitohormonok szerepének tisztazasara a P. indica
altal arpaban kivaltott sotiirés tekintetében.

Végsé megallapitasként, eredményeink megmutattak, hogy a magas so-koncentracioju
(300mM NaCl) kornyezetet soérzekeny arpa is elviseli, ha el6zdleg szimbidzist hoz létre a
bazidiumos P. indica gombaval. Az endofita &ltal kialakitott sostressz-tiiré képesség ugy tiinik,
hogy legaldbb is részben, az aszkorbinsav és az antioxidans enzimek indukalasanak kdszonhetd.
Megfigyeléseink ugyan csak 0sszefiiggéseket mutatnak, nem okokat, de alatdmasztja ezeket az a
tény is, hogy a genetikailag sétir6 cv. California Mariout arpaban is megemelkedett antioxidans
aktivitast lehetett kimutatni so6s kornyezetben. Ugyanakkor, tobbféle szimbiotikus mechanizmus is
felelds lehet a sotiirésért. Példaul a gyokér endofitak hathatnak bioldgiai kozvetitoként Ugy, hogy a
szimbiozisban €16 ndvényekben gyorsabb ¢és erdsebb a stressz-valasz rendszer aktivalodasa, mint
nem kolonizalt névenyekben (Rodriguez et al. 2004). Mivel a P. indica széles gazdaspektrummal
rendelkezik és ndvényen kivil, mesterséges tenyészetben is kdnnyen szaporithatd tomegesen,
felhivjuk a figyelmet lehetséges felhasznalhatosdgara a termesztett novények sostressz elleni

védelmében sivatagos és felszaraz mezégazdasagi régiokban.
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6.5. Hosokkal eléidézett lisztharmat-fogék onysagban indukal6do jelatviteli gének

Egy eclOzetes stressz, mint pl. hokezelés, hatdsdra kialakulhat rezisztencia &rpaban
lisztharmat-fert6zéssel szemben (Schweizer et al. 1995, Vallélian-Bindschedler et al. 1998). E
kutatdcsoport munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hdsokk hatasara indukalodo
folyamatok rezisztenciat eredményeznek a fogékony arpaban. Nagyon fontos azonban megjegyezni,
hogy a hdsokk pontos hémérséklete illetve id6tartama nagymértékben befolydsolja a kivaltott
hatast. A mi kisérleteinkben alkalmazott hdmérséklettel és idotartammal, valamint a hdsokk és a
fert6zés kozott eltelt idével éppen ellentétes eredmenyt tudtunk elérni: azaz eme koriilmények
kozott a rezisztens Mla, Mlg és mlo arpavonalak fogékonnya valtak lisztharmat-fertézésre (Barna et
al. 2003b).

Erdekes eredményre jutottak Janda és munkatarsai (2008), akik azt vizsgaltak, hogy a
Drechdera tritici-repentis (teleomorf alakja: Pyrenophora tritici-repentis) nekrotrof korokozo
gombara eltéré fogékonysaggal rendelkez6 buza genotipusok érzékenységét hogyan befolyasolja
kezelés szarazsagstresszhez hasonld ozmotikus stresszt jelent a ndvények szamara. A D. tritici-
repentis-szel valo fertézést 6 oraval megel6zo, és a korfolyamat kialakulasa soran is folyamatosan
fenntartott enyhébb mértékii ozmotikus stressz (a tapoldatban 5% PEG) a fogékony genotipusban a
kezeletlen novényekhez képest kiss¢ visszaszoritotta a gombatiinetek kifejlodését. A rezisztens
genotipus esetében pedig a legmagasabb (20%-0s) PEG-koncentracié idézett elé szignifikans
valtozast, ami az ellenallésag bizonyos foku visszaszorulasaban (tehat fogekonysag névekedésben)
nyilvanult meg. Ez nagyon szép példa arra, hogy azonos eredetii, de kiilonb6z6 mértékii stresszel
fogékony novényekben bizonyos foku rezisztenciat, mig rezisztens novényekben fogékonysagot
lehet indukalni.

Jelen munkankban RT-PCR modszerrel a hdsokk és/vagy lisztharmat-fert6zés hatasara
bekdvetkez6 génkifejez6dési valaszok vizsgalatat kezdtlik meg a hésokkal fogékonnya tett, de
eredetileg lisztharmatra széles korii, nem rassz-specifikus rezisztenciaval rendelkezé mlo arpaban.
Az els6 vizsgalt gén, a Hsp70 hésokk-fehérje génjének transzkripcidja— nem meglepé modon —
mar 24 odraval a hokezelés utan indukciot mutatott. A Hsp70 hésokk-fehéerje génjének atirodasa
additiv moédon indukalodott a két kezelés hatésara.

Hasonldképpen alakult a BI-1 (Bax Inhibitor-1, egy programozott sejthalélt gatlo fehérje)
génjének Kkifejezodése is, tehat mind a hdsokk, mind a lisztharmat-fertézés indukalta azt.
Hickelhoven és munkatarsai (2003) a BI-1 gén kifejezOdésének indukciojat eltérének talaltak
fogekony és rezisztens arpaban lisztharmat-fertézést kovetéen, valamint eredményeinket

megerésitendé az id6 mulasdval egyre fokozottabb BI-1 kifejez6dést detektéltak. Eredményeik is
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tamogatjak elképzelésiinket, miszerint a jovoben a tobbi kdzel-izogén arpavonalat is (Ingrid, Mla,
MIg) érdemes lesz vizsgalatainkba bevonni.

Tanulményoztuk tovabba két WRKY fehérje génjének kifejez6dését, amikrél ismert, hogy a
novények korokozok elleni védekezésében és stressz-valaszaiban szerepet jatszd transzkripcios
faktorok (Eulgem et al. 2000). Azt talaltuk, hogy a WRKY1 gén kifejez6dését a fertézés
gyengébben, a hdkezelés erésebben indukdlta, az egyittes hatds viszont gyengébb indukciot
eredményezett, mint csak a hokezelés, azaz a fertdzés csokkentette a hokezelés hatasat. A WRKY2
gén pedig csak a fert6zés hatasara indukalodott, és érdekes modon a két kezelés egyiittes hatasa
gyengeébb volt, mint a fert6zésé egyediil, azaz itt meg a hokezelés csokkentette a fert6zés hatasat.

Osszefoglalva, eddigi eredményeink a soron kévetkezd kutatasi feladatom elkisérleteinek
tekinthet6k, de mindenképpen érdekes és biztato irdnyvonalat jeldlnek ki a kdzeljovére nézve. Egy
nemrég megjelent dolgozatban Shen és munkatarsai (2007) izgalmas 6sszefliggést fedeztek fol az
Mla-tipust rassz-specifikus rezisztencia és a novények alap- vagy altalanos rezisztenciaja kozott,
amelyek jelatviteli utjai pont az Aaltalunk is vizsgalt WRKY transzkripcids faktorok révén
kapcsolodnak, igy vizsgalataink kovetkezo jeloltje nem is lehet kérdéses.
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7. OSSZEFOGLALAS

A kilonféle abiotikus és biotikus stresszorok oxidativ stresszt okoznak a novényekben
reaktiv oxigénformak (ROF) képzddésén keresztiil, amiket enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidansok segitségével semlegesitenek a novények. Munkank célja a ndvenyek antioxidans
kapacitasa ¢s a kornyezetiikbol 6ket ér6 stresszekkel szemben tantsitott ellenallo-képessége kdzotti
Osszefliggés tanulmanyozasa volt.

Abiotikus stresszel kapcsolatos vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy az déregebb levelekhez
képest a fiatalabb ’Samsun’ dohanylevelek a membrankarosodas mértékevel jellemezve
toleransabbnak mutatkoznak mind toxikus nehézfémsok (higany-klorid) altal, mind kdzvetlen(l
ROF (hidrogén-peroxid) &ltal okozott oxidativ karosoddssal szemben csakdgy, mint a
juvenilitisukat  hosszan meg0rizni  képes, citokinin-taltermelé  transzgenikus CTKm
dohanynovények. Ezzel parhuzamosan a nagyobb antioxidans kapacitasra utalo magasabb katalaz
és szuperoxid-dizmutaz enzimaktivitast mértiink a fiatalabb levelekben.

A ‘Xanthi-nc’ dohényfajta rezisztencidja a dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic virus,
TMV) szemben lokalizalt, nekrotikus 1éziok formajaban megnyilvanuld tulérzékenységi valasszal
jar. A TMV-fert6zott Xanthi novényekben szisztemikus szerzett rezisztencia (SzSzR) alakul ki, mig
a szalicilsav-hianyos transzgenikus NahG dohanynovényekben nem tud SzSzR kialakulni egy
masodik TMV-fert6zéssel szemben. Jelen munkankban Osszehasonlitd elemzésnek vetettiik ala a
vad tipusi Xanthi és a transzgenikus NahG dohanyban a TMV-indukalta sejtelhalast kisérd
valtozasokat a metabolikus aktivitds, a lipid-peroxidaciot jellemz6 etan-kibocsatas és a zsirsav-
Osszetétel alakulasanak alapjan. A metabolikus h6-kibocsatds és az etan-termelddés a fertézetlen
NahG levelekb6l messze alulmaradt a Xanthi dohdnyban mértekhez képest. TMV-fert6zést
kovetden azonban ezek az értékek hasonléan magas szintekre emelkedtek mind SzSzR-t mutato,
mind eldfertézést nem kapott Xanthi, mind pedig a NahG novényekben. A TMV-fert6zés hatasara
novekedett a NahG dohanyban a zsirsav-telitettség, de a membran-fluiditast ez nem befolyasolta.
Feltételezésiink szerint a SzSzR megléte azért nem befolyasolta a TMV-indukalta lipid-peroxidaciot
és metabolikus aktivitast, mert az SzSzR soran felhalmozodo szalicilsav maga is hasonld
valtozasokat eredményez e mutatokban.

Lisztharmat-fogékony ’Ingrid’ arpafajta, valamint Mla, MIg (mindkett6 HR-rel kisért
specifikus rezisztenciat kodold) vagy mlo (nem-specifikus rezisztenciat kddold) rezisztenciagént
hordozo, kozel-izogén arpavonalakban meértik az aszkorbat- és glutation-tartalmat, valamint
antioxidans enzimek alakulasat. A lisztharmat-fert6zés utan a fogékony vonalban megemelkedett a
vizsgalt antioxidansok legtobbjének szintje, mikdzben a rezisztens vonalakban a hidrogén-peroxid

felhalmozodasa volt megfigyelhetd. Eredményeink aldtdmasztjdk a koérokozo altal indukalt
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fogekonysag elméletét, azaz azt a feltevést, hogy a lisztharmat-gomba az arpaval kialakitott
kompatibilis kapcsolat esetében indukalja a névény antioxidansait annak érdekében, hogy elkertlje
az ellene képzddott reaktiv oxigénformak karositd hatasat.

A Piriformospora indica gyokér endofita bazidiumos gomba, névényi z6ldtémeg-noveld
hatdsan kivil, ellendllo-képességet indukal arpaban gyokér- és levél-betegségekkel szemben,
valamint csokkenti a sostressz okozta kéarokat. A P. indica altal kialakitott sotiirés biokémiai
héatterét vizsgaltuk arpaban olyan élettani stressz-jelzékkel mint a metabolikus aktivitas, a zsirsav-
Osszetetel és a lipid-peroxidacié mértéke. A gyokerek elézetes P. indica-kolonizécioja kikiiszobdlte
a NaCl-stressz soran megfigyelheté novekedésbeli visszamaradast, illetve fokozott lipid-
peroxidaciot, metabolikus hokibocsatast és zsirsav-deszaturdciot séérzékeny ’Ingrid’ &rpafajta
leveleiben. A szimbiodzis tovabba serkenti a soérzékeny arpa gyokereiben az antioxidativ védekezo-
rendszert sostressz soran és ez az antioxidans indukci6 sotiiré arpaban is megfigyelhet6 a P. indica-
kolonizaciotdl fuggetlendl, ami arra utal, hogy az antioxidansok alakuldsanak fontos szerepe lehet
mind az 0roklott, mind a szimbidzisban indukalt sotiirésben.

A széleskori, teljes rezisztenciaval bird mlo-tipusu arpaban hdsokk-kezeléssel lisztharmat-
fogekonysagot indukaltunk, majd vizsgaltuk egyes abiotikus és biotikus stressz-valaszban szerepet
jatszd genek (BI-1, HSP70, WRKY1, WRKY2) kifejez6dését RT-PCR-modszerrel. Eldzetes
eredményeink szerint a HSP70 hésokk-fehérjét kédold gén és a BI-1 gén (Bax inhibitor 1, egy
programozott sejthalalt gatldo fehérje) atirodésa additiv mddon indukélodott a hdsokk és a
lisztharmat-fert6zés hatasara. A WRKY1 és WRKY?2 transzkripicios faktorok génjeinek atirodasa
viszont eltéréen reagalt a két kezelés kiilon-kilon, illetve egylttes hatasara, ami tovabbi érdekes
kérdeseket vet fel az abiotikus és biotikus stressz soran aktivalodo jelatviteli utak kapcsolddasarol.
A jovében e vizsgalatok kiterjesztését tervezziik mind az Mla- és Mlig-tipusd rezisztens

arpavonalakra, mind pedig a fogékony ’Ingrid’ arpéra.
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8. SUMMARY

Different abiotic and biotic stressors cause oxidative stress in plants through the formation
of reactive oxygen species (ROS), which are neutralized by the plants via enzymatic and non-
enzymatic antioxidants. The aim of our work was to investigate the correlation between the
antioxidant capacity of plants and their ability to tolerate various stresses from their environment.

In our studies concerning abiotic stress, we found that compared to older leaves, younger
‘Samsun’ tobacco leaves exhibit increased tolerance (detected by the extent of membrane damage)
in response to oxidative damage caused either by toxic heavy metal salts (mercuric chloride) or
directly by ROS (hydrogen peroxide), similarly to cytokinin-overproducing transgenic CTKm
tobacco plants that are able to preserve their juvenility for long term. Concomitantly, higher catalase
and superoxide dismutase enzyme activities were measured, revealing the enhanced antioxidant
capacity of the younger leaves.

‘Xanthi-nc’ tobacco plants are resistant against Tobacco mosaic virus (TMV) developing a
hypersensitive response (HR) in the form of local necrotic lesions. TMV-inoculated Xanthi plants
develop systemic acquired resistance (SAR), while salicylic acid-deficient transgenic NahG tobacco
plants are not able to establish SAR against a second inoculation by TMV. Here we report the
comparative analysis of changes in metabolic activity, ethane emission characterising lipid
peroxidation and lipid composition in wild-type Xanthi-nc and NahG tobacco plants during TMV-
induced cell death. Heat efflux and ethane emission from uninoculated leaves of NahG plants were
found to be significantly lower than from Xanthi tobacco. However, these values increased up to
similar levels in TMV-inoculated Xanthi plants with or without SAR and in NahG plants. TMV-
inoculated leaves of NahG tobacco showed higher fatty acid saturation, but membrane fluidity was
not altered. We hypothesise that induction of SAR had no effect on TMV-induced lipid
peroxidation and metabolic activity because salicylic acid accumulated in SAR, itself can induce
similar changes in these stress indicators.

We measured the changes in the levels of ascorbate, glutathione and antioxidant enzymes in
cv. Ingrid barely, susceptible to powdery mildew, as well as in resistant near-isogenic barely lines
with Mla, MIg (both of them encoding specific resistance accompanied by HR) or mlo (encoding
non-specific resistance) resistance genes. In susceptible cv. Ingrid the majority of the examined
antioxidants was enhanced after infection with powdery mildew, whereas in the resistant lines the
level of hydrogen peroxide increased considerably. Thus our results support the theory of pathogen-
induced susceptibility, i.e. the hypothesis that the powdery mildew fungus, in a compatible
relationship with barely, may induce antioxidants in the plant in order to avoid the damaging effect
of ROS produced by the plant against the invading pathogen.
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Besides promoting the biomass of its host, the root endophytic basidiomycete
Piriformospora indica has been shown to induce resistance against root and leaf pathogens, and
tolerance to damage caused by salt stress in barley. Biochemical mechanisms underlying P. indica-
mediated salt tolerance were studied in barley by monitoring physiological markers for salt stress
such as metabolic activity, fatty acid composition and rate of lipid peroxidation. Root colonization
by P. indica compensated for the NaCl-induced biomass-reduction and attenuated the elevated lipid
peroxidation, metabolic heat efflux and fatty acid desaturation in leaves of the salt-sensitive barley
cultivar Ingrid. The endophyte also enhances the antioxidant system in barley roots under salt stress
conditions and since this up-regulation is characteristic of NaCl-treated roots of a salt-tolerant
barley cultivar, irrespective of plant colonization by P. indica, these findings suggest that
antioxidants might play a role in both inherited and endophyte-mediated plant tolerance to salinity.

Heat shock was utilised to induce susceptibility in mlo barley with horizontal powdery
mildew resistance, then changes in the expression levels of several genes known to play a role in
abiotic or biotic stress responses (Bl-1, HSP70, WRKY1, WRKY2) were studied by RT-PCR-
technique. Our preliminary findings suggest that expression of the gene encoding the heat shock
protein HSP70 and of the BI-1 gene (BAX inhibitor 1, a programmed cell death inhibitor) was
induced in an additive manner by heat shock treatment and powdery mildew inoculation. The
expression of genes encoding transcription factors WRKY1 and WRKY2 was, on the other hand,
altered in different ways by the two treatments separately or combined, which gives rise to further
interesting questions concerning the interconnections between abiotic and biotic stress signal
transduction pathways. In the future, we plan to extend these investigations to the Mla and Mlg

resistant barley lines and to the susceptible cv. Ingrid as well.
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	2.1.3. Az oxidatív stessztűrés alakulása a növények élettani állapotának függvényében
	Ha a legveszélyesebb reaktív oxigénforma, a hidroxil gyök képződése gátolt, akkor a környezeti eredetű stressz vagy a kórokozó támadása során bekövetkező szöveti károsodás is mérséklődik (Deák et al. 1999, Hegedűs et al. 2008). A szövetek öregedését m...
	2.3. Biotikus stressz: növény−kórokozó kapcsolatok
	A növény−kórokozó találkozások kimenetele igen sokféle lehet, és természetesen többféle módon lehetséges ezeket osztályozni. A kutatócsoportunkban elfogadott felosztás szerint (Barna 1998) egy adott kórokozóval szemben a növény lehet ellenálló (inkomp...
	3. ábra. A növényi rezisztencia (ellenállóság) típusai.
	4. ábra. A növényi fogékonyság típusai.
	Az ábrákon vastagon szedett rezisztencia- és fogékonyság-formákkal foglalkoztam jelen dolgozatomban, így részletesen csak ezeket tárgyalom a továbbiakban.
	2.3.1 Vertikális (rassz-specifikus) és horizontális (nem specifikus) öröklött rezisztencia
	Az öröklött rezisztencia többféle típusa is előfordul pl. a termesztett árpafajtákban az árpa lisztharmatos betegségét kialakító Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) gombával szemben. E biotróf kórokozó az élő, sőt, minél fiatalabb növényi szöveteket...
	2.3.2. Szisztemikus szerzett rezisztencia
	A növények sokszor szisztemikus, az egész növényre kiterjedő választ adnak a lokális fertőzésekre, s ez széles spektrumú, hetekig, hónapokig fennálló rezisztenciához vezet vírusok, baktériumok és gombák ellen egyaránt (Ryals et al. 1996). Az első fert...
	2.3.3. Szisztemikus indukált rezisztencia
	2.3.4. Szerzett fogékonyság
	3. A MEGOLDANDÓ FELADATOK ISMERTETÉSE
	„Témát lehet adni és kapni. A téma adódik. Kialakulhat. Létrejöhet és beindulhat. A témával kapcsolatban minden mozgásforma lehetséges, csak éppen a választás lehetősége kizárt.”
	Dévényi Tibor, biokémikus (1927−2003)
	Témaválasztásom (Dévényi 1975) során az alábbi megoldandó feladatokkal szembesültem:
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