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A MUNKA ELOZMENYEI ES A KITUZOTT CELOK

Bevezetés

Empirikus vizsgalatok alapjan az ember — néhany modfelett ritka, fényevé példanytol
eltekintve — tulnyomorészt heterotrof taplalkozasti fajnak tekinthetd, igy életfolyamatainak
fenntartasa alapvetéen az autotr6f modon szént fixalo novények bekebelezésén és feldolgozésan
alapul. S6t, nem csupan kozvetlen fogyasztasra hasznalja a ndvényeket, de — roppant energiapazarlo
modon — kozvetetten, mas heterotrof szervezetek altal mar eleve nagy energiaveszteség aran
atalakitva is fogyasztja 6ket (takarmany-elGallitas). Tovabba kornyezetének megvaltoztatasara
(épitkezési alapanyagok), Okoldgiai optimumanak kialakitasara (fiités), sot, 1ét- és fajfenntartasi
szukségletein jocskan talmutatd, kizardlag eme egyetlen fajra jellemz6 viselkedésformainak
(utazgatas) gyakorlasahoz (,,bio”-lizemanyag, etanol) is a névenyekre van utalva. A Féldon egyre
hajmeresztobb Utemben elszaporod6 ember mindig nagyobb és nagyobb mennyiségli névényi anyag
eldallitasat igényli igencsak korlatozott méretli mez6gazdasagilag hasznosithatd, megmiivelhetd
foldteruleteken, mikdzben a klimatikus tényezok is egyre kedvezétlenebbiil alakulnak (szikesedes,
sivatagosodas), éppen az ember sok, kdrnyezetre karos tevékenysege nyoman. Gondot jelent
tovdbba az ember szamara, hogy az altala megtermelt novények nagy reszet mas fajok nala
furgébben hasznositjak (kartevok és korokozok). Az egyre nagyobb megkivant hozam érdekében
azonban nem lehet a Foldet a vegtelenségig terhelni miitragyak és névényvédo szerek hasznélatanak
ilyen itemben vald fokozéasaval — vagy siirgésen nézhetiink masik bolygo utan. Egetéen sziikséges
tehat a novények kornyezeti stresszekkel, illetve betegségekkel szembeni ellenadllosaganak a
pontosabb megismerése, majd olyan kornyezetkiméld termesztési és novényvédelmi eljardsok

kidolgozésa, melyek segitségével a termést ér6 karokat, veszteségeket jelentésen csokkenteni lehet.

Oxidativ stressz és antioxidansok

A ndveényeket a kdrnyezetiikb6l éré szinte valamennyi, szoveti karosodassal jard, abiotikus
vagy biotikus eredetli stressz reaktiv oxigénformdk (ROF) gyors és nagy mennyiségl
felhalmozodasat idézi el6 és igy a sejten bellil oxidativ mikrokérnyezet alakul ki. A kiilonbz6, igen
reakcioképes oxigén-vegyuletek (mint pl. szuperoxid, hidroxil gyok, hidrogén-peroxid, szinglett
oxigén) sejtkarositd hatasanak kivédése az antioxidans rendszerek fontos feladata a névényekben. A
sejten beliill képzodott ROF — melyeknek stresszmentes korilmények kozott kulcsfontossagu
szerepe van kiilonb6zé jelatviteli folyamatokban — semlegesitése tobbféle modon lehetséges:
egyrészt elektrondonorok segitségével, mint pl. a glutation, aszkorbinsav, karotinoidok, tokoferol;
illetve enzimek katalizalta reakciok révén, pl. szuperoxid-dizmutaz, peroxidazok, glutation-S-

transzefraz, valamint az aszkorbat—glutation ciklus enzimei altal.



Az enzimatikus és nem-enzimatikus antioxidansok mennyisége és aktivitasa jelentOs
mértékben valtozik a névények élettani allapotaval; tehat a névények kora, tapanyag-ellatottsaga,
avagy egy korabbi stresszre kialakult valasza nagymertékben befolyasolja az oxidativ stressztiir6-
képességuket. Az Oregedés folyaman altaldban cstkken a névények antioxidans kapacitasa, igy
oxiditav stressz-ellenallésaga is. A szOvetek Oregedését mesterségesen lassithatjuk is: a névény
juvenilitasat noveli a fokozott nitrat nitrogén dozisok alkalmazéasa, a cstcsrigy eltavolitasa, vagy
citokininekkel valo kezelése, illetve olyan gének beépitése a genomba, melyek a juvenilitas

fokozasan keresztul vagy kozvetlenul névelik az antioxidansok szintjét a névényben.

Abiotikus stressz

Az abiotikus eredeti stressz eldidézésére 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 nehézfem-tartalma. A nehézfémek tobb enzim
aktivitasat csokkentik, ami kilonféle okokbol alakulhat ki. Okozhatja a fém kdzvetlen gatlé hatasa,
de méas folyamatok (pl. az oxidativ stressz korilményei kdzott létrejott valtozasok) kozvetett hatasa
is. Ennek eredményeképpen megemelkedett hidrogén-peroxid képzodés és lipid-peroxidacio
tapasztalhaté mind a levelekben, mind a gyokerekben.

A sostressz egy masik antropogén eredetii, és sajnos az egyre nagyobb teriileteket érintd
elsivatagosodéssal parhuzamosan névekvd gondot jelentd abiotikus stressz. A talaj és az ontdzOviz
magas sO-koncentracidja egyike a szaraz és félszaraz ovezetek mezdgazdasagi termelését legjobban
veszélyeztetd tényezoknek. A tobblet ionok jelenléte a gyokérzonaban eldszor karositja a novény
gyokereit, majd ezt kovetden az ionok feldusulnak a fold feletti névényi részekben, ami komoly
karosodast jelent a névényi anyagcsere szamara. Mindez végul satnya ndvekedéshez és csokkent
terméshozamhoz vezet. A soOs talajokon termesztett névényeknek sétoleranciat biztositani, azaz a
termés kiesest csokkenteni mikorrhiza és endofita gombéakkal kialakitott szimbiotikus kapcsolattal

is lehetséges.

Biotikus stressz: novény—keérokozé kapcsolatok

A novény-korokozo talalkozasok kimenetele igen sokféle lehet, és természetesen tobbféle
modon lehetséges ezeket osztalyozni. Egy adott kérokozoval szemben a névény lehet alapvetéen
ellenall6 (inkompatibilis kapcsolat; ez a leggyakoribb eset) vagy fogékony (kompatibilis kapcsolat;
ez sokkal ritkabban fordul eld). A ndvenyek korokozokkal szembeni ellenallo-képességének
(reziszencigjanak) kiilonboz6 formait, illletve a fogékonysag tipusait az alabbi abrakon

szemléltetjuk:
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A novényi fogekonyséag tipusai

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

dolgozatomban, igy részletesen csak ezeket targyalom a tovabbiakban.



Vertikalis (rassz-specifikus) eés horizontélis (nem specifikus) 6roklott rezisztencia

Az 0roklott rezisztencia tobbféle tipusa is el6fordul a termesztett arpafajtdkban az arpa
lisztharmatos betegségét kialakité Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) gombaval szemben. E
biotr6f korokozd az €16, s6t, minél fiatalabb novényi szoveteket kedveli, ezeken tud megfeleléen
novekedni és szaporodni. A Bgh A6-0s rasszaval szemben rassz-specifikus (vertikalis) rezisztenciat
alakit ki arpaban az Mlal2 és az Mlg gén, mig az Mlo gén recessziv mlo5-6s allélje széleskorti (nem
rassz- és fajtaspecifikus, tehat horizontalis) rezisztenciat kdlcsonoz évtizedek éta arpanak az A6-
oson tul is, szinte valamennyi lisztharmat-izolatum ellen. E gének a gomba fejléddésének kiilonb6z6
szakaszait gatoljak az arpalevélen, fenotipusosan is elkiilonithet6 modon. Hatékony Mla allélek
miikddése kovetkeztében a gomba behatoldsi pontjan epidermisz sejtelhalds, vagy az alatta 1évo
mezofill sejtekre kiterjedd, szemmel is lathato elhalasokat eredményez tulérzékenységi reakcio
(HR: hypersensitive reaction) alakul ki a gomba feltartéztatasara. Az Mlg gén hatdsara csupan
magat a megfert6zott epidermalis sejtet érint6, mikroszkopikus HR alakul ki. Az mlo5 allél viszont
még a megtamadott sejtet is életben hagyva, egy hatékony papilla fejlesztésével gatolja a gomba
fejlodését. A fogékony arpa epidermiszén azonban a csiratomlét hajtd lisztharmatspOra
apresszoriumot fejleszt, be tud hatolni a sejtbe, ahol létrehozza a tapanyagok felvételehez sziikséges
hausztériumot, valamint a novény felszinén névekedve beboritja azt hifaival.

Az inkompatibilis korokozok tdmadasara a novények egyik legkorabbi valasza a ROF
felhalmozésa, mint pl. a szuperoxid (O, ) és a hidrogén peroxid (H.0,). A lisztharmat-fertézés
hatasara specifikus festéssel és mikroszkoppal kimutathatdo korai, erés H,O,-felhalmozddés
tapasztalhaté az Mla-, Mlg- and mlo-tipusu rezisztens arpaban, a fogékony néveényekben viszont
nem. A ROF mennyiségi meghatarozdsa és az azokat egyensulyban tarté antioxidansok
alakuldsanak vizsgalata a kiilonbozé rezisztens arpavonalakban és a fogékony fajtaban volt

dolgozatom egyik témaja.

Szisztemikus szerzett rezisztencia

A novények sokszor szisztemikus, az egész novényre kiterjedd valaszt adnak a lokalis
fertézésekre, s ez széles spektrumu, hetekig, hénapokig fennalld rezisztencidhoz vezet virusok,
baktériumok és gombédk ellen egyarant. Az indukalt betegség-ellenallésdg eme forméjat
szisztemikus szerzett rezisztencianak (SzSzR) nevezziik. Erdekessége, hogy a kiilonb6zé kérokozok
okozta fertézések ugyanazt a tipusu rezisztenciat idézik elé, ami azt sugallja, hogy a sokféle
felismerési reakcio egy k6zos tutra terel6dik a novenyi valasz kialakulasa sordn. Az SzSzR jelensége
szoros kapcsolatban &ll a szalicilsav szintjének emelkedésével és a korfolyamat-figgd

(pathogenesis-related) fehérjek felhalmozodéasaval.



Rezisztens dohanyndvényekben, mint példaul a HR-ért felelés N gént hordozd Xanthi-nc
fajtaban, a dohany mozaik virus (TMV: Tobacco mosaic virus) lokalizalt fert6zést okoz. A Xanthi-
nc novényegyedek virussal inokulalt leveleiben a koordinalt, programozott sejthalalt a virus
szaporodasanak a fert6zés helyét koriilvevoé kis teriiletekre korlatozodasa (léziok) és SzSzR
kialakulasa kiséri. A Xanthi-nc dohany elsédleges TMV-ferté6zédése fokozza egy masodik TMV-
tamaddassal szembeni lokalizacios valaszt, aminek kovetkeztében az elsddleges fertézéshez képest
tavolabb (feljebb) elhelyezkedd leveleken fertdzés utan kevesebb és kisebb kiterjedésii 16zi6 jelenik
meg. A SzSzR kialakulasa a TMV-fertézés hatasara helyileg és szisztemikusan keletkez6 szalicilsav
felhalmozddasatdl fligg. Kutatocsoportunk kordbbi eredményei szerint az antioxidansok fokozott
aktivitasa is hozzajarul a SzSzR soran a nekrotikus tiinetek visszaszoritdsahoz.

A bakterialis eredeti nahG gént kifejezd transzgenikus Xanthi-nc dohanyndvények
(tovabbiakban: NahG) kevés szalicilsavat tartalmaznak, mivel a gén szalicilat-hidroxilaz enzimet
kodol, ami a szalicilsavat katekolla alakitja. E transzgenikus névényekben a nahG gén folyamatos
kifejez6dése elegend6 a SzSzR-valasz megszintetésére. A NahG dohanyndévények TMV-
fert6zéssel szemben érzékenyebbek, és a vad tipust Xanthi-nc ndvényekhez képest nagyobb méretii
nekrotikus teriiletekkel reagéalnak jelezvén, hogy a szalicilsav fokozott termelése alapvetden

szilkséges a TMV-vel szembeni rezisztenciaban.

Szisztemikus indukalt rezisztencia

Endofita arbuszkularis mikorrhiza gombékkal kialakult szimbiozis a gazdandvények
szamara bizonyos fokt védelmet nytjt a kedvez6tlen kornyezeti tényezdk okozta stresszel szemben.
A kolcsonosen kedvezo kapcesolat képes szisztemikus indukalt rezisztenciat kialakitani a névényben
korokozok tdmadésa ellen. Nemrég egy gyokér endofita bazidiumos gomba, a Piriformospora
indica esetében mutattak ki, hogy fokozza az arpa ellenallo-képességeét gyoker- és levélbetegségek
ellen, valamint csokkenti enyhe sostressz karosito hatasat. A névény metabolikus aktivitasanak és
antioxidans rendszerének az endofita &ltali indukalasa és a gazdandvényben kialakult szisztemikus

indukalt rezisztencia 0sszefliggéseit vizsgaltuk munkank kovetkez6 szakaszaban.

Szerzett fogekonyséag

Egy elsédleges stressz sokszor ellenallova teszi a ndvényt egy méasodik stresszel szemben,
am bizonyos esetekben ennek forditottja is lehetséges. Az arpa lisztharmatra fogékony ’Ingrid’
arpafajtaban, valamint annak kozel-izogén rezisztens vonalaiban hésokk-kezeléssel fokozhatjuk a
fogekonysagot, illetve letorhetjik a rezisztenciat és fogékonysagot indukalhatunk a Bgh

lisztharmat-gombaval szemben.



Célkitiizések

1. Munkénk egyik céljaul 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.

2 Osszehasonlitottuk a TMV-fertézésre adott anyagcsere valaszt (metabolikus aktivitas, lipid-
peroxidacio, lipid-6sszetetel) Xanthi-nc dohanyban és annak szalicilsav-felhalmozasban gatolt

transzgenikus vonalaban (NahG), mely utébbiban a TMV-fert6zés hatasara nem alakul ki SzSzR.

3. A lisztharmat-fert6zést kiséré H,O,-felhalmozodas mennyiségi meghatarozasaval parhuzamosan
célunk volt az antioxidansok alakulasanak vizsgalata fogékony Ingrid arpafajtaban, valamint annak
kulonfele rezisztencia-géneket hordozo, kozel-izogén vonalaiban. Tovabbé arra kerestlk a vélaszt,
hogy a kiilonb6z6 mértéki ROF-felhalmozas vajon 0Osszefligg-e a fertdzést kisérd

membrankarosodassal és etiléntermeléssel.

4. A Piriformospra indica gyokér endofita gomba altal arpaban indukalt sétiirés biokémiai hatterét
kutattuk. Elettani ,stressz-jelzékkel” (anyagcsere aktivitas, zsirsav-osszetétel, lipid-peroxidacio)
kivantuk jellemezni sotiré és soérzékeny arpafajta valaszat erds sostresszre, P. indica-val

szimbiodzisban vagy a nélkdl.

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

vedekezési folyamatokban szerepet jatsz6 gének kifejez6déseben a valtozasokat.



ANYAG ES MODSZER

Dohany

Kisérleteinkhez az aldbbi dohanyfajtakat és -vonalakat neveltiik talajban, Uveghazi
korilmények kozott a kezelés/mintavétel idépontjaig, ©6sszehasonlitd vizsgalat ala vetve a
kovetkezd parositasokat:

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

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

c) Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc dohéany (a tovabbiakban Xanthi), ami a Nicotiana
glutinosa dohanybdl szarmaz6 N gén révén rezisztens a TMV-vel szemben, és szalicilsavat
felhalmozni nem képes transzgenikus NahG vonala. A NOVARTIS Mezdégazdasagi
Biotechnologiai Kdzpontja (Research Triangle Park, NC, USA) volt szives rendelkezésiinkre

crer

10 dohanytorzsét (a tovabbiakban NahG).

Arpa

a) Az arpa lisztharmattal végzett kisérletekhez hasznalt Ingrid arpafajta (Hordeum vulgare
cv. Ingrid) és visszakeresztezéssel elGallitott, kozel-izogén vonalait (Ingrid Mlal2, Ingrid Mlg és
Ingrid mlo5) tveghazi kérilmények kozott neveltik.

b) A sostresszel kapcsolatos vizsgalatok soran séérzékeny ’Ingrid’ arpat hasonlitottunk
Ossze soOtlré ’California Mariout’ arpafajtaval. A szemterméseket feliileti fertdtlenités utan
csiraztattuk, majd két nap utan a csirandvénykék egyik felét puffasztott agyag-keverékbe ultettik és

fitotronban neveltik.

Szimbiotikus kezelés

A fenti modon csiraztatott ’Ingrid’ és ’California Mariout’ szemtermések masik felét
kezeltik Piriformospora indica gyokér endofita gomba micélium-szuszpenzidjaval, majd
cserepekbe ultettik. A gyokerek gyarmatositdsanak meértékét egy hetes korban savas fukszinos

festés utan allapitottuk meg mikroszképpal.



Abiotikus stresszorok

a) ’Samsun’ dohany dreg és fiatal leveleit az ép ndvényen ecseteltiik higany-klorid oldattal,
majd 24 ora elteltével mintat vettiink a kezelt levelekbdl.

b)’Samsun’ dohany o6reg és fiatal leveleibdl, illetve SR1 és CTKm dohanylevelekbdl
kivagott levélkorongokat hidrogén-peroxid okozta kdzvetlen oxidativ stressznek tettiik ki kiils6leg
kiilonboz6 toménységii hidrogén-peroxid oldatokra helyezéssel.

c) Sokezelésnek vetettlink ald P. indica-val kolonizalt és kontroll Ingrid’ illetve *California
Mariout’ arpat: harom hetes koruktol fogva 2 héten keresztiil folyamatosan 6ntoztiik 6ket 100 vagy
300 mM-os steril NaCl-oldattal.

d) Hésokk-kezelést 7 napos ’Ingrid’, Mla, Mlg és mlo &rpan hajtottuk végre. A névények

egy részét 24 oraval késobb fertdztiik arpa lisztharmattal.

Biotikus stresszorok

a) Dohany mozaik virussal (TMV: Tobacco mosaic virus) szemben rezisztens Xanthi és
szalicilsav-hianyos, transzgenikus NahG dohanyndvényeket a virus Ul-es torzsével fertoztik. Az
elsé fertézés alulrdl a 3. és 4. leveleken tortént, a masodik fert6zés 14 nappal késobb az 5. és 6.
(felsobb) leveleken tortént. Méréseinket a névények felso, 5. és 6. leveleibdl vett mintan végeztiik.

b) Arpa lisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. hordei A6-0s rassz) fertdztiik 7 napos
Ingrid, Mla, Mlg és mlo arpavonalak egyedeit. Méréseinket az elsédleges leveleken végeztik.

Membrankarosodas vizsgalata

a) A novényi sejthartydk oregedés, stressz vagy betegség okozta oxidativ kdrosodasat, és az
ezzel jard atereszté-képesség novekedést a sejtekbdl kidramlo elektrolitok mennyisége alapjan
hataroztuk meg. A levéldarabkakat inkubald oldat vezetOképességét kiilonbozé idépontokban
mértik konduktivitas-méré késziilékkel. Az adatokat a friss levéltomegre vonatkoztatott
vezetOképesség-valtozas (uS/g friss tomeg) mértekegységben adtuk meg.

b) A lipid-peroxidacié mertékére a reakcioban termel6d6 egyik végtermék, az etan
mennyisége utal. A dohany- illetve arpalevél mintakban a telitetlen -3 hidroperoxi-zsirsavak in
situ bomlasat etdnna rovid hoékezeléssel serkentettiik. Gazkromatografban standard etan gézhoz

viszonyitva hataroztuk meg mintaink etan-tartalmat.
Az etilén stresszhormon gazkromatografias kimutatasa

Lisztharmat-fert6zott és kontroll, fertdzetlen elsddleges arpaleveleket tartalamzo kémcsovek

1égterébdl vett mintak etilén-tartalméat gazkromatogréaffal hataroztuk meg.
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Zsirsav-0sszetétel meghatarozasa

A teljes zsirsav-tartalmat a levélszovetekb6l kloroform-metanol eleggyel vontuk ki. A
szerves fazist nitrogén alatti szaritds utdn Gjraszuszpendaltuk kloroformban, sziliciumsavas
oszlopkromatografiaval frakcionaltuk, majd a zsirsavakat metil-észtereztik. A foszfolipidek
zsirsav-0Osszetetelét gazkromatografias modszerrel allapitottuk meg, az egyes zsirsavak
viszonylagos mennyiségét belsé standardhoz, heptadekansavhoz viszonyitva. A szterolok
meghatarozasahoz acetilaltuk azokat acetanhidrid-piridin eleggyel, majd szeparaltuk kolesztan

belsé standardhoz viszonyitva.

Kalorimetria
Xanthi és NahG doh&ny masodik TMV-fert6zését kovetden a felsébb levelekbdl, illetve
sostressznek Kitett arpa els6 leveleibdl vettiink mintat kalorimetrias méréseinkhez. A maximalis

hokibocsatasi ratat (mW meértékegységben) a minta szaraztomegére vonatkoztatva hataroztuk meg.

Hidrogén-peroxid tartalom fluorimetrias meghatarozésa

A 27, 7°-diklor-fluoreszcin-diacetat (DCFH-DA) vegyiilet a sejtekben jelenlévd peroxidazok
és H,0O, hatasara oxidalodik, és a fluoreszcens 2°,7"-diklor-fluoreszcein keletkezik belle. A DCFH-
DA vegyiilet oldatat levagott arpalevelek sejt kozotti jarataiba juttattuk be vakuumos infiltracidval,

majd a levelekbdl készitett kivonat relativ fluoreszcenciajat mértik spektrofluoriméteren.

Enzimatikus és nem-enzimatikus antioxidansok spektrofotometrias meghatarozasa

Az szuperoxid-dizmutaz (SOD), gvajakol-fiiggé peroxidazok (POX), katalaz (CAT),
aszkorbinsav-peroxidaz (APX), dehidroaszkorbat-reduktdz (DHAR), glutation-reduktaz (GR) és
glutation-S-transzferdz (GST) enzimek aktivitasanak sejtmentes levélkivonatokbdl meértiik
spektrofotométerrel. Az aszkorbat és dehidroaszkorbat koncentraciojat aszkorbat-oxidaz enzimmel,

az oxidalt és redukalt glutation mennyiségét GR enzim segitségével mértik.

Génkifejezodési vizsgalatok

A teljes novényi RNS-t guanidin-tiocianatos lizist kovet6 szilika-membran oszlopos
modszerrel vontuk ki arpalevelekb6l, mennyiségét és tisztasagat spektrofotométeren és
elektroforézissel ellenériztik. Az alacsony példanyszamban el6fordulé transzkriptumok
kimutatadsahoz félkvantitativ RT-PCR mddszert alkalmaztunk. A cDNS sokszorositasat a folyamat
exponencialis fazisaban allitottuk le, azaz minden vizsgalt gennél olyan PCR-ciklusszamnal, ahol
még megmaradtak az etidium-bromidos festéssel kimutathatd kilonbségek a mintak kézott. A PCR
sorén az alabbi géneket vizsgaltuk: HvHsp70, BAX inhibitor 1 (BI-1), HYWRKY1, HYWRKY2.
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AZ EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A juvenilitas és a magasabb foku abiotikus stressztiiré-képesség kapcsolata

Kordbbi eredmények szerint a fiatal ndvényi levelek az 0Oregeknél ellenallébbaknak
bizonyultak nekrotrof korokozdk altal okozott biotikus stresszel szemben, ezért megvizsgaltuk a
szeneszcencia hatdsat abiotikus stressz, mint nehézfém-ion, és kdzvetlen oxidativ stressz esetében.
A higany-klorid mint nehézfémstressz nem csak kdzvetlenil toxikus és a névények ndvekedését
gatolja, hanem oxidativ stresszt alakit ki a ndvényekben reaktiv oxigénformak képzodésén
keresztiil. Fiatal és oreg ’Samsun’ dohéanyleveleket tettiink ki oxidativ stressznek kiilsdleg
alkalmazott higany-klorid illetve hidrogén-peroxid kezeléssel. A membran épségének mértékét, ami
a novényi sejtek kiillonféle abiotikus stressztényezok altal okozott oxidativ kdrosodasat jol jellemzi,
ion-kiaramlas maddszerrel vizsgaltuk.

A higany-klorid kezeléssel kivaltott nehézfémstressz hatasara bekovetkezé sejtmembran
kérosodas kovetkezteben fokozott ion-kidramlast tapasztaltunk, ami a vizzel alkezelt kontrollhoz
képest az dregebb, szeneszcens levelek esetében tobbszordse volt a fiatal leveleknél észleltekhez
képest. Hasonloképpen megfigyeltik, hogy a hidrogén-peroxid (kiilséleg adagolt ROF, azaz
kozvetlen oxidativ stressz) hatasara bekovetkez0 membrankarosodast jelz6 elektrolit-kiaramlas
gyengébb volt a fiatal levélkorongokbol, mint az Oregekbdl. A magasabb foku stressztiird-
képességgel parhuzamban a hidrogén-peroxidot kozombosité katalaz enzim aktivitasa ‘Samsun’
dohany fiatal leveleiben kétszerese volt az 6reg levelekben mértnek. A ROF k6zo6mbdsitésenek egy
masik kulcsenzime, a szuperoxidot hidrogén-peroxidda és oxigénné alakitdo szuperoxid-dizmutaz
pedig 50%-kal nagyobb akvititdst mutatott a fiatal levelekben az Oregekhez képest, ami
dsszhangban van a fiatal levelek nagyobb antioxidans kapacitasaval.

Az el6z6 eredményeket megerdsitve az O6regedésében gatolt, citokinin-tUltermel6 CTKm
dohanylevelek membranjait kevesbé karositotta a hidrogén-peroxid kezelés, mint a kontroll, nem
transzgenikus SR1 dohényét. A CTKm dohanyban a folyamatos génkifejez6dést biztosito
konstitutiv promoter utdn beépitett ipt gén az izopentenil-transzferdzt kodolja, ami citokinin-
bioszintézis egyik kulcsenzime, igy a CTKm dohanyokra allando citokinin-taltermelés jellemzé.
Ebbdl kovetkezéen a CTKm novényeknek hosszasan megmarad juvenilitasuk. Csoportunk korabbi
munkdjaban kimutatta, hogy a CTKm dohanyban is fokozott antioxidans enzimaktivitas
tapasztalhatd, ami minden bizonnyal szerepet jatszik a nagyobb mértéki stressz-toleranciaban.

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

abiotikus eredetl oxidativ stressz okozta karokat.
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A szalicilsav szerepe dohany szisztemikus szerzett rezisztenciajaban

Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy ’Xanthi-nc’ dohanylevelek TMV-fertézése a
szalicilsav mennyiségének helyi és szisztemikus ndvekedését idézi eld, valamint a hdtermelésre,
lipid-peroxidaciora és zsirsav-6sszetételre is hatassal van. Munkank célja az volt, hogy a szalicilsav
szerepét jellemezzik ezekben a metabolikus valaszokban a szalicilsav-hianyos, transzgenikus NahG
dohanyvonal segitségével. A NahG dohany nagy mennyiségben termeli a Pseudomonas putida
baktériumbo6l szarmazdé nahG gén altal kodolt szalicilsav-hidroxilaz enzimet. A szalicilsav-
hidroxilaz a szalicilsavat katekolla (1,2-dihidroxi-fenol) alakitja, s ennek eredményeként a NahG
dohanyban a szalicilsav mennyisége nem tud megnoni.

Az endogén szalicilsavszint emelkedése a TMV-vel fert6zott Xanthi-nc dohanynoévényekben
hétermeléssel €s energiaveszteséggel jar. Megfigyelték azt is, hogy akar kiils6leg adagolt, akar
TMV-fert6zés nyoman felhalmozodott magas szalicilsavszint a lipid-peroxidacio fokozodasat
indukéalja dohanyban. A lipid-Osszetétel tekintetében a zsirsavak telitettségi  szintje
buzandvényekben a hidegedzés soran a szalicilsav-tartalom emelkedésével parhuzamosan csokken.
A lipidek és a lipid-6sszetevok dinamikajanak szerepét a novények SzSzR-jaban A. thaliana
genetikai vizsgalata is megerdsitette azaltal, hogy a zsirsav-deszaturaz enzim aktivitasat kimutatta.
Ezek a kisérletek azt bizonyitjdk, hogy a szalicilsav szerepet jatszik a hdétermelés, a lipid-
peroxidacié és a lipid-osszetétel alakulasaban is.

Mivel a membranok kulcsszerepet jatszanak a novényi sejtek HR-jaban, a foszfolipid-
frakcié zsirsav-Osszetételét és a szterol-osszetételt is meghataroztuk gazkromatografiaval.
Korabban kimutattdk, hogy a zsirsavak telitetlensegének szintjét Xanthi névenyekben a SzSzR
indukcidja nem befolyasolja. Mi sem taldltunk kisérleteinkben TMV-fert6zés hatasara jelentOs
valtozast egyik dohanyvonal zsirsav-osszetételében sem, csak fertézetlen allapotban mutattunk ki a
Xanthi novényhez képest a NahG transzgenikus ndvényekben alacsonyabb trién zsirsav-aranyt,
amir6l korabban transzgenikus modszerrel megallapitottak, hogy jelentésen noveli a TMV altal
okozott elhalasos lézidkat a vad tipusu ndvénybhez képest. A szterol-6sszetétellel kapcsolatban
elmondhat6, hogy a szalicilsavat nélkiil6z6 NahG ndvények valamennyivel tobb kampeszterolt
tartalmaztak, mint a Xanthi dohany. A virusfert6zés a Xanthi novényekben nem befolyasolta a
szterol-Osszetetelt, a NahG novények TMV-vel fert6zott leveleiben azonban a sztigmaszterol
szitoszterolhoz viszonyitott aranyanak kozel 40%-0s emelkedését figyeltik meg. Mivel a
sztigmaszterol/szitoszterol arany emelkedése kiséri a dohanylevelek 6regedését is, eredményeink
arra utalnak, hogy NahG noévényekben a TMV-fert6zés szeneszcenciat idéz elé. A lipid-Osszetétel
valtozasai a membranok fluiditasat és atereszt6-keépességét is befolyasolhatjak, de fluoreszcencia
polarizdciés méréseink kimutattak, hogy kezeletlen Xanthi és NahG, valamint SzSzR-rel mar

rendelkezd Xanthi ndvények levelei megdrizték megfelelé membran fluiditasukat.
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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 képtelen, transzgenikus NahG dohanynévények TMV-vel fertézott leveleiben
vizsgaltuk. Ez a rendszer jol hasznalhato a dohany TMV-fertézésre adott, szalicilsav altal
kozvetitett, illetve szalicilsavtol fiiggetlen valaszainak elemzésére.

Korabban kimutattak, hogy a TMV-vel fert6zott dohanylevelekben a HR tiinetek sulyossaga
szoros kapcsolatban all a lipid-peroxidacioval. Ezzel szemben mi azt talaltuk, hogy Xanthi és NahG
dohanynovények TMV-vel fert6zott leveleiben hasonldo mértékii volt az etan-kKibocsatas mérésével
detektalt lipid-peroxidacio. Raadasul az etan-termelédés hasonld volt az elsédleges vagy
mésodlagos TMV-fert6zésen atesett Xanthi novények esetében is, holott mi arra szamitottunk, hogy
a lipid-peroxidacio csakugy, mint a HR tinetek, a SzSzR kialakuldsa utan csokkeni fog a
dohanyndvényekben. Ezek az eredmények megerdsitik azokat a korabbi megfigyeléseket, amelyek
arra utaltak, hogy a szalicilsav oxidativ stresszt alakit ki és a reaktiv oxigénformakkal kardltve
fokozza a programozott sejthalalt. Ennek megfeleléen a Xanthi dohanyndvényekben TMV-
fertdzéssel aktivalt SzSzR egy-egy sejtnyi, mikroszkopikus elhalasokat indukalt a fertézetlen
levélteriileteken és a fertdzés helyétdl tavolabb elhelyezkedd leveleken is. Eredményeink arra
utalnak, hogy a szemmel lathatd nekrotikus foltok mellett a csupan egyetlen sejtre kiterjedd
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. Raadasul a NahG ndvenyek fertézetlen leveleibdl
felszabaduld etdn mennyisége 30%-kal kisebb volt, mint szintén fertézetlen Xanthi dohanyban.
Ezzel az eredménnyel 6sszhangban van az a megfigyelés, miszerint a katekol emldssejtekben a
lipoxigenaz enzim aktivitasnak hatisos inhibitora. A megemelkedett lipoxigendz aktivitas jellemzo
a HR-rel reagalé dohanynévények TMV-vel fert6zott leveleire, a lipoxigenaz altal kozvetitett lipid-
peroxidaciordl pedig kimutattak, hogy a TMV-vel fert6zott Xanthi dohanylevelekben végbemend
oOsszes lipid-peroxidacionak kozel 95%-aért felelés. Emiatt ugy kell tekinteniink, hogy a HR-t kisérd
leziok kialakuldsa sordn mind a szalicilsav altal kdzvetitett, mind az attél fuggetlen folyamatok is
befolyasoljak a TMV-vel fertézott levelek lipid-peroxidaciojat.

Fokozott hdtermelést figyeltek meg kordbban TMV-vel fertézott Xanthi-nc
dohanynovények leveleiben a TMV Aaltal kivaltott nekrotikus foltok kialakulasanak idején. Ismert,
hogy a TMV-vel fertézott dohanyban a nekrotikus léziok kialakulasat fokozott oxigén-felvétel es
oxidativ Kitorés kiseéri. Korabban mi is kimutattuk, hogy a sajat TMMohany rendszeriinkben az
oxidativ kitorés korreldcidéban van a TMV Aaltal kivaltott nekrotikus foltok szdméval és méretével.

Az exotherm héleadas a ndvényi szOvetekben zajlo altalanos anyagcsere folyamatok intenzitasat
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tikrozi, tehat a kalorimetridaval kapott eredményeink mind a szalicilsav-fiiggd, mind pedig az att6l
fiiggetlen hétermelést magukba foglaljak. Szignifikans hdleadasi kiilonbséget mértiink a fertdzetlen
Xanthi novények javéra a szintén fertézetlen NahG dohdnyokhoz képest. A fertézést kdvetden 2-3
nappal, mikorra mar kialakultak a TMV-indukalta nekrotikus tlinetek, latvanyosan megndvekedett a
fertzés hatasara a hétermelés. Annak ellenére, hogy a fert6zott novényekben nagy kiillonbségeket
tapasztaltunk a lathatd levélkarosodas mértékében a kezelések kozott, a hokibocsatasi rata nem
mutatott jelentds kiilonbségeket sem a dohanyvonalak milyenségével, sem az SzSzR-t indukald
clozetes fertdzéssel Osszefiiggésben. A szalicilsavrol kimutattak, hogy egymagaban is kepes
hékibocsatast indukalni az alternativ 1égzés stimulalasa, valamint a proton-gradiens megszakitasa
révén fokozott oxigén-fogyasztason keresztil. A TMV-vel fert6z6tt NahG levelek megemelkedett
szinti hékisugarzasa mutatja, hogy a hétermelés szalicilsavtol fiiggetlen is lehet. Feltételezziik,
hogy a NahG dohany esetében a szalicilsav-hiany okozta alacsony hétermelést az erés oxidativ
kitorés ellensulyozni tudja. Ezzel szemben a Xanthi névényekben a megndvekedett mennyiségii
szalicilsav altal felfokozott hdkibocsatast a visszaszoritott oxidativ kitorés tudja kompenzalni. Ezt a
feltételezést korabbi eredményeink is alatamasztjak, melyek szerint minél nagyobb mértékii a
TMV-fert6zott dohanylevelekben a szoveti elhalas, annal magasabb a felhalmozédott ROF szintje.
Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy szamos bizonyiték utal arra, hogy a szalicilsav
indukalhatja a lipid-peroxidaciot és a hokibocsatast. Emiatt a nekrotikus 1ézidk vizualis vizsgalata
felrevezetd kovetkeztetéseket engedhet levonni a dohanyndvényekben kialakult SzSzR
hasznossagara vonatkozoan. Feltételezésiink szerint a SzSzR-valaszra képes, TMV-vel fert6zott
dohanylevelekben a meérsékelt szovetkarosodas biologiai ,,ara” dsszevetheté (kb. azonos) lehet a
SzSzR kialakitasara képtelen, NahG dohanyndvényekben kialakuld, sulyos szdvetkarosodas
nardval”. A rezisztencia-valaszokhoz szilkséges tObblet energiaigény a ndvények egyéb
életfolyamatainak sulyos karosodasat eredményezheti, aminek kovetkeztében korai Oregedés

(szeneszencia) illetve ndvekedésbeni visszamaradas alakulhat ki.

Az antioxidansok szerepe arpa-lisztharmat kapcsolatok alakulasasban

Korabbi megfigyelések az éarpa lisztharmat-fertézést kiséré antioxidans valtozasokrol
leginkabb a fogékony és az Mla-rezisztens arpa Osszehasonlitasaval szulettek, jelen munkank
Ujdonsaga, hogy kiterjesztettilk a vizsgalatokat a kevéssé tanulmanyozott Mig és mlo kdzel-izogén
arpavonalakra is. Mértiik a lisztharmat-fertézés ,korai” fazisaban az antioxidans enzimek
aktivitasanak valtozasat a fert6zés utani 15. 6raban (miel6tt a gomba az epidermisz sejtekbe
behatolna), 30. Ordban (kozvetlenul a behatolasi kisérlet illetve behatolas utan) és 60. Oraban

(miutdn a betegség vagy a HR kialakul) vett levélmintdkkal. A gomba-névény kapcsolat ,,kései”
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fazisat a fert6z€és utan 4 nappal (a gomba sporulacioja eldtt), 5 nappal és 7 nappal (a gomba
sporulécioja utan) vett levélmintakkal jellemeztiik.

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-fert6zés
hatasara. A fertézést kovetd 6todik és hetedik napra a POX, SOD, APX, GST ¢és GR enzimek
jelentds mértékben indukalodtak a fogékony arpaban a fertdzetlen kontrollhoz képest. A fogékony
névényekben mértekhez nagyon hasonl6, de kevésbé markans valtozasokat tapasztaltunk az
enzimaktivitasok terén a kozel-izogén, Mla-rezisztens arpaban. Feltételezhetd, hogy ennek oka a
nagyfoku hasonlésag a lisztharmat kezdeti fejlédésében (az elsé 30 oraban) a fogékony és az Mla-
tipusu rezisztens arpa kozott. Az Mg és az mlo vonalakban csak még gyengébben, illetve
egyaltalan nem indukalédtak a SOD, GST, APX és GR enzimek a fert6zés hatasara.

A POX aktivitas viszont mind a négy vizsgalt 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 6tddik napon
mutatott kiemelkedden magas (négyszeres) aktivitast, mig az mlo arpaban a harmadik napon
tapasztaltuk a maximumot, azaz a fertézetlen kontrollban mért aktivitisnak kétszeresét. Korabbi
spektrofotometrias, illetve nativ gél-elektroforézises enzimaktivitas-merések is hasonléan emelkedé
POX aktivitas-ndvekedést mutattak mind a fogékony, mind az Mla arpaban a Bgh-fert6zést kovetd
1-5 napon keresztiil. Ebb6l arra kovetkeztethetiink, hogy nem tekintheté specifikusnak az
izoperoxidazok szerepe a kulonféle ndvenyi vedekezési valaszokban.

A CAT aktivitdsban nem mértiink jelentds valtozast egyik vonalban sem, az egyik
mintavételi idopontban sem. Mas kutatok enyhén ellentmondasos eredényeket kozoltek Bgh-
fertézott arpa katalaz aktivitas-ndvekedésével kapcsolatban, és minden esetben csak egészen korai,
a fert6zés utani 24. éraig tartd mérések alapjan. Buzaban azonban a lisztharmat (Blumeria graminis
f. sp. tritici)-fert6zés nem eredményezett CAT aktivitas-valtozast.

Az APX és monodehidro-aszkorbat-reduktdz enzimek aktivitdsanak novekedésérél vannak
adatok fogékony arpaban 4 nappal Bgh-fertézés utan, ami az Mla-tipusiban nem kdvetkezett be. Az
APX enzim aktivitdsa a mi kisérleteink kései id6pontjaira is megndvekedett a fogékony arpaban,
ezzel szemben viszont a DHAR enzim aktivitasanak atmeneti csokkenését mutattuk ki a fert6zés
hatasara fogékony Ingrid, Mla és Mlg arpaban. Az mlo arpaban a DHAR aktivitds nem valtozott
szignifikansan. Eredményeink, miszerint a DHAR aktivitas csokkent a fogékony kapcsolatban a
negyedik napig, majd ismét névekedni kezdett a kontroll (fertézetlen) szint iranyaba, 6sszhangban
van korabbi eredényekkel, és arra enged kovetkeztetni, hogy esetlinkben az aszkorbat regeneracioja

nagyrészt a monodehidro-aszkorbat-reduktdz enzim Altal zajlik, mivel ennek aktivitasa

16



ellensulyozhatja a tapasztalt alacsony DHAR aktivitast, igy biztositva az aszkorbinsav ,,pool”” redox
egyensulyat.

Sem az 0sszes aszkorbinsav-tartalom, sem annak redox allapota nem mutatott kiiléndsebb
valtozast a Bgh-fert6zés hatasara egyik vizsgalt apravonalban sem. Koradbbi kutatasok sem talaltak a
aranya nétt meg enyhén a fogékony arpaban, mig ez az Mla-rezisztens vonalban nem volt
megfigyelhet6. Masok az aszkorbinsav-tartalom csokkenést talaltdk 4-6 nappal a lisztharmat-
fert6zést kovetben a roppant fogékony cv. Emir arpaban. Kordbban 6sszefliggést mutattak ki a Bgh-
rezisztencia és a levélben megemelkedett glutation-tartalom kozott 18-24 oraval a fert6zés utan.
Kisérleteinkben az 0sszes glutation-tartalom 7 nappal a fert6zés utan nétt meg szignifikansan a
fogékony levelekben, mig mas kutatok mar 4 nappal a Bgh tdmadéas utan ilyetén koncentréacidbeli
novekedest tapasztaltak.

A Bgh-tamadasra bekovetkez6 korai hidrogén-peroxid felhalmozast arpalevélben mar
sokan megfigyelték és leirtdk, mig a H,O,-szintek késobbi alakuldsa a fert6zés soran nem Kkeriilt a
tanulmanyok homlokterébe. Munkank sorén a lisztharmat-fert6zés hatasara enyhén megemelkedett
H,0,-koncentraciot talaltunk az Mla, Mlg és mlo arpa leveleiben, ellenben a fogékony
arpalevelekben a H,O,-koncentracid szignifikansan lecsokkent hét nappal a fert6zés utan. A HyO,-
termelés fokozodasa szoros 0sszefuiggésben van a novényi védekezéssel a lisztharmat gomba ellen,
mitdbb, egyéb korokozok elleni védekezésben is jelentés szerepe van. Fogekony &rpa névények
kezelése kiilséleg adagolt ROF-forrdsokkal megvédi a névényt lisztharmat- vagy rozsdabetegséget
okoz6 gombaktol azaltal, hogy megoli a korokoz6 gombat vagy gatolja annak fejlédését. Ha
azonban a ROF-kal egyidejiileg antioxidansokkal is kezeljiikk a ndvényt, akkor a ROF toxikus hatésa
a korokozora kivédhet. A feltételezést, hogy a H,O,-nak alapvetd jelentdsége lehet az arpa
lisztharmat-rezisztenciajaban, tovabb erdsiti azon eredményiink, miszerint a rezisztens arpaval
ellentétben a fogekony Ingrid arpalevelekben csokkent a H,O,-tartalom Bgh-fert6zést kovetden.

A H,0,-felhalmozddas és az elektrolit-kiaramlassal jellemzett membran-karosodas
kozott nem talaltunk Osszefliggést. Ez valdszintileg annak kdszonhetd, hogy a rezisztens vonalakban
csak minimalis szamu sejtet érintett a gombatamadas az egész levélhez képest. Mig az Mla-tipusu
rezisztencia esetében a Bgh-tamadasra enyhén megndvekedett az ion-kiaramlas, az Mlg és mlo
vonalakban nem volt valtozas. Ezzel ellentétben viszont a fogékony arpaban mar a fertdzés utani
masodik napra szignifikans kiaramlas-novekedés jelentkezett, az 6todik napra pedig a fertézetlen
kontrollhoz képest ez nyolcszorosara novekedett.

Az etilén stresszhormon termelédése a Bgh-fert6zott arpalevelekben is hasonlé tendenciat
mutatott, mint az ion-kidramlas. Ebben az esetben is valdsziniileg a nekrotizacio altal csak kis

szamban érintett sejtek miatt az Mlg és az mlo ndvényekben nem mértiink valtozast a fertézés
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hatdsara, és az Mla ndvenyekben is csak kismértékii novekedést tapasztaltunk. Ellenben a fogékony,
fert6zott novényekben mar 3 nap utan latvanyos, drasztikusan megemelkedett etilén-termelés volt
megfigyelhetd. Eme adatokkal megegyezik buzan végzett kKisérletek eredménye: biza lisztharmattal
fert6zt6zott, kiilonb6z6 kvantitativ rezisztenciaval bird buzafajtakban az etilén-termelés mértéke
Osszefliggésben van a fertdzott leveleken megszamlalhato pusztuldk mennyiségével.

Figyelemremélté eredmény még a mutans mlo gént hordozod, fertézetlen arpaban mért
fokozott POX aktivitas és ion-kiaramlas mértéke, ami szignifikdnsan nagyobb volt a vad tipusq,
azaz funkcionalis Mlo gént hordozé masik harom arpavonalban (fogékony, Mla és Mlg arpa)
mérthez képest. A magasabb POX aktivitas velejaroja az Oregedesi folyamatoknak, s ebben az
esetben alatdmasztja a korabbi megfigyelést, miszerint az Mlo gén mutacidja korai szeneszcenciat
indukal &rpalevelekben.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a Bgh-fertdzés eredményképpen az antioxidativ
védekezd-rendszer jelentds mértékben indukalodott a fogékony arpaban. Feltételezhetd, hogy az
antioxidansok szintjének eme megemelkedése megel6zheti a ROF-felhalmozodast a Bgh altal
megtamadott fogékony ndvényekben. Ezzel 06sszecseng eredményiink, miszerint valdban
alacsonyabb H,0,-szintet mértiink a fert6zott fogékony arpaban, mint a rezisztens kapcsolatokban.
Megfigyeléseink alapjan nem kizarhaté az elképzelés, hogy a lisztharmat gomba maga felelds
antioxidans vegylletek vagy enzimek termeléséért, amivel védekezhet a ndvény altal termelt ROF
ellen. Ezt az elképzelést azok a korabbi eredmények is aldtdmasztjak, miszerint a Bgh
extracellularis kataldzt valaszt ki a hausztoriumaibol az arpa megfertézése soran. Munkank soran
nem talaltunk magasabb CAT aktivitdst a Bgh-fertézott fogékony arpaban, viszont az enzim
aktivitasat teljes levél-homogendtumban mertiik, nem lokalisan, a gazda és a parazita talalkozasi
pontjanal. Igy kérdés marad, hogy a Bgh-fertdzott fogékony arpaban megfigyelheté megemelkedett

antioxidans szintekért vajon nagyobb részben a névényi sejtek vagy a gomba felelds-e.

Szimbiozis szerepe sostressz leklizdésében

A termesztett arpa viszonylag sotolerans kulturndvénynek szamit, de meglehetdsen nagy
variabilitas figyelhetd6 meg e tekintetben az arpafajtak kozott. Két kiilonbozo genotipust, a
sotolerans ’California Mariout’ és a so6érzekeny ’Ingrid’ arpafajtakat valasztottuk ki a kisérletekhez,
hogy megallapitsuk ezek sokezelésre adott metabolikus valaszait.

Nemrég mutattdk ki egy gyokér endofita bazidiumos gomba, a Piriformospora indica
esetében, hogy képes fokozni az arpa ellenallo-képességet gyokér- és levélbetegségek ellen,
valamint csOkkenti a kozepes erdsségli (100 mM NaCl) soéstressz karositd hatasat. Jelen
munkénkban azt taldltuk, hogy a P. indica megvédi az arpat még erds sostressztél is (300 mM

NaCl), tovabba vallalkoztunk a P. indica-kivaltotta sotolerancia hatterében all6 metabolikus
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valtozasok vizsgalatara a sostressz fontos indikatorainak (metabolikus hétermelés, lipid-peroxidacio
és zsirsav-osszetétel) mérésével.

Korabbi kutatdsok csokkent metabolikus aktivitast és 1égzési ratat mutattak ki s6érzékeny
arpaban sokezelés utan, mig ezek a paraméterek valtozatlanok maradtak sodkezelt sotolerans
novényekben, igy a hokibocsatas kalorimetrikus meghatarozasa hasznos eszkoz lehet a novények
sotoleranciajanak jellemzésére. A lipid-peroxidacio a séstressz okozta sejtmembran karosodassal
fligg 6ssze. NaCl-kezelés magasabb aranyu lipid-peroxidaciot okozott a sdérzékeny névényekben,
mint a sotolerans kultarnovényekben. Ezen megfigyelések alapjan a lipid-peroxidacios rata is
hasznalhaté annak jellemzésére, hogy milyen hatékonysaggal kepesek a P. indica-kezelt névények
ellenallni a sostressznek. A zsirsav-telitetlenség is dsszefligg a ndvényi sostresszel: korabban Ggy
talaltak, hogyw -3 deszaturaz gének indukalddnak kukoricdban magas sé-koncentracio hatéasara.
Ezen eredményekkel megegyezden kimutattdk, hogy a linolénsav kiemelkedd szerepet jatszik a
dohanynoévények sostressz elleni ellenallosagaban. Ezért a nem-kolonizélt és P. indica-kolonizalt
arpa leveleinek zsirsav-telitetlenségét vizsgaltuk sostressz hatasara.

Két héten keresztll sotartalmu vizzel 6ntézott arpa ndvekedésében visszamaradt, és korai
oregedésnek indult. Magas so-koncentracional (300 mM NaCl) a levelek friss tdmege csokkent
mind a hadrom vizsgalt kezelésben: nem-kolonizalt s6érzékeny Ingrid, P. indica-kolonizalt Ingrid, és
sotiiré California Mariout arpaban. Nem-kolonizalt ndévényekkel ¢sszehasonlitva, Ingrid hajtasok
friss tdmege a P. indica-kezelés hatasara kb. kétszeresére ndvekedett mind kontroll, mind pedig sés
korilmények kodzt. Magas so-koncentracional a sétolerans cv. California Mariout hajtastémege
szignifikansan nagyobb volt, mint a nem-kolonizalt cv. Ingridé, de a legnagyobb meért hajtastomeg a
P. indica-kolonizalt Ingrid ndvények esetében volt megfigyelhetd.

Jelen munkénkban vilagos bizonyitékot mutatunk arra, hogy P. indica-kolonizalt s6érzékeny
cv. Ingrid arpanal a so-indukalta valasz — a hokibocsatas mértéke és az etan termelés alapjan — a
sotolerans novényekben talaltakra emlékeztet. Mikdzben a nem-kolonizélt Ingrid arpalevelek
metabolikus hétermelése kb. 30%-kal csdkkent sokezelés utan, a metabolikus aktivitas mértéke
novekedett a P. indica-kolonizalt ndvenyekben. Ezek szerint az endofitaval valo szimbidzis
tulkompenzalja a levél metabolikus aktivitdsanak so-indukalta gatlasat. Korabbi eredmények szerint
vad zab biotipus természetes herbicid-rezisztencidjanak meértéke szoros 6sszefliggést mutat a
herbicid-kezelés kivaltotta hétermelés mértékével a védekezési valaszhoz sziikséges metabolikus
folyamatok aktivalddasa kovetkeztében. Ez arra utal, hogy a fokozott soOstressz-tolerancia
Osszefligghet a P. indica-kolonizalt arpa intenzivebb metabolikus aktivitasaval.

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy kiils6leg alkalmazott telitetlen zsirsavak meg tudjak
védeni az arpat NaCl-indukalta stressz soran, ezért a zsirsavak telitetlensége fontos tényezdje lehet a

sostresszre kialakuld novényi tolerancidnak. A P. indica-kolonizacio az arpa leveleiben talalhato
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olajsav mennyiségének szignifikans csokkenéséhez vezet, mikeént azt sokezelt arpa gyokérben is
kimutattak. A sokezeléshez hasonldéan a P. indica is kissé novelte a linolénsav aranyat és a
telitetlenségi mutatokat 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-osszetételére valo ilyetén hatas a szimbiotikus adaptiv
stratégia része lehet, melyet az endofita iranyit, hogy gazdandvényével egyutt valahogy elviseljék a
sostresszt a kedvezotlen kornyezetben. Feltételezziik, hogy a P. indica hasonlo hatést valthat ki a
gazdanéveny zsirsav-0sszetételében szarmazasi helyén, a szaraz indiai Thar sivatagban is.

Magas s6-koncentracid hatasara fokozodott az ’Ingrid’ levelekben az etan-termel6déssel
kimutatott lipid-peroxidéacié. A P. indica-kezelés 6nmagéban nem befolyésolta az etan-kibocsatas
mértékét. A sé kivaltotta lipid-peroxidaciot azonban szignifikansan csokkentette a P. indica-
kolonizacio a novenyekben. A sejtmembran-karosodds mint a sOstressz kdvetkezménye,
Osszefliggésben van a ROF felhalmozodasaval. Egy friss kdzlemény megerdsiti eredményeinket
miszerint a széles gazdaspektrummal jellemezhetd endofita gombak hatékony toleranciat
biztosithatnak gazdandvényeiknek a ROF ellen abiotikus stressz koriilmények kozott.

Egyre tobb bizonyiték latszik arra mutatni, hogy a magas sé-koncentracié oxidativ stresszt
valt ki a novényekben, ami legaldbb részben felelés a szovetkarosodasért. ToObb Kisérlet is
kimutatta, hogy a magas sotartalom a so6érzékeny ndvenyeknél tapasztalt szint folé noveli a
sotolerans novények antioxidans aktivitasat. Kordbban kimutattak, hogy a P. indica antioxidansokat
indukal arpa gazdandvényben: az aszkorbinsav mennyisége, a redukalt aszkorbat aranya az oxidalt
aszkorbathoz képest, és a DHAR aktivitasa megemelkedett a gyokerekben. Mivel nem talaltunk
aszkorbatot a P. indica-ban, feltételezhetd, hogy a gomba indukalja az aszkorbat felhalmozodasat a
névényi gyokeérsejtekben. A P. indica-kolonizalt ’Ingrid’ ndvenyek nagyfokd (300 mM) NaCl-
stressz alatt is hatékonyan tartottak fenn az aszkorbinsav ,,pool” redox egyensulyat, valamint a
sokezeletlen kontrollndl magasabb 6sszes aszkorbat-tartalmat. Meg kell hagyni azonban, hogy az
id6 elérehaladtaval az aszkorbat mennyisége csokkent a sokezelt, kolonizalt gyokerekben is. Az
aszkorbat mennyisége és a redukalt aszkorbat aranya az oxidalthoz képest dramai mddon csokkent a
sokezelt, nem gyarmatositott gydkerekben az egy hetes sokezelés utan roviddel. Ezen eredmények
egybevagnak korabbi adatokkal, miszerint az aszkorbat mennyisége, illetve redukalt formajanak
ardnya csokken séérzékeny novényekben sostressz hatasara, sotiré novényekben viszont vagy
kevéshé csokken, vagy pedig éppen ndvekszik. Korabbi vizsgalatok arra utalnak, hogy a ndvények
sostresszel szembeni ellenallé-képessége dsszefuiggésben all az antioxidans enzimek indukciojaval.
Mi is azt talaltuk, hogy a NaCl ndvelte a vizsgalt antioxidans enzimek aktivitasat a sostressz alatt

levé arpa gyokerében. Habar az enzimaktivitdsok csokkentek mind a soérzékeny, mind pedig a
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sotolerans novényekben a kezdeti indukcié utan, a csokkenés kisebb mértekben és késleltetve
jelentkezett a P. indica-kolonizalt *Ingrid’ arpaban és a sotolerans cv. California Mariout-ban.

Egyelére nem ismert a pontos mechanizmus, amin keresztiil a P. indica fokozni tudja a
novények antioxidativ védekezOképességét. Nemrégiben kimutattak, hogy a P. indica képes auxint
termelni a nodvények gyoOkereiben. Masrészr6l, a P. indica ndvelte a methionin-szintetaz
mennyiségét, ami meghatarozo szerepet jatszik a poliamin- és etilén- bioszintézisben. Poliaminokat
taltermel$ transzgenikus dohanynovényeknek fokozott sostressz-ellenallé képessége is van,
parhuzamban a sostressz alatt fokozddd antioxidans enzimaktivitassal. A P. indica egyik kozeli
endofita rokona, a Sebacina vermifera, csokkenti Nicotiana attenuata-ban az etilén-termelését.
Erdekes, hogy el6zetes eredményeink arra utalnak, hogy a P. indica etilén-bioszintézist indit be az
arpa gyokerekben. 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-tiir6 képesség ugy tiinik,
hogy legalabb is részben, az aszkorbinsav €és az antioxidans enzimek indukaldsanak koszonhetd.
Megfigyeléseink ugyan csak 0sszefiiggéseket mutatnak, nem okokat, de alatdmasztja ezeket az a
tény is, hogy a genetikailag sotiird cv. California Mariout arpaban is megemelkedett antioxidans
aktivitast lehetett kimutatni so6s kornyezetben. Ugyanakkor, tobbféle szimbiotikus mechanizmus is
felelds lehet a sotiirésért. Példaul a gyokér endofitdk hathatnak biologiai kozvetitoként ugy, hogy a
szimbidzisban €16 novényekben gyorsabb és erdsebb a stressz-valasz rendszer aktivalodasa, mint
nem Kkolonizalt novényekben. Mivel a P. indica széles egyszikii és kétszikli gazdaspektrummal
rendelkezik, valamint ndvényen Kivil, mesterséges tenyészetben is konnyen szaporithatd
tdmegesen, felhivjuk a figyelmet lehetseges felhasznalhatosagara a termesztett névenyek sdstressz

elleni védelmében sivatagos és félszaraz mez6gazdasagi régiokban.

Hosokkal eléidézett lisztharmat-fogékonysagban indukalodo jelatviteli gének

Egy elozetes stressz, mint pl. hokezelés, hatasdra kialakulhat rezisztencia arpaban
lisztharmat-fertézéssel szemben. Nagyon fontos azonban megjegyezni, hogy a hdsokk pontos
hémérséklete illetve id6tartama nagymértékben befolydsolja a kivaltott hatast. A mi kisérleteinkben
alkalmazott homérséklettel és idotartammal, valamint a hosokk ¢és a fertozés kozott eltelt idovel
éppen ellentétes eredmeényt tudtunk elérni: egyrészt a fogékony ’Ingrid’ arpafajta meg
fogekonyabba valt, azaz tobb sporulald lisztharmat-telepet talaltunk a hésokknak kitett, majd
fertdzott elsddleges leveleken. Tovabba a tobb sejtre kiterjedd6 HR-rel kisért rezisztencidval

rendelkez6 Mla arpan nagyobb kiterjedésti nekrotikus foltok és sporulald lisztharmat-telepek is
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megjelentek. A szabad szemmel nem lathatd, egy-egy sejtet érinté HR-elhaldsokkal jaré Mig
rezisztenciat is letorte az altalunk alkalmazott hdsokk, és a lisztharmat szaporodott a leveleken. A
legmeglepdbb eredmény azonban a széleskori, teljes rezisztenciat kialakito mlo gént hordozé
arpavonal sikeres lisztharmat-fert6zése volt, igy elséként ebben a vonalban igyekeztiink utana jarni
a folyamat hatterében huzodo, génkifejez6dés szintii valtozasoknak RT-PCR-technikaval.

Az els6 vizsgalt gén, a Hsp70 hésokk-fehérje génjének transzkripcidja mar 24 oréaval a
hokezelés utan indukciot mutatott, és additiv. modon indukalodott a két kezelés hatasara.
Hasonloképpen alakult a BI-1 (Bax inhibitor 1, egy programozott sejthalalt gatlo fehérje) genjének
kifejez6dése is, tehat mind a hésokk, mind a lisztharmat-fertézés indukalta azt. A Bl-1 gén
kifejez6désének indukciojat korabban eltéronek talaltak fogékony és rezisztens arpaban lisztharmat-
fertézést kovetden, valamint az id6 mulasaval egyre fokozodo Bl-1 kifejez6dést detektaltak, tehat
ezert is érdemes lesz vizsgalatainkba bevonni a jovében a tobbi kozel-izogén arpavonalat is.

Tanulmanyoztuk tovabba két WRKY fehérje génjének kifejez6dését, amikrdl ismert, hogy a
novények korokozok elleni védekezésében és stressz-valaszaiban szerepet jatszd transzkripcios
faktorok. Azt talaltuk, hogy a WRKY1 gén kifejez6dését a fertézés gyengébben, a hokezelés
erOsebben indukalta, az egylittes hatds viszont gyengébb indukciot eredményezett, mint csak a
hokezelés, azaz a fertézés csokkentette a hokezelés hatdsat. A WRKY2 gén pedig csak a fertdzés
hatasara indukalodott, és érdekes modon a két kezelés egyittes hatdsa gyengebb volt, mint a
fertdzésé egyediil, azaz itt meg a hokezelés csokkentette a fertézés hatasat.

Osszefoglalva, eddigi eredményeink a soron kdvetkezd kutatasi feladatom elékisérleteinek
tekinthetok, de mindenképpen érdekes ¢és biztatd iranyvonalat jelolnek ki a kozeljovore nézve. Egy
nemrég megjelent munkaban izgalmas 6sszefuggest fedeztek fol az Mla-tipust rassz-specifikus
rezisztencia és a ndvények alap- vagy altalanos rezisztenciaja kozoétt, amelyek jelatviteli utjai pont
az éaltalunk is vizsgalt WRKY transzkripcids faktorok réven kapcsolodnak, igy vizsgalataink

kovetkezo jeloltje nem is lehet kérdéses.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Fiatal és oOreg, illetve citokinin juvenilhormont taltermeld transzgenikus ¢és vad tipusu
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.

2. Xanthi-nc és szalicilsav-hidnyos NahG dohany TMV-fert6zésre megvaltozd hétermelés-
intenzitasat és etan-kibocsatasat hasonld 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 dohényban volt kisebb.

3. Az antioxidans-szintek indukalodasa er6sebb volt lisztharmat-fertézésre fogékony ’Ingrid’
arpafajtaban, mint az Mla, Mlg vagy mlo rezisztenciagént hordozé, 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 kikuliszobolésére.

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

jellemzett karokat so6érzékeny arpaban.
5. Arpaban a hékezeléssel indukalt lisztharmat-fogékonysag Osszefiiggéseket mutatott egyes

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

RT-PCR-modszerrel vizsgalt kifejezédésének indukcidjaval illetve repressziojaval.
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