A pélyézat cime:

A szisztemikus szerzett rezisztenciaban szerepet jatszé6 molekularis mechanizmusok

vizsgalata

A kutatasi téma - elméleti hattér és megvalositandé célok:

Bizonyos fert6zések és kémiai kezelések olyan valtozasokat indukalhatnak a
novényekben, melyek eredményeként a ndvények vedettséget nyernek a késébb bekovetkezo
fert6zések és élettelen kérositod tényezok hatésai ellen (Strobel and Kué¢, 1995; Sticher et al.,
1997). A ndvényi rezisztencia mesterséges fokozasa stratégiailag nagy jelentéséggel bir a
mezégazdasag tertletén. Egyrészt a ndvényi rezisztencian alapuld névényvedelem kevesebb
peszticidet hasznal fel, ami koltségmegtakaritast és kisebb kdrnyezetszennyezést eredményez.
Masrészt az abiotikus stressz, pl. a talaj magas sOtartalma karos hatasainak jobban ellenall6
ndvenyek olyan korilmények kdzott is termesztheték, melyek kilénben nem teszik lehetévé a
gazdasagos novénytermesztest. A szisztemikusan szerzett rezisztencia (SAR) mechanizmusa
még nem teljesen tisztazott (Mou et al., 2003), de az indukciot soran tobbnyire megfigyelhet6
a reaktiv oxigénformék (ROS) felhalmozddésa (Lamb és Dixon, 1997; Grant és Loake, 2000).
Emellett gyakran kimutathat6 az endogén szalicilsav-szint emelkedése, az Un. patogenezissel
kapcsolatos genek fokozott expresszidja és az antioxidans kapacitads novekedese (Malamy et
al., 1990; Ward et al., 1991; Fodor et al., 1997).

Korabbi kutatdsaink szerint (Kiraly et al.,, 2002) Xanthi-nc dohény esetében az
antioxidans rendszer tobb fontos tagja, pl. a szuperoxid-dizmutaz, a glutation, a glutation-
reduktaz, glutation S-transzferaz fokozott aktivitast mutat a rezisztencia indukciojat kbvetoen.
Ezzel szemben a Xanthi-nc dohanybdl eléallitott transzgénikus NahG dohanyban a SAR nem
indukalodott a szalicilsavat (SA) lebontdé SA-hidroxilaz hatasanak eredményekeént, s elmaradt
az antioxidansok aktivalodasa, ami alatamasztja azt a hipotézist, hogy az antioxidansok fontos
szerepet jatszhatnak a SAR mechanizmusaban.

Célul taztik ki, hogy jobban megismerjik a novények természetes ellenalld
képessegének erésodese mogott meghizodo biokémiai és molekuldris szintii valtozasokat. Az
emlitett kutatasi el6zmények alapjan a palyazat soran a kovetkezé kérdésekre kerestiink

valaszt:



1) Pontos mérésekkel ellenérizni, hogy a SAR indukcidja utdn hogyan alakul a
szuperoxid és a hidrogén-peroxid koncentacidja a ndvényekben, és magyarazattal
szolgélni ra

2) Kideriteni, hogy az antioxidans gének fokozott expresszioja felelés-e a SAR-ral
rendelkez6 novényekbol kimutathatd nagyobb antioxidans kapacitasért

3) A dohanyon kivil mas névényeket és rezisztenciat indukalé eljarasokat is bevonni
az addig dohanyra, dohany mozaik virusra (TMV) és szalicilsavra alapozott

kutatasba

Az alabbiakban témakoronként targyalom az eredmények részletes ismertetését. Eléfordul,

hogy egy téma vizsgalata egyszerre tobb célt is szolgal a fenti harom kozul.

Egy egysziki novény, az arpa INA-kezelés hatasara tapasztalhato lisztharmattal szembeni
fokozott rezisztencigja az antioxidansok gatldsan és a prooxidansok indukcidjan keresztul

érvenyesul

Ezek az eredmények nem jelentek meg nyomtatasban, ezert részletesebben térek ki
rajuk. Az arpa (Hordeum vulgare) esetében alkalmazott rezisztencia-indukalo szer, a 2,6-
diklor-izonikotinsav (INA) a hatdsmechanizmusat tekintve egy szalicilsav-analdg (Kogel et
al., 1994), ami rezisztenciat idéz elé az arpalisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. hordei)
szemben. Az eredetileg fogékony, de INA-val kezelt névények (8 mg INA/I talaj) leveleiben a
fertézesek helyén nagyobb arényban jelennek meg hiperszenzitiv tipust nekrézisok, és a
hidrogén-peroxid szintje is jelentésen emelkedik a kezeletlen ndvényekben mérthez képest (1.
abra). A kezelt levelekben (fertézetlenben és lisztharmat-fert6zéttben) mind a szuperoxid-
dizmutaz (SOD), mind a dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR) aktivitasa jelentésen csokkent
(2. abra). Egy arpa DHAR gén expresszioja a INA kezelések utan 2-4 nappal kismértékben
csokkent (3. abra), de az eredmény nem volt megbizhatéan reprodukalhat6. Egy arpa Cu-Zn
SOD gén, a SOD1 expresszidja vizsgalata soran sem tapasztaltunk valtozast (4. abra). E
Kisérletek alapjan feltételezzik, hogy az antioxidativ kapacitas alulszabalyozésa kapcsolatban
van az INA-val kezelt és fert6zott levelekben a ROS-felhalmozddassal és a hiperszenzitiv

tipusu nekrozisok megjelenésével, ill. a rezisztenciaval.



Relativ

egységek
1,2
1,0 I
0,8 I
0,6
0,4
0,2
0,0
kezeletlen DCINA-kezelt kezeletlen+ DCINA +
fert6zott fertézott

1. &bra: H,0, felhalmozddasa arpa levelekben 2,6-diklor-izonikotinsav (DCINA) kezelés és
lisztharmat (Blumeria graminis f.sp. hordei) fert6zés hatasara. A 2',7'-diklor-fluoreszcein
kivonasat kovetéen mért fluoreszcencia intenzitds a H,O, mennyiseégére utal. A
spektrofluorimetrias mérésbol kapott fotonszamot relativ egységben adjuk meg. A
ndvenyeket a DCINA kezelés utan 4 nappal fertztik lisztharmattal, a mérés 2 nappal a

fertézés utan tortént
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DCINA kezelés utan eltelt nap

2. abra: Dehidroaszkorbat-reduktdz (DHAR) és  szuperoxid-dizmutdz  (SOD)
enzimaktivitasok spektrofotometriasan merve DCINA kezelés hatasara arpa levelekben. Az

adatokat a kezeletlen névenyben mértekhez viszonyitottuk
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3. abra: Egy citoplazmas dehidroaszkorbat-reduktaz fehérjét kddolo arpa gén (HVDHAR)
MRNS-szintii expresszidjanak valtozésai INA (2,6-diklor-izonikotinsav) kezelés hatéséra arpa
levelekben. v = vizes kontroll. A génexpressziot egy kétlépéses reverz transzkripcio -
polimeraz lancrakcié mddszerrel (RT-PCR) mértik, referencianak egy arpa ubikvitin gen
(HvUbi) expressziojat tekintettik. RT O = a reverz transzkripcié negativ kontrollja (nincs

RNS templat); PCR 0 = a polimeraz lancreakcio negativ kontrollja (nincs cDNS templat).
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4. &bra: Egy citoplazmas SOD fehérjét kodolo arpa gen (HvSOD1) mRNS-szinti
expresszidjanak valtozasai INA (2,6-diklér-izonikotinsav) kezelés hatasara arpa levelekben. v
= vizes kontroll. A geénexpresszidt egy kétlépeses reverz transzkripcid/polimeraz lancrakcio
modszerrel (RT-PCR) mértik, referencianak egy arpa ubiquitin gén (HvUDbi) expresszidjat
tekintettlk. RT 0 = a reverz transzkripcid negativ kontrollja (nincs RNS templat); PCR 0 = a

polimeraz lancreakcio negativ kontrollja (nincs cDNS templat).



Az INA altal indukdlt SAR soran tapasztalhat6 mRNS-szintii génexpresszio
Kimutatasara real-time PCR technikat is segitségil hivtunk. DHAR, SOD és glutation-
reduktaz (GR) antioxidansok esetében. Az INA-val kezelt arpa ndévényekben kismértékben
nétt a GR aktivitdsa a csokkent a DHAR aktivitas mellett. Azonban a real-time PCR
segitségével mért génexpresszid nem valtozott a kezelés nyoman egyik antioxidans esetében
sem. Valdsziniileg az enzimaktivitas valtozasokért a transzkripcié utan zajlo szabalyozas a
felelss. Osszefoglalva a palyazat keretében végzett kisérleteink eredményeit megallapithato,
hogy az INA altal indukalt rezisztencia szoros kapcsolatban van a névények hidrogén-peroxid
tartalmaval és az antioxidans/prooxidans ardnyok valtozasaival. Korabbi vizsgalataink utaltak
mar ra, hogy a H,O, lokalis felhalmozdédasa a lisztharmat kérokozd altal megtamadott
sejtekben szoros kapcsolatban all a rezisztenciaval (Hlckelhoven et al., 1999). Jelen
vizsgalatok annyiban jarultak hozza a folyamat megértéséhez, hogy kvantitativ meréssel
mutattuk ki a ROS felszaporodasat a rezisztencia indukcidja soran, valosziniisithet, hogy a
DHAR és SOD antioxidansok géatlasa elésegitheti a ROS felhalmozddésat, és az enzimek
regulacidjdban nem tudtuk megerésiteni a génexpresszio szerepét. Elképzelhetd, hogy a tobb
izoenzim miatt egyéb, nem vizsgalt gén atirasa valtozik meg, vagy a fehérjék szintjén térténik
tovabbi szabalyozas.

A H,0; szerepének tovabbi tisztazasa érdekében az arpaleveleket a hidrogén-peroxid
eloallitasara alkalmas glikoz és glikoz-oxidaz keverékével infiltraltuk, igy magaban a
ndvényben allitottuk el6 a H,O,-t. Northern-blot tecnika alkalmazasa réven megallapitottuk,
hogy a H,O, hatdsdra a SAR ismert marker génje, a PR-1b expresszidja aktivalddott
(Schultheiss et al., 2003). Ez az eredmény alatdmasztja azt az elképzelést, hogy a SAR ismert
marker génje szabalyozésa a redox egyensuly megvaltozasa révén valosulhat meg. Egy masik
vizsgalt marker gén, az oxalsav-oxidazt kddold gen expresszidja nem valtozott (Schultheiss et
al., 2003).

A dohany TMV-fertgzés és kémiai kezelés hatdsara kialakuld6 TMV-vel szemben jelentkezd
indukalt rezisztencija a szuperoxid és hidrogén-peroxid csokkend szintjével es antioxidans

jellegii gének indukciojaval mutat 6sszefliggest

Eredményeinket részben megjelentettiik mar (Hafez et al., 2004), ezeket csak roviden
ismertetném. A TMV-vel fert6zétt rezisztens Xanthi-nc dohanyban lokalis nekrotikus tiinetek
alakulnak ki a fert6zés helyén. A nekrotikus léziok szama és atméroje, tehat a sejthalal

mértéke csokken abban az esetben, ha egy kordbbi TMV-fert6zés, szalicilsavas, vagy a



szalicilsavval anal6g benzotiadiazolos (BTH) kezelés SAR-t indukal a ndvényben (Fridrich et
al., 1996). Kimutattuk, hogy a ROS, melynek a programozott sejthalal indukciojaban szerepet
tulajdonitanak, csokkené szintet mutat a SAR indukcidjanak hatasara. TMV-fert6zest
kdvetéen alacsonyabb szuperoxid és a hidrogén-peroxid koncentraciokat mértiink a SAR-ral
bird6 Xanthi-nc novényekben, mint a megfelel6 NahG parjukban. A NahG transzgenikus
dohényokban a szalicilsav nem tud felszaporodni, ezért benniik nem indukal a TMV-fertézés
szisztemikus rezisztenciat, és a virusfert6zés utan a nekrotikus tiinetek is sulyosabbak. A
NahG dohany levelein a Iéziok nagyobbak és nem korlatozddnak a fert6zott névényi részekre,
hanem tovabbterjednek. A NahG dohanyokban a TMV-fert6zéssel megkisérelt sikertelen
SAR indukcidnak a kdvetkeztében nem valtozott a prooxidansok szintje, ahogy a nekrotikus
tinetek szintjén sem volt kulonbség kimutathato. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az aktiv
oxigén formak szerepet jatszanak a TMV okozta tinetek kialakuldsaban, illetve az
antioxidansoknak a SAR kialakulasaval egyitt bekovetkez6 indukcidja hatékonyan tudja
csokkenteni a szabadgydkok mennyiségét a dohanyban (Hafez et al., 2004).

A BTH kezelés azonban mind a vad tipusu Xanthi-nc, mind a tanszgénikus NahG
dohanyokban rezisztenciat indukalt, ami megfelelt az el6zetes varakozasunknak. A BTH
kezelés eredményeképpen a szuperoxid, és a H,O, koncentracidja is csokkent mindkét dohany
TMV-fert6zott levelében. Valosziniinek tiinik ezen adatok fényében, hogy a szabad
gyokoknek fontos szerepiik van a TMV okozta nekrotikus tiinetek kialakulasaban. Kimutattuk
tovabba, hogy a TMV-vel és BTH-val indukalt SAR hatasara is csokken a virustartalom a
fert6zott dohanylevelekben, és nem csak a nekrotikus tiinetek szorulnak vissza.

A szalicilsav (SA) dohanyban a TMV-fertézéssel azonos mechanizmus szerint szerzett
rezisztenciat indukal és fokozza az antioxidans kapacitast (Sticher et al., 1997; Fodor et al.,
1997). A szalicilsav hatdsmechanizmusa tovabbi tisztdzasahoz vizsgaltuk a SA altal indukalt
vedekezési (részben antioxidans) genek expressziés mintazatat reverz transzkripcidval
egybekdtott polimerdz lancreakcié (RT-PCR) moddszer segitségével. Vizsgalataink egyik
eredménye szerint egy dohany kataldz gén (NgCAT1) mRNS szintti expresszidjat a SA Kissé
csokkenti 8 oraval a kezelést kdvetéen (5. dbra). Irodalmi forrasok szerint az NgCAT1 gén
expresszidja TMV fert6zes es szalicilsav kezelés utan atmenetileg visszaszorul (Yi et al.,
2003). A tobbi vizsgalt gén esetében a SA kezelés novelte az mRNS-szintii expressziot, ezt
tapasztaltuk egy patogenezissel kapcsolatos fehérjét kédoldé gén (NtPR-1a), valamint egy

- sz

abra).
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5. édbra: A szerzett rezisztenciaval kapcsolatos gének (kataldz-1, patogenezis-gén-1la,
alternativ oxidaz 1-2, glutation S-transzfer&z mRNS-szintii expresszidjanak valtozasai
dohanylevél korongokban, vad tipusu (cv. Xanthi nc) es szalicilsav felhalmozasra képtelen
transzénikus NahG novényekben, 0,2 mM szalicilsavas kezelés utan, kulénb6z6
idépontokban. v = vizes kontroll. A génexpressziot egy kétlépéses reverz
transzkripcid/polimeraz lancrakcio maodszerrel (RT-PCR) mértik, referencidnak egy dohany
aktin gen (NtAct) expressziojat tekintettik. RTO = a reverz transzkripcid negativ kontrollja
(nincs RNS templat); PCRO = a polimerdz lancreakcié negativ kontrollja (nincs cDNS

templat)

Az emlitett gének SA hatdsara kapott expresszidos mintazatdt megvizsgéltuk a
szalicilsav felhalmozésara képtelen transzgenikus NahG dohanyokban is. A SAR-ral
kapcsolatos vizsgalt gének (NgCAT1, NtPR-1a, NtAOX1-2,) expresszioja/indukcidja a NahG
dohé&nyokban Altaldban joval kisebb mértéki volt, ill. késébb (vagy egyéltalan nem)
jelentkezett, mint a vad tipusd ndvényekben, kivéve az NtCAT-SAb gént, amelynek

kifejezodése egyaltalan nem valtozott (5. abra). A NahG ndévényekben tapasztalt



génexpresszio-valtozasok jol parhuzamba allithatok a szalicilsav-felhalmozas és a szerzett
rezisztencia hidnyaval.

Eredményeinket dsszefoglalva megallapithato, hogy a SA dohanylevelekben fokozza
az antioxidans kapacitast az altarnativ oxidaz és a GST génexpressziojanak novelése révén. A
szerzett rezisztencidban szerepet jatszd, részben antioxidans hatasi gének expresszidjanak

fokozodasaval egyutt jar a TMV fert6zés nekrotikus tiineteinek visszaszorulasa.

A Piriformospora indica gyokerlaké szimbionta gomba altal indukalt szisztemikus

rezisztencia szintén antioxidansok indukciojaval kapcsolatos

A szerzett rezisztencia indukcidja &rpaban is lehetséges mikroorganizmusok
segitségével. A mar SAR mar korabban tanulméanyozott kémiai indukcidjan Kkivdl
lehetéségem nyilt kutatni a Piriformospora indica gyokérlak6 gomba altal indukalt
szisztemikus rezisztencia mechanizmusat is. A pélyazat benyujtasakor errél a lehetoségrol
még nem volt tudomasom, ezért ez a vizsgalat elére nem tervezett ugyan, de jol illeszkedik a
palyazat témakorebe és hasznosan egésziti az egyszikiiekre vonatkozo, eddig kizarélag kémiai
SAR indukcidn alapulé vizsgalatainkat.

A P. indica gombaval fert6zott novények gyokerében kimutathato a fertézést kbvetéen
a H,0O; lokalis felszaporodasa, ami a rezisztens ndvényi valaszreakcio jellemzoje. Azonban a
ROS felhalmozodasa atmeneti jellegii, és a ndvény - gomba szimbiozis kialakulasa utdn mar
nem talalhatd oxidativ folyamatokra utald jel. Az indukalt arpandvényekben vizsgaltuk az
antioxidansok indukcidjat, kulonos tekintettel az aszkorbinsavra. Kimutattuk, hogy az
aszkorbinsav koncentracidja jelentésen emelkedik a gombaval kezelt novények gydkerében, s
a redukalt aszkorbat aranya is nétt az oxidalt formahoz viszonyitva (Waller et al., 2005). A
gyokerekben szignifikansan nétt a DHAR enzim aktivitasa, ami 6sszhangban van az
aszkorbinsavas eredményekkel. Emelkedett a kezelt névények gyokerében a SOD és az egyik
peroxidaz izoenzim aktivitasa is (6. &bra). Kimutattuk, hogy a P. indica gombéaval elézetesen
fert6zott novények nagyfoku rezisztenciat mutattak sostressz és a szintén gyokereket fert6zé
Fusarium culmorum korokozdval szemben. A levelekben a redukalt glutation mennyisége és
a glutation-reduktaz indukalodott a P. indica fert6zés hatasara. Kimutattuk, hogy az indukcio
szisztemikus rezisztenciat eredményezett a leveleket fert6z6 Aarpalisztharmat ellen.
Feltételezziik, hogy a P. indica gombaval kezelt arpa nagyobb antioxidans kapacitasa ugy

jarul hozza a fokozott rezisztencidhoz, hogy erésiti a gazdandveny védelmét a korokozo ellen



termel6dott karos ROS ellen, mely nemcsak a korokozéra, hanem a gazda sejtjeire is

kartékony hatést fejt ki.

SOD POX

C P.ind. C P. ind.

6. abra: Piriformospora indica gombaval fert6z6tt 3 hetes arpa gyokereiben mért szuperoxid-
dizmutéaz (SOD) és peroxidaz (POX) aktivitas nativ gélelektroforézis és specifikus festés utan.

C = kontrol kezeletlen névény, P. ind. = a gombaval kezelt ndvény

A kutatéasi eredmények hasznositasanak lehetéségei, a kutatasi téma tovabbi lehetséges

iranyai

- A kisérleti eredményekbdl vilagossa valt, hogy az SAR indukcidja hatasara a névények
antioxidans kapacitasa altaldban fokozodik, s ez elsésorban az abiotikus stressz és a
nekrotrof kdérokozok elleni rezisztencia soran érvényesil pozitivan. Konkrét esetekben
azonban tapasztalunk eltéréseket, s ez Ovatos altalanositasra int minket a kilénb6z6
novények, illetve a kiilonb6z6é SAR-indukcids mechanizmusok 6sszehasonlitasa soran.

- Kutatasi eredményeink azt is mutatjdk, hogy a novényt nem kérositd kis tdménységi
hidrogen-peroxid képzdédése ill. mesterséges alkalmazédsa immunstimulalé hatasu és
fokozza az antioxidans kapacitast.

- Az enzimaktivitasok szintjén tapasztalt valtozasokat a genexpresszids vizsgalatok csak
részben tamasztottak ala, ami adodhat technikai problémabdl, fakadhat az aktivitasbeli
kilonbségek nem tul jelentés mértékébol, vagy abbdl, hogy az antioxidans enzimek

tobbsége modosul a fehérjeszintézist kdvetoen.



- A P. indica gomba altal indukalt rezisztencia nemcsak korokozdk, hanem abiotikus
stressz esetén is hatasos lehet, s ez esetben is kapcsolatba hozhaté a fokozott antioxidans
kapacitdssal. A fokozott sotolerancia annak lehetéségét villantja fel, hogy a
mezégazdasagi termelés a FOld nem csekély részére Kiterjed6 szaraz és soOs talajok
esetében is eredmeényes lehet, ha alkalmazzuk az indukalt rezisztencia e sajatos formajét.
Ez a lehet6ség azért kézzelfoghatd, mert a P. indica mesterseges taptalajon kdnnyen
fenntarthat6 és szaporithatd gomba. Vizsgalatat tovabb szeretnénk folytatni egy uj OTKA
palyazat keretében, amely 2006-t6l indul.
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