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Bevezetés

Kutatdi palyam kezdetétdl abban a kivaltsdgos helyzetben van részem, hogy beteg novények
anyagcsere-valtozasainak izgalmas Osszefiiggéseit tanulmanyozhatom. Ennek soran egyrészt
arra keresem a valaszt, hogy milyen élettani valtozasok vezetnek a névénykorokozé mikrobak
altal megbetegitett novényeken megfigyelhet6 tiinetekhez. Masrészt melyek azok a

molekularis folyamatok, amikkel a novények védekeznek a korokozokkal szemben.

Ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasdhoz munkatarsaimmal szivesen ¢és nagy
lelkesedéssel tdmaszkodtunk a molekuldris bioldgia és a genomika robbandsszer(i
fejlédésének koszonhetd 1j technoldgidk kiprobalasdra, majd igyekeztiink ezeket

laboratériumunkban is meghonositani.

Korabban nem volt lehetéségem arra, hogy a névényi kor- és rezisztenciafolyamatokat egy-
egy kulcsgén szintjén vizsgalhassam. Szintén nem alltak rendelkezésemre olyan nagy
adatmennyiséget szolgdltatd genomikai modszerek, amelyek segitségével ugyanabban a
novényi mintdban egyszerre tobb ezer fehérjét kodolo novényi gén milikodésének,
aktivitdsanak a pillanatnyi allapotat rogzithettiik és kigytijthettiik volna. Olyan helyzet volt
ez, mint amikor egy t(it keresiink a szénakazalban. Ezekben a hidnyossagokban hozott attorést
az Arabidopsis thaliana inszercids mutansgyUjtemények (SALK, GABI) genotipusaihoz vald
hozzaférhet6ség megnyildsa, a virusindukalt-géncsendesités technoldgidjanak adaptaldsa,
vagy a transzkriptom vizsgalatokhoz kifejlesztett microarray modszer, és az Illumina

technoldgiara épiild 1j generdcios RNS szekvendlas.

Az értekezés keretét a ndvények gombakdrokozdinak életmodjaban megfigyelhetd egymastol
eltérd stratégidk (biotrdf, nekrotrdf, hemibiotrof) szolgaltatjak. A korokozok életmdd alapjan
torténé hagyomanyos csoportositdsaban hdrom stratégiat kiilonboztetiink meg: biotrof,
nekrotréf €s hemibiotrdf stratégiat. A biotréf gombakodrokozok él6 novényi szovetekbdl
taplalkoznak és jellemz6 a stratégidjukra, hogy hosszu tavon, az életciklusuk végéig egytitt
élnek a parazitalt gazdanovényeikkel. A nekrotréf gombakdrokozok virulencia stratégiaja
kevésbé tlinik Osszetettnek, mint a biotréf életmodu kdérokozoké. Lényege a megfertdzott
novényi szovetek elpusztitasa és az elhalt szovetekbdl torténd taplalkozas. Ehhez toxinokat,
sejtfalbontd enzimeket és reaktiv oxigénszdrmazékokat (ROS) termelnek, melyek

kovetkeztében a gazdanovény sejtjei elhalnak, nekrotizalodnak. A novénykorokozo gombak
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harmadik csoportjat a hemibiotrof életmodu korokozok alkotjak. Ide olyan korokozé gombak
tartoznak, melyek stratégidjaban keverednek a biotréf és nekrotrdof életmdd sajatossagai,
életciklusuk révidebb vagy hosszabb elsd felében inkabb biotrof kdrokozoként viselkednek,

késobb pedig inkabb nekrotrof jegyeket mutatnak (Mengiste 2012).

A novények és korokozdik kolecsonhatasai kétoldalt fegyverkezési versenyként
értelmezhetéek, melyben a novényi sejtek védelmi rendszere két alapvetd fokozattal
rendelkezik (Jones and Dangl 2006, Jones és mtsai 2016). Az els6 szint a mikrobakra jellemzd
altalanos molekuldris mintazatok, vagy MAMP-ok (microbe-associated molecular patterns)
felismerésén alapul6 altalanos rezisztencia, vagy PTI (pattern-triggered immunity) (Bigeard

és mtsai 2015, Yu és mtsai 2017).

A korokozd és novényi sejtek kolcsonhatasanak masodik rétege a korokozé mikroba fajok
kiilonbozd rasszainak vagy torzseinek azon tulajdonsagéra vezethetd vissza, hogy a novényi
altalanos rezisztencia visszaszoritasara kifinomult virulencia faktorokat, vagyis effektorokat
termelnek (Sharpee és Dean 2016). A novény és korokozdik kozotti fegyverkezési verseny
effektorokra adott novényi vélasza a novényi sejtek védelmi rendszerének masodik alapvetd
rétege, a hiperszenzitiv-tipusu specifikus rezisztencia vagy ETI (effector-triggered immunity).
Az ETI sordn a novényi sejtek a korokozd effektorait ismerik fel tobbnyire intracelluldris,
nukleotid-kétéhelyet (NBS) és leucin-gazdag ismétlédéseket (LRR) tartalmazé NLR
receptorfehérjék, tehat R (rezisztencia) fehérjék segitségével (Jones és Dangl 2006, Dodds és
Rathjen 2010). Az &ltalanos rezisztencidval Osszehasonlitva fontos kiilonbség, hogy az ETI
koérokozd rassz-specifikus, és a novényi oldal irdnyabdl szintén genotipus-specifikus. Szintén
fontos kiilonbség, hogy mig a PTI tiinetmentes rezisztenciaforma, az ETI az érintett novényi
sejtek egy részének programozott sejthaldlat eredményezi, ez a hiperszenzitiv valasz vagy HR
(Dodds and Rathjen 2010, Thomma és mtsai 2011). Az ETI aktivaldsa (a HR-t leszamitva)
hasonlé molekularis valtozasokkal jar az érintett novényi sejtekben, mint a PTI indukcidja
(hasonld génkifejez6dési mintdzat valtozasok, MAP kindz kaszkadok aktivalédasa, oxidativ
robbanas (fokozott ROS képzddés), immunfolyamatokat szabalyozé névényi hormonok
(szalicilsav, jazzmonsav, etilén) anyagcseréjének és jelatvitelének fontos valtozasai. Azonban az
ETI-hez kothetd valtozasok gyorsabbak, robusztusabbak és hosszabb lefutdsuak, mint a PTI
soran megfigyelt molekuldris valtozasok (Tsuda és Katagiri 2010, Thomma és mtsai 2011). Az
ETI feltehetdleg azért jar hasonld sejten beliili valtozasokkal, mint a PTI, mert az NLR
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receptorok aktivalasa visszahat a PTI rendszerre és felszabaditja a PTI altal szabalyozott
védelmi rendszert az effektorok gatlé hatasa alol. Tehat az ETI lényegében a PTI
helyreallitasan és magasabb szintre emelt mtikodésén keresztiil fejti ki hatasat (Ngou és mtsai

2021, Yuan és mtsai 2021).

A szalicilsav, a jazzmonsav é€s az etilén névényi hormonok a koérokoz6 mikrobédkkal szembeni
sejt- és szovetszint(i védelem meghatdrozo szerepl6i. E hdrom hormon koziil a szalicilsav
mind a PTL, mind az ETI folyamataihoz sziikséges vegyiilet (Li és mtsai 2019). A szalicilsav, a
jdzmonsav és az etilén eltérd szerepet tolt be a kiilonbozd életmodu korokozokkal szemben
kifejez6d6 novényi védekezésben. A szalicilsav alapveté fontossagu jelatvivé molekula a
biotrof életmddu korokozokkal szembeni védekezésben (Gaffney és mtsai 1993, Wildermuth
és mtsai 2001, Adam és mtsai 2018). A jazmonsavnak és az etilénnek ezzel szemben a nekrotrof
(elsésorban nekrotréf fonalas gomba) kérokozokkal szembeni védelemben tulajdonitanak

kitlintetett szerepet (Thomma és mtsai 1998, 1999).

A novény-korokozo kolcsonhatasok gyakori tiinete az érintett novényi sejtek elhaldsa, ami
altalaban a novényi programozott sejthalal valamelyik tipusanak a kovetkezménye (Minina és
mtsai 2014). Biotrof és hemibiotrof fonalas gombdkkal kapcsolatban szdmos esetben
kimutattdk azt, hogy a gazdandvényeiken eldidézett korfolyamat soran olyan effektorokat
termelnek, amikkel a novényi sejtekben gatoljak a programozott sejthalal fellépését (Pliego és
mtsai 2013, Selin és mtsai 2016, Prasad és mtsai 2022). Nekrotrof életmodu gombakdrokozdok
viszont effektoraik segitségével aktivalhatjidk a programozott sejthaldl folyamatat

gazdanovényeikben, ami segiti a virulencidjukat, mivel elhalt szovetekkel taplalkoznak.

Az NLR rezisztencia fehérjék aktivalodasat kovetd jelatviteli folyamat, aminek f6bb lépései a
MAP kindz kaszkad részvétele, Ca? ionok bearamlasa az extracellularis térbdl a citoplazmaba,
reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékok (ROS/RNS) felhalmozddasa és szalicilsav képz6dés,
az érintett novényi sejtek programozott sejthalaldban végzddik (Mur és mtsai 2008, Dalio és
mtsai 2021). A ROS képzbédésének {6 forrdsai a sejtmembranban lokalizalt RBOH NADPH-
oxiddz fehérjék, és a kiilonb6zd sejtalkoték (mitokondriumok, kloroplasztiszok,
peroxiszomak) (Mignolet-Spruyt és mtsai 2016). N6vényi hormonok szerepével kapcsolatban
izgalmas megfigyelés az, hogy a programozott sejthalal altal érintett sejtek el6zetesen

megnovekedett szalicilsav tartalmat mutatnak, a szalicilsav antagonista jdzzmonsav viszont az
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elhal6 sejteket koriilvevo életben marado sejtek zénajaban halmozddik fel (Betsuyaku és mtsai
2018). E két vegyiilet kolcsonhatdsanak feltehetSleg az elhald és életben maradd sejtek
egyensulyanak fenntartdsaban van szerepe. A sejthaldl kivaltasaért felelds szignalokat a

jelenleg leginkabb tamogatott modell szerint a mitokondriumok integraljak.

Az értekezés keretében posztdoktori €s szenior kutatéi munkassagom 6t témajat ismertetem:

1) Extracellularis oxidativ robbands szerepe egy nekrotréf gombakoérokozo fertézése soran

2) Hidegedzés, oxidativ stressz és egy nekrotrof kdrfolyamat kereszttolerancia viszonyainak
vizsgalata kalaszos gabonafajokban

3) Furmint sz616 asztisoddsanak transzkriptom vizsgalata

4) Nemesrothadas modellezése klimakamraban, sziirkerothadas és nemesrothadas illatanyag
markerei

5) Cercospora nicotianae: a Nicotiana benthamiana lehetséges 1ij modell korokozoja

Modszerek

Extracellularis ROS szerepének vizsgalata: Vadtipusu és NADPH-oxidaz mutdns Arabidopsis
genotipusokat fertéztiink A. brassicicola konidium szuszpenzidéval. Megfigyeltitk a
kisérletekben haszndlt novények tiineteit, az elhalt szovetek aranyat, a ndvényeken taplalkozd
A. brassicicola  biomassza képzését (ez utdbbit qPCR moddszerrel elemeztiik).
Fénymikroszkoppal megfigyeltiik a nekrotrof gomba fejlédését, az elhalt sejtek és a hidrogén-
peroxid (ROS) megjelenésének mintdzatat a leveleken, fluoreszcensz mikroszképpal
vizsgaltuk szintén a ROS képzddését. RNS kivonast kovetden RT-PCR és RT-qPCR mddszerrel
kimutattuk a kérdéses NADPH-oxid4z és sejtfal peroxiddz gének fokozott transzkriptum
szintjeit a gombaval vald fertézést kovetden vadtipusti novényekben és ugyanezen gének
gatolt vagy csokkent kifejez6dését a mutdnsokban és géncsendesitett mintdkban. A
mintdinkbdl kivont RNS felhasznaldsaval transzkriptum mintdzat vizsgalatot csinaltunk sajat
laborunkban nyomtatott cDNS microarray lemezek segitségével és RT-qPCR mddszerrel. A
NADPH-oxiddz mutdns novényeknek vizsgaltuk az etilén és szalicilsav termelését

gazkromatograffal és HPLC modszerrel, végiil online fehérje-fehérje kdlcsonhatas adatbazis



dc_2039 22

és tjabb T-DNS mutansok segitségével vizsgaltuk az Arabidopsis NADPH-oxidaz és sejtfal

peroxidaz fehérjék lehetséges kolcsonhatd partnereit.

Kalaszos gabonafélék hidegedzése, az oxidativ stressz és a Pyrenophora teres kdrokozoval
szembeni kereszttolerancia viszonyok vizsgalata: Hidegedzett és edzetlen kalaszos gabona
novények oxidativ stresszel (metil-viologén, hidrogén-peroxid) szembeni ellenallosagat
elemeztiik vezetSképesség-mérési vizsgélatokkal. Osszehasonlitottuk a novények ellenall
képességét a nekrotrof P. teres f. teres korokozoval szemben, figyelemmel kisérve a fert6zés
soran képzddd ROS mértékét is. Kimutattunk tobb génmiikodésben megfigyelhetd valtozast

is a hidegedzett n6vényekben microarray modszer segitségével.

Furmint sz616 asztisodasanak transzkriptom szintii vizsgalata:

e s

A Tokaj-hegyaljai Mad Betsek diiléjében gytijtott ép és asztisodott Furmint sz6lébogydkbol
RNS kivonast kovetéen a szekvenald partneriink szekvenalo konytarakat készitett, majd a
mintdinkkal Illumina szekvendldst végzett. Minden egyes asztisodasi fazist 10 fiiggetlen
parhuzamos biologiai ismétlés képviselt, melyek mindegyikébdl RNS-t vontunk ki, és
mindegyik parhuzamos RNS mintat kiilon szekvendltattunk meg. A nyert szekvencidk
bioinformatikai elemzésével a kezelések kozt eltéréen kifejez6d6 sz6légéneket azonositottak,
melyeket utdna funkciondlis elemzésnek vetettiink ald. Szdmos redox- és hormon
anyagcserében, illetve jelatvitelben érintett gén aszuisoddsban betdltott lehetséges szerepét
mérlegeltiitk. Az asztisodott bogyok redox- és hormon anyagcseréjével Osszefiiggésben
Osszehasonlitottuk az egyes aszusodasi fazisok Ossz antioxiddns kapacitasat Trolox

moddszerrel és az abszcizinsav tartalom valtozasat uHPLC-MS analitikai mdédszerrel.

Sziirke- és nemesrothadas illatanyag vizsgalata: Ehhez a munkdhoz csak ép bogyodkat
tartalmazo Furmint fiirtoket gytjtottiink Madon, hatvan darab fiirtot hasznaltunk a vizsgalat
soran. A tkékrdl valo eltavolitast kovetden a flirtoket laboratériumunkba szallitottuk. A
Botrytis cinerea B05.10 referencia izolatumaval permeteztiik a lesziiretelt Furmint fiirtoket. Az
inokulalt flirtoket 24 oran keresztiil zart, kozel 100 % relativ pdratartalmi mianyag
dobozokban tartottuk. Ezutdn a fiirtok felét 3 hétig szi, Tokaj-hegyaljai id6jarast modellezd
hémérséklet és paratartalom viszonyokra allitott névényneveld kamraban inkubaltuk, nyitott,
jol szell6z6 muiianyag talcakon. A fiirtok masik felét sziirkerothadast okozd kezelésnek

vetettiik ald. A fiirtokrdl 1 és 3 héttel a kezelések kezdete utan fotokat készitettiink, az
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analitikai és molekularis vizsgdalatokat 1 héttel a kezelések kezdete utan végeztiik el. A bogyok
cukortartalmanak valtozasat kézi refraktométerrel Brix fokban hataroztuk meg. A B. cinerea
biomassza mennyiségének novekedését valos ideji qPCR modszerrel elemeztiik. A sziirke- és
nemesrothadt flirtok altal kibocsatott illatanyagokat poliészter siitézacskokban, dinamikus
mintavétellel gyGjtottilk (Vuts és munkatdrsai 2018). Analitikai  vizsgalatuk
gazkromatografthoz kapcsolt tomegspektrométerrel tortént Molndr és munkatarsai (2017)

moddszere szerint.

A C. nicotianae-N. benthamiana kolcsonhatas jellemzése: Ennek a vizsgalatsorozatnak a célja
az volt, hogy igazoljuk a N. benthamiana dohany fogékonysagat C. nicotianae fonalas gombaval
szemben, Osszehasonlitsuk a N. benthamiana és a N. tabacum fogékonysagat a korokozoval
szemben és RNS interferencian alapuld géncsendesitési kisérletekkel bizonyitsuk ennek a
gomba-novény kolcsonhatasnak a kézenfekvd alkalmazhatdsagat molekuldris névénykortani
kisérletekben. A fenti célok megvalositasa érdekében N. benthamiana és N. tabacum novényeket
fertéztiink a gombaval, megfigyeltiik a névényeken kifejl6dd tiineteket, qPCR vizsgalatokkal
Osszehasonlitottuk a C. nicotianae novekedését a két dohanyfajban. Dohédny rattle virus (TRV)
alapu géncsendesitd konstrukcidkkal gatoltuk az etilénhez és a jazmonsavhoz kapcsolédd
jelatviteli utvonalakat és megfigyeltiikk ezek hatdsat a N. benthamiana Cercospora irdnti
fogékonysagara. Végiil specifikus fluorofér és fluoreszcensz mikroszkop segitségével
kimutattuk a gomba 4ltal termelt gazdandvényre nem specifikus cerkosporin toxinhoz kothetd

szingulett oxigén termelést N. benthamiana novényeken.

Eredmények és kovetkeztetések
Extracellularis oxidativ robbanas szerepe nekrotrof gombakorokozo fert6zése soran

A novényi sejtek immunvalaszdnak egyik legjellemzObb Osszetevije a reaktiv oxigén
szarmazékok (ROS) fokozott képzddése, az oxidativ robbanas. Ez a jelenség mind a PTI, mind
az ETI velejardja, tobb hulldmban jelentkezik és elsésorban (de nem kizardlag) a sejtkozotti
jaratokban figyelheté meg (Baker és Orlandi 1995, O’Brien és mtsai 2012). Novény-koérokozd
kolesonhatasokban az oxidativ robbandsnak tobbféle alapvet§ fontossagu szerepet

tulajdonitanak. Ilyenek a novényi programozott sejthaldl szabdlyozasa, oxidativ glikoprotein
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és lignin keresztkotések kialakitdsa a sejtfalban, transzkripcids valtozasok elSidézése,
fehérjemkodés szabalyozdsa poszttranszlacidos redox valtozdsokkal illetve direkt
antimikrobidlis hatas (Lamb és Dixon 1997, Pogéany és mtsai 2006, Lehmann és mtsai 2015). A
novényi sejtekben tobb enzimrendszer vonatkozasaban is igazoltak azt, hogy kiilon-kiilon
hozzajarulnak a sejtkozotti jaratok ROS felhalmozodasahoz. Ide tartoznak a sejtmembranba
beagyazott NADPH-oxidaz fehérjék, az apoplasztban lokalizalt III. osztalyti peroxidazok
(sejtfal peroxidazok), amin- és poliamin oxidazok, oxalat oxidazok és kinon-reduktazok
(Karkonen and Kuchitsu 2015). Ennek a kutatdsnak a kozponti kérdése az volt, hogy a
NADPH-oxidazok és a sejtfal peroxidazok részt vesznek-e az Alternaria brassicicola nekrotrof
gomba fertézésére adott novényi valaszban, és ha igen, akkor milyen szerepeket tolthetnek

be? A vizsgalatokat Arabidopsis thaliana modell novényen végeztiik.

Génexpresszids és mikroszkdpos vizsgalatok segitségével megallapitottam, hogy az RBOHD
NADPH-oxidaz és PRX33 és PRX34 sejtfal peroxiddzok egyarant hozzajarulnak a nekrotrof
Alternaria brassicicola fertézése nyoman fellép6 oxidativ robbanashoz Arabidopsis novények
leveleinek sejtkozotti jarataiban. Arabidopsis inszercios mutdnsok felhasznaldsaval igazoltam,
hogy a novényi sejtek extracellularis oxidativ robbandsanak két legfontosabb névényi faktora,
az RBOHD NADPH-oxidaz és a PRX33/34 sejtfal peroxidazok miikodése segiti a nekrotrof A.
brassicicola kolonizacidjat. RAmutattam tovabba arra, hogy az RBOHD 4ltal termelt reaktiv
oxigén szarmazékok (ROS) gatoljdk, a PRX33/34 peroxiddzok 4&ltal termelt ROS viszont
fokozzdk a gomba 4ltal okozott sejthalal folyamatot. Farmakologiai, analitikai, bioinformatikai
és tovabbi egyéb molekularis és sejttani modszerekkel (qQRT-PCR, Arabidopsis T-DNS
mutansok, hisztoldgia) aldtdmasztva ravildgitottam arra, hogy az RBOHD az etilénnel, a
szalicilsavval és az ERECTA Ser/Thr protein kindzzal kolcsonhatdsban fejti ki a sejthalal
szabalyozasaban betoltott szerepét (Pogany és mtsai 2009, Kdman-Toth és mtsai 2019). Végiil
alkottam egy modellt az RBOHD, a sejtfal peroxidazok és feltételezheté kolcsonhatd
partnereik szerepével kapcsolatban, amit az A. brassicicola nekrotrof gombakdrokozo altal

eldidézett sejthalal folyamatdban tolthetnek be.
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Hidegedzés, oxidativ stressz és egy nekrotrof korfolyamat kereszttolerancia viszonyainak

vizsgalata kalaszos gabonafajokban

A novények, mint helyhez kotott életmodot folytatd éldlények meghatdrozé moddon
tamaszkodnak a széls6séges kiils6 homérséklettl védd sejtélettani folyamatokra. Fagypont
alatti kiils6 hémérséklet talélésében segitségiikre van a hidegedzddés jelensége, ami eldzetes
alacsony (de fagypont feletti) lehtilésekkel jaré6 hémérsékleti viszonyok kozott alakul ki
szervezetiikben (Kalberer és mtsai 2006). Hidegedz6dés kovetkeztében nem csupan egy
késObbi fagyveszély kedvezoitlen hatdsaitol lesznek részben védettek az alkalmazkoddsra
képes novények, hanem kereszttolerancia alakulhat ki mas kedvezdtlen kiilsé kornyezeti
feltételekkel szemben is. A szakirodalomban taldlunk példat hidegedzett novények kén-
dioxid, szdrazsdg ¢és fotooxidativ karosodds, nehézfém stressz, tovabba korokozdok
fert6zésével szembeni kereszttolerancidjara (Norman és mtsai 2001, Zhou és mtsai 2014, Streb
és mtsai 2008, Kuwabara és Imai 2009). A ROS felhalmozddasanak alapvetd szerepet
tulajdonitanak a kereszttolerancia jelenségében is (Vranova és mtsai 2002, Pastori és Foyer
2002, Bowler és Fluhr 2002). Ennek a témdanak a kutatdsa sordn kaldszos gabonafélék
hidegedzésének a hatdsat vizsgaltuk oxidativ stresszt okozé kémiai kezelésekkel é€s az arpa
halézatos levélfoltossagat okozo nekrotrof Pyremophora teres f. teres gombakdrokozoval

szemben (Lightfoot és Able 2010).

Buiza és arpanovények hidegedzésével vissza tudtuk szoritani az oxidativ stresszt okozd
paraquat és hidrogén-peroxid kezelések szovetkarositdé hatdsat a novények leveleiben.
Nekrotrof gombakdrokozok fertézése egyiitt jar a megbetegitett novényi szovetekben fellépd
oxidativ stresszel (Able 2003). Tekintettel arra, hogy a hidegedzés fokozta kisérleteinkben
kalaszos gabona novények oxidativ stresszel szembeni tolerancidjat, megvizsgaltam, hogy
el6zetes hidegedzéssel lehet-e befolyasolni két arpafajta ellendlldsagat a nekrotrof Pyrenophora
teres f. teres korokozdval szemben. Eredményeim ravilagitottak arra, hogy hidegedzéssel
javithaté a gombakdrokozo iranti ellendllésdg mind a rezisztens, mind a fogékony arpa
genotipusban, és ez megnyilvanult mind az enyhébb betegségtiinetekben, mind a gomba
gyengébb novekedésében. Fény deriilt arra is, hogy a hidegedzett arpa novények védettebbek
a korokoz¢ éltal okozott oxidativ stresszel szemben, szoveteikben alacsonyabb mennyiségben
halmozddtak fel reaktiv oxigén szarmazékok. Ebben a kisérletsorozatban leirt eredményeim
tudomanyos tjdonsaga abban foghaté meg, hogy az abiotikus és biotikus kereszttolerancia
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jelenségét tobb oldalrdl térképezem fel egy kisérleti rendszerben: kaldszos gabonafélék
hidegedzésének hatasat vizsgdlom az oxidativ stresszel szembeni tolerancidra, egy nekrotrof
gombakorokozé elleni rezisztenciara és a beteg novények ROS képzddésére, illetve tobb

arpagén eltéro kifejezOdésére is fény deriil.

Furmint sz616 asztisodasanak transzkriptom szintii vizsgalata

Az asztiborok készitésének nélkiilozhetetlen alapanyagdaul szolgald aszusodott szO16 a Botrytis
cinerea nekrotrof novénykoérokozo gomba fertézésének kovetkeztében képzddik. Ez a
kiilonleges és hasznos formdja a szOlébogyo-Botrytis kolcsonhatdsnak -  amit
nemesrothaddsnak is neveziink - gyakran bekovetkezik a tokaji borvidéken és jol
megkiilonboztethetd a kolcsonhatas jellemzdébb és karos formajatol, a sziirkerothaddstol.
Kisérleteinkben a tokaji borvidék zaszloshajojanak tekintheté Furmint szdl6fajta aszusodott
bogyodinak transzkriptom szint(i vizsgalatat végeztiitk el RNS szekvendlds segitségével,
melynek eredményeit a nemzetkozi szakirodalomban kozolt mdas nemesrothadt és
szlirkerothadt sz6l6mintdk transzkripciéos mintazat eredményeivel vetettiink Ossze.
Nemesrothadt mintdink sz6lésejtjieinek hormonanyagcserével és jelatvitellel, valamint

redoxfolyamatokkal kapcsolatos génexpresszios valtozasait dolgoztuk fel és értelmeztiik.

Aszuisodas vonatkozasaban ez az elsé nagyléptékii transzkriptom vizsgalat, ami Tokaj-
hegyaljai nemesrothadt sz6l6mintdk szdldsejtjeinek génkifejez6dési mintdzatat veszi gorcsd
ald. Az asztisodds folyamatdra tobb redox szabalyozott és redox anyagcserében szerepet jatszo
gén megvaltozott miikodése jellemzd. Ebben az esetben olyan transzkiptum szint valtozast
mutato géneket kerestiink, melyeknek az aktivitasa csak az aszusodas/nemesrothadas soran
valtozik meg, sziirkerothadds kovetkeztében viszont nem (Blanco-Ulate és mtsai 2015,
Kelloniemi és mtsai 2015, Agudelo-Romero és mtsai 2015). Megallapitottam, hogy az egyik
legfontosabb névényi redox szenzor fehérje, az NPR1 negativ regulatorait kodolé NIMIN-1 és
NIMIN-2 gének miikodése robusztus emelkedést mutat asztusodott Furmint sz6lébogyokban
(sziirkerothadas kozben viszont nem valtozik a miikodésiik). Ez a molekularis valtozas
gatolhatja az asztisodott sz6l6bogyok szalicilsav jelatvitelét és kozvetve csokkentheti a sejtek
fogékonysagat Botrytis irant (a szalicilsav-jizmonsav antagonizmus miatt). Asztuisodott

szO0lébogyokban szintén egyontetlien megvaltozik a glutation S-transzferdz —gének
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transzkriptum mintdzata (génexpresszio novekedés) és a kloroplasztiszban talalhatd redox
fehérjéket kodold gének kifejezOdése (génexpresszid csOkkenés). Ezt a két molekuldris
jelenséget az asztsodas soran bekovetkezd szinvaltozashoz és antocianin felhalmozodashoz
kotottem. Furmint sz616 aszisodasat tanulmanyozva arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a
szeneszcencia- és stresszhormonok anyagcsere-utvonalai aktivdlodnak nemesrothadas soran.
Ez kiilonOsen igaz az abszcizinsavra, ami kulcsszerepet jatszik Furmint aszasoddsdnak
folyamataban. Latvanyosan megné a mennyisége az aszusodott bogydkban mar a
nemesrothadas legkorabbi fazisaban és a bogyok transzkripcids mintdzata is hiien tiikrozi az
abszcizinsav szoveti szintjének emelkedését. Az abszcizinsav szerepe kulcsfontossagunak
tinik a nemes- és sziirkerothadds egymastol vald elkiiloniilésében, mert sziirkerothaddsnak
kitett szdélébogyokban nem figyelhetéek meg az abszcizinsavhoz kotheté novényi
valaszfolyamatok (Kelloniemi és mtsai 2015, Agudelo-Romero és mtsai 2015, Coelho és mtsai

2019).

Az etilén-valaszhoz kapcsolt ERF (Ethylene Response Factor) transzkripcids faktorok szintén

egyontetlien aktivalodnak nemesrothadt Furmint sz6l6bogydkban.

A juvenil hormonok mtkodése ugyanakkor ugy foglalhatd 6ssze, hogy az ide kapcsolhatd
gének vagy nem mutatnak lényeges aktivitas valtozast asztisodds soran (citokininek), vagy

jellemzden csokken a szerepiik (auxinok).

Nemesrothadas modellezése klimakamraban, sziirkerothadas és nemesrothadas illékony

szerves markerei

Ebben a kisérletsorozatban Furmint sz6l6 nemes- és sziirkerothadasat probaltam meg
szabalyozhaté hoémérsékletli, paratartalmu és megvilagitasi novénynevel6 kamrakban
modellezni. Osszehasonlitottam tovabba a kiilonbdzé sz6l8bogyd-Botrytis kdlesdnhatdsok
illatanyag mintdzatainak eltéréseit. Jelen vizsgalatok megkezdése el6tt nem volt egyértelmd,
hogy a fiirtok koérnyezetében uralkodé hédmérséklet, paratartalom és a mikroszkopikus gomba
B. cinerea fert6z6 képleteinek mennyisége miként befolydsolja a kolcsonhatds kimenetelét
sziirke- vagy nemesrothadds irdnyaba? Sziirkerothadt, illetve sziirkepenésszel fert6zott

gyumolcsfajok (sz0l6 és eper) bogyodinak illatanyag kibocsatasaval kapcsolatban allnak mar
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rendelkezésiinkre adatok (Lopez Pinar és mtsai 2016, Van den Driessche 2012). Tokaj-hegyaljai
nemesrothadt sz6l6bogy6 mintak illékony komponenseinek vizsgalatara is talalunk példat a
szakirodalomban (Furdikova és mtsai 2019). Ezekben a kordbbi vizsgalatokban azonban
Osszetort bogyomintak, és kipréselt must illatanyag mintazatait kutattak, szemben az altalam
végzett ép szOlofiirtok illatanyag termelését célzé dinamikus (nem-invaziv) mintavétellel
megvaldsitott vizsgalattal (Vuts és munkatarsai 2018). Mdasrészt munkam tovabbi tjjdonsaga
volt a korabbi kutatasokkal szemben, hogy egyszerre, ugyanabban a kisérleti rendszerben
tudtam vizsgalni a sziirke- és nemesrothadas illatanyag termelésre és a Botrytis cinerea gomba

novekedésére, kolonizacidjara gyakorolt hatasait.

Szabalyozhatd klimaja novényneveld kamrakban sikeresen szimuldltuk a szdlébogyok
botritizacidjanak két alapvetd formédjat, a nemes- és sziirkerothadast. Kisérleteink tapasztalatai
arra engednek kovetkeztetni, hogy a sz8l6bogyo-Botrytis kdlcsonhatéds két eltérd formajanak
kialakulasat elsésorban az iiltetvény légkorében jelen 1év§ paratartalom hatarozza meg. Ennek
a vizsgalatsorozatnak koszonhetden sikeriilt egy szellemi tulajdon védelmi eljaras alatt allé
technoldgiat is kidolgoznunk, melynek lényege a sz816 nemesrothaddsanak eldsegitése mind
zart rendszerben, mind nyitott — iiltetvényben megvaldsithaté koriilmények kozott, olyan
esetekben, amikor az iiltetvényben uralkodé6 mikroklima egyébként nem kedvez a
nemesrothadds kialakuldsanak. A B. cinerea gomba biomassza mennyisége latvanyosan
emelkedett a kolcsonhatds mindkét forméjaban, azonban a nemesrothadt bogydkban ennek
mértéke enyhébb volt. Kordbban sziirkerothadt sz6l6bogyo mintadkban vizsgaltak a B. cinerea
biomassza emelkedését valds-ideji qPCR modszerrel két kiilonboz6 szdlofajtaban
(Trincadeira — sziirkerothadas irant fogékonyabb és Syrah — ellenallobb), a bogyok kiilonb6z6

érettségi allapotaban (Coelho és mtsai 2019).

Furmint sziirkerothaddsa sordn a sz6l6bogy6 altal kibocsatott illékony szerves vegyiiletek
koziil nagyobb mennyiségben képzddik a fenetil-alkohol, az izobutil-alkohol, az izoamil-
alkohol, az 1-oktén-3-ol, az ecetsav, az acetoin és az [S,S]-2,3-butandiol, mint asztsodas soran.
A fenetil-alkohol kivételével (melynek rozsara emlékeztetd illata van) a masik 6 komponens
jelenléte negativ megitélés ala esik a sz6l6bdl késziilt bor aromadsszetételének értékelésekor
(Ribéreau-Gayon és mtsai 2006). Az 1-oktén-3-ol egy gombak altal gyakran termelt nyolc

szénatomos oxilipin vegyiilet, mely linolsav oxidacidja kozben keletkezik, amit lipoxigenaz és
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hidroperoxid-lidz enzimek katalizdlnak a gombasejtekben. Gombakra és talajra emlékeztetd

illata van (Combet és mtsai 2006, Steel és mtsai 2013).

Nemesrothadas kialakuldsa sordn két olyan illatanyag marker vegyiiletet talaltunk, ami sokkal
kevésbé volt jellemz6 a sziikerothaddsban érintett Furmint mintdkra: ezek a transz-
geranilaceton és a szulkaton voltak. A szulkaton fokozott képz8dését kimutattak mar tobb
tokaji asztisodott sz6l6bogyd présnedv esetében (egészséges bogyokbdl szarmazé musttal
Osszehasonlitva) (Furdikova és mtsai 2019). A sziirkerothadt mintdk alacsonyabb transz-
geranilaceton kibocsatasa Osszefiigghet a Botrytis altal kifejtett gatlo hatdssal, amit a vegyiilet
bioszintézisének akadalyozasara gyakorolhat. Kimutattdk korabban, hogy a Botrytis gatolja
egy masik geraniol szdrmazék, a geranil-acetat termelddését kiilonféle szol6fajtak mustjaban
(Lopez Pinar és mtsai 2016). A geraniol monoterpenoiddal kapcsolatban ismert az, hogy

antifungdlis hatdsdnak koszonhetden gatld hatast gyakorol a Botrytis-re (Tsao és Zhou 2000).

Cercospora nicotianae: a Nicotiana benthamiana lehetséges tj modell korokozoja

A Nicotiana benthamiana egy Ausztralidbol szarmazd endemikus dohanyfaj (Goodspeed 1954),
novényviroldgiai kutatdsok egyik leggyakrabban hasznalt modell szervezete (Chakrabarty és
mtsai 2007; Fan és mtsai 2014; Obrepalska-Steplowska és mtsai 2013; Senthil-Kumar and
Mysore 2015). A N. benthamiana a ndvényvirusok széles kore irant fogékony gazdanovény.
Novénykorokozd gombdk viszont sokkal kisebb szdmban allnak rendelkezésre ezen a
novényfajon folytatott biologiai vizsgalatokhoz. Ezek egy része rdadasul biotrof életmodu,
tehat taptalajon nem tenyészthetéek (Xiao és mtsai 2003, Hall 1989), illetve szoba johet még
néhany hemibiotréf és nekrotréf novénykdérokozd gomba faj is. Ezek koziil azonban a
legkézenfekvdbbek, a Sclerotinia sclerotiorum és a Botrytis cinerea széles gazdandvénykord,
polifag fajok (Veluchamy és mtsai 2012, Asai €s Yoshioka 2009). N. benthamiana-n végzett
molekuldris novénykortani célti kisérletekhez ezért elényos lenne egy dohanyra adaptalddott
virulencia stratégiaval rendelkezd, taptalajon fenntarthaté névénykorokozé fonalas gomba

elérhetdsége. Ezt a hidnyt igyekeztem betolteni a kovetkezOkben bemutatott vizsgalataimmal.

Ennek a munkdnak az eredményei egy uj, kordbban nem hasznositott novény-gomba

kolesonhatds reprodukalhatd moddszertani részleteit és a kolcsonhatds gyakorlati
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alkalmazhatdsagat bizonyité molekuldris novénykdrtani kisérleteket dlelik fel. A Cercospora
nicotianae, egy foként Solanaceae csalddhoz tartozd novényfajokat fert6z6 konidiumos gomba
vizsgalatainkban megbizhaté koérokozonak bizonyult a funkciondlis ndvénybioldgidban
alapvetd modell szervezetként hasznalt Nicotiana benthamiana immunfolyamatainak
tanulmanyozasahoz. A N. benthamiana COI1 és EIN2 gének muikodését VIGS technologiaval
csokkentettiikk, ami szignifikdnsan ndvelte a novények fogékonysagat C. nicotianae-val
szemben. Ez arra utal, hogy a cerkosporas levélfoltossag betegségével szemben a jdzmosav- és
etilén jelatvitelnek nagy jelentdsége van a vizsgalt novényben (Thomma és mtsai 1999, Liu és
mtsai 2004, Guo and Stotz 2007, Chen és mtsai 2009, Ho és mtsai 2009). Ennek a kisérletnek a
tapasztalata egyuttal azt is igazolja, hogy a jellemzett novény-gomba kolcsonhatds jol
hasznalhaté névényi gének mikrobak altal okozott korfolyamatokban jatszott szerepének

vizsgalatara.

Fontos megfigyelés, hogy a N. benthamiana sokkal fogékonyabb a cerkosporas levélfoltossag
betegsége irant, mint a gomba klasszikus gazdanovénye a N. tabacum. Tekintettel arra, hogy a
novényi RNS interferencia mechanizmusoknak nem csupan a novényi sejtek virusokkal
szembeni védekezésében van kiemelkedd jelentdségiik, hanem baktériumokkal, gombakkal és
oomikdta szervezetekkel szembeni ellenallésagukban is, ezért elképzelhetd, hogy a nagyfoku
virusfogékonysag hatterében alld sériilt RNS-fliggd RNS polimerdz miikodés allhat a Nicotiana
benthamiana fokozott gombafogékonysaga mogott is (Yang és mtsai 2004, Ellendorf és mtsai

2009, Lopez és mtsai 2011, Staiger és mtsai 2013, Yang és Huang 2014).

Osszefoglalas

Az értekezés keretében tdrgyalt munkdim kozott az jelenti az Osszekotd kapcsot, hogy
mindegyik dolgozat szoveti nekrdzist okozd kérokozo gombak kdrfolyamatainak vizsgalatara
irdnyul, tehat a nekrotrofia jelenségének novényi sejtekre gyakorolt hatdsairél mutat meg 4j
részleteket. Eredményeim f6 teriiletei nekrotrof koérokozok novényi sejtekben kivaltott
redoxbioldgiai valtozdsaira és a novényi hormonok koérélettani szerepének kutatdsdra
irdnyulnak. Fontos sulyt képviselnek munkamban azok az eredmények is, amik az aszasodas

folyamatanak kutatdsdhoz kotédnek. Ezek az eredmények nem csupan alapkutatdsi
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szempontbol lehetnek jelentdsek, hanem tarsadalmi szempontbdl hasznosul6 fejlesztéseket is

szolgalhatnak.
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