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BEVEZETES ES KUTATASI CEL

A novények képesek ugyan sikeresen védekezni az Oket tdmadd kérokozok
fertézésével szemben, de ez sokszor valamilyen nyilvanvald, makroszkopikusan is
észlelhetd mellékhatdssal jar, pl. a megtdmadott novényi szovetek elhaldsdaval, lassabb
novekedéssel, stb. A betegségek elleni védekezés akkor hatékony, ha gyors lefolyasu, a
korokozot hamar hatastalanitja és igy a ndvényi szervezet erdforrdsait minél kevésbé koti
le. Ilyenkor a gazdandvény éaltaldban tiinetmentesen képes ellendllni az adott korokozo
fertozésének. A novénynemesités, ill. a mezdgazdasagi gyakorlat szdmdéra ezért fontos
lehet az olyan termesztett novényfajtdk elddllitdsa, amelyek tiinetmentesen képesek
védekezni és rezisztencidt kialakitani lehetéleg minél tobb kérokozéval szemben.

A novények koérokozo (pl. virusok, baktériumok, gombdk) fertézésekkel szembeni
rezisztencidjanak legismertebb formdja az tn. hiperszenzitiv reakcié (HR), amikor a
koérokozé dgens lokalizdldsat a gazdaban sejt-, ill. szovethaldl (nekrotikus 1€ziok) kiséri.
Gombds és baktériumos fert6zések esetén mar évtizedekkel ezelott tisztazodott, hogy a HR
két f6 komponense — a rezisztencia €s a sejt/szovethaldl — sok esetben eltérd élettani és
genetikai folyamatok eredménye lehet. Novényi virusfertdzéseknél viszont a HR-t alkotd
rezisztencia és sejt/szovethaldl fiiggetlen 0©roklodését és az ehhez kapcsolddo
legalapvetdbb élettani folyamatokat kutatdsaink kezdetéig (kb. 1998-2000) még nem, ill.
csak részben bizonyitottak.

A novényi betegség ellendllosdg folyamatdban fontos szerepet jatszanak az un.
reaktiv oxigénszarmazékok (ROS), amelyek minden él6 szervezetben megtaldlhatdk.
Novényekben a ROS (pl. szuperoxid /O, 7/, hidrogén-peroxid /H,O,/) kis koncentraciéban
tobbek kozott a fertozések elleni védekezés iranyitéi — a rezisztencia jelatvivoi — mig ha
nagy koncentracioban és hosszu ideig termelddnek, nemcsak a korokozét, de a
gazdandvényt is kdrosithatjak.

A betegségekkel szembeni rezisztencia a novényekben sok esetben a HR-re
jellemzd sejt/szovethaldl (vagy més makroszkopikus tiinet, pl. klorézis) nélkiil is hatékony
lehet. A virusfertézések ellen megnyilvanulé un. extrém rezisztencia (ER) nemcsak
tiinetmentes, hanem a kérokozo replikdcidjat/terjedését is szinte teljes mértékben gatolja.
Ilyen tipust ellenéllésag pl. a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) éltal kivéltott ER,
amelyet az Rx rezisztencia gének (Rx/ és Rx2) biztositanak burgonyiban és dohanyban
(Bendahmane et al., 1999). Feltételezhetd, hogy ER sordn a virus replikdcié gétlasa olyan
koran kovetkezik be, hogy nincs id6 a HR-tipusu tiinetek (sejt/szovethaldl) kialakitdsara és
Bendahmane et al. (1999) szerint ennek egyik f6 oka a ROS, elsdsorban a szuperoxid (O;")
korai felhalmozddésa lehet. Kutatécsoportunk egyik f6 célja volt az elmult években ennek
a hipotézisnek a bizonyitdsa, azaz tisztazni, hogy virussal fert6zott gazdanvényben a ROS
felhalmozddas iddzitése (korai vagy késoi) valoban meghatdrozza-e, hogy a rezisztencia
tiinetmentesen vagy sejt/szovethalallal (HR) nyilvanul meg?

Kérdés, hogy a fert6zott novényben a ROS (szuperoxid) felhalmoz6dds megfeleld
1dozitése szerepet jatszhat-e mds korokozokkal szemben kialakul tiinetmentes
rezisztencidkban is? Az Un. nemgazda rezisztencia (a korokoz6 altal kivaltott rezisztencia
azokon a novényfajokon, amelyeket nem tud megfertdzni) éltaldban tiinetmentes, de a
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hatékony koérokozé gétlds pontos oka a mai napig nem teljesen tisztazott. Ilyen tipusu
rezisztenciat valt ki pl. arpadban a buza lisztharmat korokozoja (Blumeria graminis f. sp.
tritici). Novényvédelmi szempontbdl fontosnak tartottuk tisztdzni a cseresznyepaprika
(Capsicum annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) oltdssal dtvihetd, tiinetmentes
lisztharmat (Leveillula taurica) rezisztencidjanak élettani hatterét is — mennyiben jarul
hozza ehhez a hatékony ellendlld képességhez (€s annak oltdssal torténd atviteléhez) a
ROS (szuperoxid) felhalmozddas €s az ezzel 0sszefiiggd védekezési folyamatok?

Ha a novények tiinetmentes kérokozo6 rezisztencidjdnak legaldbb néhdny tipusaban
valéban szerepet jatszik a korai ROS felhalmozd6dds, akkor a jovdben a rezisztencia
nemesités egyik prioritdsa lehet olyan ndvényfajtak 1étrehozasa, amelyek képesek a célzott,
fertdzés specifikus, korai ROS felhalmozddésra tigy, hogy a rezisztencia nem jdr tiineti
mellékhatasokkal.

A fentiek alapjan a doktori értekezésben bemutatott kutatdsaink f6 céljai az aldbbiak
voltak:

1/ Egyes novényi virusfertdzéseknél a hiperszenzitiv reakciét (HR) alkoté rezisztencia és
sejt/szovethaldl lehet-e genetikai és élettani szempontbdl fiiggetlen folyamatok eredménye?
o A novényi virusfertdzésekkel szembeni HR-ben a rezisztencia és a nekrdzis
(sejt/szovethaldl) lehet-e egymastdl fiiggetleniil 6roklédo tulajdonsag?
(karfiol mozaik virussal /Cauliflower mosaic virus, CaMV/ fertdzott Nicotiana
edwardsonii fajhibridekben)
e A novényi védekezd rendszer egyes elemeinek (szalicilsav-tartalom, szulfat
ellatottsag, patogenezissel kapcsolatos, PR gének) indukcidja eltéréen hat-e a
virusfert6zés altal kivéltott HR-t alkot6 rezisztencidra és nekrdzisra?
(dohany mozaik virussal /Tobacco mosaic virus, TMV/ és dohdny nekrdzis virussal
[Tobacco necrosis virus, TNV/ fert6zott N. edwardsonii-ban és N. tabacum-ban).
e A HR-rel jar6, ill. tiinetmentes (extrém) novényi virus rezisztencia — milyen
kiillonbségek vannak a védekezési gének €s antioxiddnsok aktivdlédasdban?
(TMV-vel és PVX-szel fertdzott dohdnyban /N. tabacumy/).
e A HR-rel jaro6, ill. tiinetmentes (extrém) novényi virus rezisztencia — milyen
szerepe van a reaktiv oxigénszdrmazékok (ROS) korai/késoi termelddésének a
rezisztencia, ill. sejthaldl kialakitdsdban?
(TMV-vel és PVX-szel fertézott dohanyban /N. tabacum/).

2/ A fertézott novényben a ROS (szuperoxid) felhalmozédas megfeleld idozitése szerepet

jatszhat-e a virusokon kiviil més kérokozdkkal szembeni tiinetmentes rezisztencidkban is?
e A szuperoxid korai felhalmozdéddsanak milyen szerepe van a biotrof
gombakoérokozokkal — (pl. lisztharmat) szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencidban, arpaban?
e A szuperoxid felhalmozéddsnak meghatdroz6 szerepe van-e a paprika
lisztharmattal (Leveillula taurica) szembeni, oltdssal atvihetd tiinetmentes
rezisztencidjaban?



IRODALMI ATTEKINTES

Ebben a fejezetben a novényi betegség rezisztencia f6 formadit és az ezeket kialakité
fontosabb biokémiai tényezdket mutatom be a teljesség igénye nélkiil, els6sorban a doktori
értekezésben ismertetetett sajat kutatdsok témadjanak szempontjabol (sejthaldl és reaktiv
oxigénszarmazékok a novényi rezisztencidban, virus- és lisztharmat-fertézéseknél).

A novényi betegségrezisztencia f6 formai

Elsésorban négy alapvetd tényezd hatdrozza meg azt, hogy egy adott novény
mennyire sikeresen képes ellendllni egy koérokozé fert6zésének: mindenekeldtt a
gazdanovény fogékonysdga/rezisztencidja, a kérokozé virulencidja (fert6zOképessége) és a
kornyezeti koriilmények (Scholthof, 2007). A negyedik — nem elhanyagolhat6 — tényezd a
gazdanovény sikeres védekezésének kialakitdshoz sziikséges 1d0, hiszen minél hamarabb
aktivalodik a megtdmadott novény védekezési rendszere, anndl nagyobb eséllyel képes a
gyors €s hatékony (tiinetmentes) rezisztencidra (Bendahmane et al., 1999; Kiinstler et al.,
2016; Hernandez et al., 2016).

A novények szempontjabol (hasonléan pl. az 4llatokhoz) a gazda-kérokozd
kapcsolatok kimenetele alapvetden kétféle: kompatibilitds (fogékonysag) vagy
inkompatibilitds (rezisztencia). Annak ellenére, hogy a névények nem rendelkeznek olyan
adaptiv immunitdssal, mint pl. az emldsallatok, az 6ket tdmadd korokozodkkal szemben
sokféle, véltozatos rezisztenciaforma alakult ki. Ezek két alapvetd csoportja a velesziiletett
(innate) valamint a szerzett (acquired) rezisztencia. A velesziiletett rezisztencidn beliil
megkiilonboztethetd két kategéria, amely valdjdban két kiilonb6zd, de egymdssal
Osszefiiggd novényi védelmi vonalat jelent: az un. dltaldnos, vagy nem-specifikus, és a
specifikus ellendllé képesség.

Velesziiletett (innate), altalanos (nem-specifikus) rezisztencia

Az altalanos, nem-specifikus ellenall6 képességre jellemzd, hogy minden, a novény
szdmdra idegen (mikro) organizmust gitol. A nem specifikus védekezés a novény
elsddleges védelmi vonalét jelenti, amelynek f6 alkotoérészei a novényi plazmamembrinon
taldlhaté Un. mintdzat felismerd receptorok (Pattern Recognition Receptor, PRR). Ezek a
receptorok (PRR) felelosek a — patogén €s nem patogén — mikroorganizmusok konzervalt
molekuldris mintdzatainak (Microbe Associated Molecular Patterns | Pathogen Associated
Molecular Patterns, MAMP / PAMP) felismeréséért. Ilyen tipusu sejtfelszini PAMP pl. a
legtobb gomba sejtfaldban eléforduld kitin, valamint a baktériumok ostorat alkoté flagellin
(Newman et al., 2013). A novény a flagellin fehérjén beliil egy 22 aminosavbdl alld
peptidlancot (flg22) ismer fel egy PRR, az un. Flagellin Sensing Receptor 2 (FLS2)
segitségével (Fiirst et al., 2020). A fentiek alapjan a novények elsddleges védelmi vonalat
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PAMP iltal kivéltott immunitasnak (PAMP-Triggered Immunity, PTI) vagy bazalis (alap)
rezisztencidnak is nevezik (Peng et al., 2018). A PRR-ek dltali kérokozé felismerést
kovetéen a PTI sordn a novényben kiilonboz6 jelatviteli folyamatok indukalédnak:
sejtmembranon keresztiili iondramldsok, reaktiv oxigén szdrmazékok (Reactive Oxygen
Species, ROS) szintjének véltozédsai, génexpresszios valtozasok (pl. az un. patogenezissel
kapcsolatos /PR/ géneknél), antimikrobidlis vegyiiletek termelddése (lasd pl. Newman et
al., 2013).

Nemgazda rezisztencia

Az un. nemgazda rezisztencia a nodvényviligban a legdltaldnosabb nem-specifikus
ellenalldsi forma. Nemgazda rezisztenciardl akkor besz€liink, amikor egy adott novényfaj
minden fajtdja (és egyede) rezisztens a legtobb kérokozo faj minden torzsével (rasszaval)
szemben (Heath, 2000c). Ez a tipusu ellenéll6 képesség az él6viladgban leginkdbb elterjedt
és egyik leghatékonyabb (leggyorsabb) és legtartésabb ndvényi rezisztenciaforma, hiszen a
legtobb novény a legtobb kérokozoval szemben ellendlld (Mysore €s Ryu, 2004; Niks és
Marcel, 2009; Schulze-Lefert és Panstruga, 2011; Gill et al., 2015; Lee et al., 2017). A
nemgazda rezisztencia tipikusan tiinetmentes ez az un. I. tipusi nemgazda ellendlld
képesség. A nem-adaptalt patogén altal megtamadott novény ilyenkor nem mutat lathato
(makroszkopikus) tiineteket, feltehetden azért, mert a kérokozé gyorsan és hatékonyan
gatlodik, elsOsorban a novényben indukdlédd elsé védelmi vonal (PTI vagy bazilis
rezisztencia) aktivaloddsa miatt. A lassabban kialakuld, un. II. tipusud (tiinetes) nemgazda
rezisztencia sordn viszont programozott sejt- és szovethaldl (hiperszenzitiv reakcié, HR)
indukalédik, ugyanis a kérokoz6 ilyenkor lekiizdi az elsé védelmi vonalat (PTI) és csak a
patogenezis késObbi szakaszdban ismeri fel a megtimadott novény (Mysore and Ryu,
2004; Senthil-Kumar and Mysore, 2013; Lee et al., 2017). A nemgazda rezisztencia
altalaban akkor tiinetmentes (I. tipusu), amikor az adott kérokozé gazda- és nemgazda
novénye kozotti filogenetikai tdvolsdg nagy (pl. dohdny és arpa) és ezért a fertdzést
beindité korokozé fehérjék (effektorok) feltehetéen nem tudnak kapcsolédni a megfeleld
novényi célfehérjékhez. Ugyanakkor a HR-tiinetes (II. tipust) nemgazda ellenalloképesség
akkor alakul ki, ha a gazda- és nemgazda novény filogenetikai rokonsdga szoros (pl.
dohany és paradicsom) és ezért a kérokozo effektorok a nemgazda névényben legalabb
néhany célfehérjét fel tudnak ismerni és igy egy korlatozott mértékli fert6zést indukalni
(Schulze-Lefert és Panstruga, 2011).

Egyelore nem ismert olyan dltalanos biokémiai, élettani mechanizmus, amely a
tilnetmentes (1. tipusd) és a HR-tiinetekkel jar6 (II. tipusi) nemgazda rezisztencia minden
esetére magyardzatot adhat. A NADPH-oxiddzok és az éltaluk termelt ROS nemgazda
rezisztencidban jatszott szerepére utal, hogy N. benthamiana-ban két NADPH-oxidazt
kédolo gén csendesitése a ROS szint visszaeséséhez és a Phytophthora infestans-szal
szembeni, HR-tipusi nemgazda rezisztencia gyengiiléséhez vezet (Yoshioka et al., 2003).
Tobb baktérium-novény kapcsolatban is kimutattdk, hogy a NADPH-oxiddz aktivitds és a
ROS akkumuldcié meghatiarozé a tiinetmentes és HR-tipusi nemgazda rezisztencia
kialakitdsdaban (An et al., 2017; Moeder et al., 2005). Az arpa-buzalisztharmat (B. graminis
f. sp. tritici) kapcsolatban kialakul tiinetmentes nemgazda rezisztencidban egy

6



transzmembrin receptor-szerli kindz fehérjét koédolé gén (HvLEMKI) csendesitése a
lisztharmat gomba korlatozott terjedéséhez €s sporuldcidjahoz vezetett (Rajaraman et al.,
2016). A gliikkozinoldtok bioszintézisében sériilt novényekben a lisztharmatokkal szembeni
nemgazda rezisztencia is részlegesen gétolt (Bednarek et al., 2009). Ezek szerint a
tiinetmentes, ill. HR-tiinetekkel jar6 nemgazda rezisztencia kialakitdsdban meghatiroz6
lehet tobbek kozott a ROS, a gliikozinolatok és egyes receptor-szert kindzok miikodése is.

Nem rassz-specifikus mlo-rezisztencia

Ezt a szabad szemmel tiinetmentes rezisztenciaformét drpaban fedezték fel az 1930-
as években. Az arpa Mildew resistance locus o (Mlo) génjének funkcidvesztéses, recessziv
mutans alléljei (mlo) okozzdk és az arpa lisztharmatgomba (Blumeria graminis f. sp.
hordei) legtobb rassza ellen hatdsos. A tipikus, un. R gének altal meghatdrozott, rassz-
specifikus, domindnsan 6rokl6do rezisztencidval szemben (targyaldsat 1d. alabb) az mlo
alapu rezisztencia egy nem rassz-specifikus, azaz széles spektrumu ellendllé képesség
(Jgrgensen, 1992; Lyngkjaer és Carver; 2000 Brown, 2015). Az mlo muticiék mér tobb,
mint 40 éve biztositanak tartds, tiinetmentes lisztharmat rezisztenciat, Kozép-Eurépaban pl.
a termesztett tavaszi arpa fajtdk legaldbb felében (Jgrgensen, 1992; Kusch és Panstruga,
2017).

Az mlo mutans ndvények jellemzo fenotipusa az egyes epidermisz sejtek faldban
spontdn, abiotikus vagy biotikus stressz hidnydban is, kialakulé kall6z lerakédasok — ez
foleg az oregedd levelekben észlelhetd — parhuzamosan a szintén spontdn megjelend elhalt
mezofill sejtekkel és klorofill lebomldssal, amely makroszkopikusan lathaté klorotikus és
nekrotikus 1ézidk kialakulasahoz vezethet (Wolter et al. 1993; Peterhinsel et al., 1997;
Piffanelli et al., 2002). Régota ismert az is, hogy lisztharmattal fertézott arpdban a gomba
altal megtdmadott, de rezisztens epidermisz sejtek Un. papilldkat (sejtfal-vastagodasokat)
képeznek, amely gatolhatja a lisztharmat behatolasat, ill. novekedését (Koga et al., 1990;
Hiickelhoven et al., 1999). A programozott sejthaldlt gatl6 BAX INHIBITOR 1 (BI-1)
fehérjét kodold gén taltermeltetése mlo mutans arpa epidermisz sejtjeiben a lisztharmat-
fogékonysdgot kozel a vad tipus szintjére allitja helyre (Hiickelhoven et al., 2003).
Mindezek alapjan az Mlo gén terméke — amely egy transzmembran fehérje — a lisztharmat-
rezisztencia, ill. a novényi sejthaldl negativ reguldtordnak tekintheté (Biischges et al.,
1997, Piffanelli et al., 2002).

Hangstlyozandd, hogy az mlo alapi rezisztencia a ndvény szinte valamennyi
€letszakaszaban hatdsos, mig az emlitett pleiotrop hatdsok (limitélt klorézis, nekrdzis, stb.)
szinte kizdrdlag az érett, idOsebb levelekben jelentkeznek (Kusch és Panstruga, 2017).
Feltehetden ez lehet az egyik oka annak, hogy az mlo mutans arpdk az €l6 novényi
szoveteket preferdld (biotréf) lisztharmattal szemben ugyan rezisztensek, de a fertdzés
sordan a gazdasejtek elhaldsat indukdlé (in. hemibiotréf és nekrotr6f) gombdkra a vad
tipust névénynél joval fogékonyabbak lehetnek (Jarosch et al., 1999; Kumar et al., 2001;
Jansen et al., 2005; Gruner et al., 2020).

Az Mlo gén(ek) az 4rpan kiviil megtaldlhatd tobb mds egy- és kétszikli novényben
is, tobbek kozott buzédban, ludfliben (Arabidopsis thaliana) paradicsomban és paprikédban,
ahol szintén a lisztharmat fogékonysidg meghatdroz6 faktorai (Consonni et al., 2006; Bai et
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al., 2008; Zheng et al., 2013a; Acevedo-Garcia et al., 2014). Ugyanez igaz az mlo mutdns
novényekre is. Pl. paradicsomban és borsoban is azonositottak mar természetes mlo mutans
vonalakat (Bai et al., 2008; Humphry et al., 2006; Sulima és Zhukov, 2022), buzaban pedig
kémiai, ill. molekuldris dton eldallitott mlo vonalakat hoztak 1étre (Véarallyai et al., 2012;
Acevedo-Garcia et al., 2017; Wang et al., 2014; Li et al., 2022a). Mindezek alapjan az mlo
mutaciok daltal meghatdrozott, nem rassz-specifikus rezisztencia egy meglehetdsen
altalanosnak tekinthetd lisztharmat-ellendllésagi formanak tekintheté a novényvilagban.

Velesziiletett (innate), specifikus rezisztencia

A novény specifikus ellendllé képessége azt jelenti, hogy elsdsorban egy ndvényfaj
adott fajtdja vagy vonala mutat rezisztenciat egy kérokozd faj adott izolatumdra vagy
rasszdra. Ez a rezisztencia forma tehat igen sziik spektrumdu, de — rovid- és kozéptavon —
rendkiviil hatdsosan gatolhatja a kérokozot.

., Gén-génnel szembeni” rezisztencia

A specifikus rezisztencidk koziil taldn az egyik legismertebb és leginkdbb kutatott
novényi védekezés régebbi elnevezéssel az tn. gén-génnel szembeni (gene for gene)
ellendlld képesség (Flor, 1971). E rezisztencia forma kialakuldsdnak élettani héttere, hogy
a korokozok specidlis virulencia faktorokat, tn. effektor fehérjéket, juttatnak be a novényi
gazdasejtekbe, igy a tdmad6 mikroorganizmus sikeresen lekiizdi az elsé novényi védelmi
vonalat (a nem specifikus PTI védekezést) ezdltal biztositva a gazdandvény
megfert6z0dését (Cui et al., 2015). A novényekben azonban kialakult egy mdsodik védelmi
vonal is, ennek hatdsdra az effektorok felismerésével a novény képes védekezni bizonyos
korokozdokkal szemben. A ndvényeknek ezt a specifikus rezisztencigjat irdnyité R
(rezisztencia) gének termékei dltaldban intracelluldris, Un. Nucleotide-binding/Leucine-
rich-Repeat (NLR) receptorok, melyek kozvetleniil vagy kozvetitd fehérjék segitségével
kapcsolatba 1épnek az effektorokkal (Bent és Mackey, 2007; Bentham et al., 2020). Ennek
hatdsara a nem specifikus PTI védekezéshez hasonld élettani/biokémiai folyamatok
aktivdlédnak a novényben (pl. ROS felhalmoz6das a kérokozd behatolds helyén, PR és
mds novényi védekezési gének fokozott expresszidja, antimikrobidlis vegyiiletek
termelddése). Ezt a specifikus ellendlld képességet ujabban effektor 4ltal kivéltott
immunitasnak (Effector-Triggered Immunity, ETI) nevezik (Dangl et al., 2013; Cui et al.,
2015; Gouveia et al., 2017).

Az ETI-nek, régebbi nevén gén-génnel szembeni rezisztencidnak, tehat f0
jellemzdje, hogy egy patogén, Un. avirulencia gén altal kédolt effektor fehérje kapcsolatba
1ép egy novényi R (rezisztencia) gén termékével (dltaldban egy NLR receptorral). Ilyenkor
sok esetekben programozott sejt- és szovethaldl (hiperszenzitiv reakcié, HR) indukalédik a
megfertdzott novényi sejtekben a kérokozd behatoldsi helye koriil és egyben a kérokozé
szaporodasa is gatlodik (Klement, 1982; Goodman és Novacky, 1994; Morel és Dangl,
1997).



Az ETI vagy gén-génnel szembeni rezisztencia azonban hosszabb tivon kevésbé
tartds, mivel a kérokozokban, a névényi rezisztencia elkeriilését eldsegitve, folyamatosan
Gj tipusu effektor fehérjék termelSdnek, ill. a meglév6k — mutacidk révén — valtoznak. igy
elobb-utébb a novény mar nem ismeri fel tobbé a patogént és a rezisztencia megsziinik
(Dangl et al., 2013). Mindez a gyakorlatban azt jelenti, hogy a gén-génnel szembeni
rezisztencia (ETI) felhaszndldsdval ugyan sikeresen elddllithatok korokozd rezisztens
novényfajtdk, de az ellendllo képesség egy adott kérokozénak csak egyetlen vagy néhany
torzsével (rasszdval) szemben érvényesiil, €s a kérokoz6 hamar le tudja torni ezt a tipusu
novényi védekezést 1) torzsek (rasszok) kialakitasdval (Flor, 1971; Jones és Dangl, 2006;
Bent és Mackey, 2007).

Extrém rezisztencia

A gén-génnel szembeni rezisztencia (ETI) nem mindig jar hiperszenzitiv reakcid
(programozott sejt- és szovethaldl, HR) indukéldsaval. Az ETI sok esetben teljesen
tiinetmentes, ennek egyik legismertebb tipusa az un. extrém rezisztencia (ER), amely egy
elsésorban novényi virusfertozésekkel szemben érvényesiild, gyors €s hatékony ellendlld
képesség. Az ER-t megfigyelték mar tobb, gazdasigilag jelentds karokat is okozé novényi
virus fert6zése esetén, mint pl. a burgonya X virus (Potato virus X, PVX), burgonya Y
virus (Potato virus Y, PVY), szdja mozaik virus (Soybean mosaic virus, SMV), tarlérépa
gondorodés virus (Turnip crinkle virus, TCV) és uborka mozaik virus Cucumber mosaic
virus, CMV) (Bendahmane et al., 1999; Cooley et al., 2000; Hajimorad és Hill, 2001;
Sekine et al., 2008 Rui et al., 2017; Ross et al., 2021).

Az egyik legjobban ismert és jellemzett extrém rezisztencia a PVX ellen
érvényesiil, az ellendllé képességet a burgonya Rx/ vagy Rx2 génje irdnyitja (Bendahmane
et al., 1999, 2000). Erdekes, hogy ha a PVX képenyfehérjét (CP) — a virus effektordt —
kodolé gént tranziensen kifejeztették Rx/ rezisztencia gént hordozé dohdnyban, a CP
programozott sejt- és szovethalalt (HR-t) valtott ki (Bendahmane et al., 1999). Ezek szerint
az Rx gének 4ltal meghatdrozott extrém rezisztencia olyan gyorsan kialakul (a virus olyan
hamar gétlédik), hogy a PVX CP nem képes elég magas koncentracidoban felhalmozddni
ahhoz, hogy HR-t véltson ki. Egy hasonl6 modellel magyaraztak a ladfti (Arabidopsis
thaliana) TCV-vel és CMV-vel szembeni rezisztencidjanak bizonyos eseteit is. A HRT
(HR to TCV), ill. RCY1 (Resistance to CMVYI) rezisztencia gént hordozd A. thaliana
novények HR-tipusu ellendlld képességet mutatnak a TCV, ill. CMV fert6zéssel szemben
(Cooley et al., 2000; Sekine et al., 2008). Ugyanakkor a HRT vagy RCY1 gént tiltermeld
transzgenikus novényekben a virusfertdzésre nem alakul ki HR, hanem tiinetmentes ER,
feltehetden azért, mert ilyenkor a novények rendkiviil gyorsan reagéalnak a TCV, ill. CMV
fertdzésére (Cooley et al., 2000; Sekine et al., 2008). Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a betegség rezisztencia hatékonysidga elsésorban a gazdandvény reakcidjanak
sebességétdl fiigg: a novény gyors védekezése biztositja a korai virusgatlast, miel6tt még
barmilyen tiinet (pl. HR) megjelenik (kialakul az extrém rezisztencia).

Annak ellenére, hogy a védekezés sebessége (hatékonysiaga) az egyik meghatarozé
tényezdje lehet a tiinetmentes, extrém rezisztencia kialakuldsdnak, nem ismert olyan
altalanos biokémiai, élettani mechanizmus, amely ennek a gyors antivirdlis ndvényi
vdlasznak minden esetére magyardzatot adna. Ismert pl., hogy egyes védekezéssel
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kapcsolatos poliamin vegyiiletek €s a konjugdlt (kotott) szalicilsav nagy mennyisége
hozzéjarulhat egy paradicsom vonalnak (VFNT) a paradicsom tarkulds mozaik virussal
(Tomato mottle mosaic virus, TOMMV) szemben mutatott extrém rezisztencidjadhoz (Nagai
et al., 2020). A sz6ja — SMV kapcsolatban az ER elsddleges mechanizmusa feltehetéen a
virus sejtrol-sejtre torténd terjedésének gatlasa a sejtfalakban kialakulé kalléz lerakédasok
altal, amelyet egy abszcizinsav dltal irdnyitott jelatviteli utvonal szabalyoz (Seo et al.,
2014; Alazem et al., 2018).

A tiinetmentes, extrém virus rezisztenciat iranyito egyik lehetséges mechanizmus az
tin. reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) felhalmozédasa lehet. Evtizedek 6ta ismert, hogy a
ROS, elsdsorban a szuperoxid (O,") és a beldle képzO6dd hidrogén-peroxid (H,O,)
termelodésének meghatiarozé szerepe van a HR-tipusu novényi virus rezisztencidban
(Doke és Ohashi, 1988; Rossetti €s Bonatti, 2001; Kirdly et al., 2008; Lukan et al., 2020).
Bendahmane és munkatarsai (1999) mar tobb, mint 20 éve feltételezték, hogy a korai ROS
(pl. szuperoxid) felhalmozddas lehet az egyik oka a gyors és hatékony, tiinetmentes ER-
nek is az olyan virusokkal szemben, mint pl. a PVX. Joval kés6bb masok kimutattdk, hogy
egy kukoricdbdl szarmazo, szuperoxid-szintézist szabdlyozd gén (ZmRopl) tiltermeltetése
PVX-re fogékony Nicotiana benthamiana-ban a virusfertozés gatlasaval jart, ami a
szuperoxidnak a PVX elleni ER-ben jatszott szerepét valdsziniisiti (Cao et al., 2012).
Ugyanakkor a hidrogén-peroxid is egy lehetséges komponense az Rx/ gén éltal
meghatdrozott, PVX elleni ER-nek, mivel a PVX effektorat (a virus kopenyfehérjét)
termelO N. benthamiana-ban az Rx1 rezisztencia fehérje aktivalasat kovetd 1-2 6ran beliil
megnétt a HyO, szintje (Knip et al., 2019). Mindezek ellenére tovébbra is tisztizatlan
maradt az, hogy a ROS ténylegesen — funkciondlisan — hozz4djarul-e a novényi virusokkal
szembeni extrém rezisztencidhoz?

RNS dltal kozvetitett korokozo rezisztencia

A velesziiletett (innate), specifikus rezisztencia egyik formdjanak tekinthetd az un.
RNS altal kozvetitett virusrezisztencia (RNA mediated virus resistance), ami a novényi
poszttranszkripciondlis géncsendesités mechanizmusan alapul (Post Transcriptional Gene
Silencing, PTGS) (Baulcombe, 1996; Van den Boogaart et al., 1998; Wang et al., 2012a).
A PTGS a novényi, dllati, stb. génmiikodés egyik 6 szabdlyozdja, szerepet jatszik pl. a
kornyezeti valtozasokra adott novényi valaszban (Baulcombe és Dean, 2014). Ugyanakkor
a PTGS egy minden eukariétdban miik6do ,,nukleinsav alapi immunitdsnak™ is felfoghato,
amely a ,,parazita” nukleinsavak, igy a viroidok, virusok és a transzpozonok ellen védi a
gazdaszervezetet. A virusfert6zés sordn a novénybe jutott virus RNS-rdl a virusreplikacié
sordn kettdsszald RNS (dsRNS) képzddik, amit a ndvény idegenként ismer fel (egy
egészséges eukariota sejt gyakorlatilag nem tartalmaz dsRNS-t) és igy a fertdz0 virus sajat
maga ellen haté géncsendesitést indukél, ami a dSRNS-sel homol6g valamennyi virus RNS
szekvencia-specifikus lebomldsdhoz vezet (Lindbo és Dougherty, 2005; Wang et al.,
2012a). Erdekes, hogy novényekben az RNS alapi virusrezisztencia, illetve a PTGS
homérsékletfiiggd: mindkét folyamat koriilbeliil 25 °C -ndl magasabb homérsékleten
miikodik hatékonyabban. Feltehetben ez lehet az egyik magyardzata annak, hogy
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szabadfoldon a novényi virusbetegségek sokszor alacsonyabb hdmérsékleten (kb. 15-23
°C) terjednek jobban, ill. produkdlnak silyosabb tiineteket (Szittya et al., 2003).

A novényi PTGS azonban a virusok mellett olyan mds kérokozok ellen is hatdsos
lehet, amelyek genetikai anyaga nem jut be a gazdanovénybe (pl. baktériumok, gombak).
Ha ugyanis a transzgenikus gazdanovény a kérokozé adott génjére specifikus dsRNS-t
tiiltermeli, akkor a PTGS ,,végrehajt6i” — a dsRNS lebomlédsabdl keletkezd kis (21-24 nt),
un. siRNS-ek — a gazdanovénybdl a kérokozo sejtekbe transzlokdlddnak és rezisztenciat
indukdlnak. Ezt a kisérleti megkozelitést gazdanovény altal indukdlt géncsendesitésnek
(Host-Induced gene Silencing, HIGS) nevezik és a jovOben egy igéretes technoldgia lehet
koérokozd-rezisztens termesztett novényfajtak eldéllitasdra (1d. pl. Koch és Kogel, 2014;
Bilir et al., 2022).

A novények két védelmi vonala (altalanos és specifikus rezisztencia) kozotti kapcsolat

A novények elsddleges (PTI) és masodlagos (ETI) védelmi vonala egymadsra épiil,
hiszen a koérokozd a PTI lekiizdése sordn effektor fehérjéinek segitségével probdlja a
gazdandvényt megfertdzni, mig az erre adott novényi valasz az ETI, amely a kérokozot
végiil gatolja (ennek targyaldsat 1d. fentebb). Feltételezhetd, hogy a két védelmi rendszer
alapmechanizmusa legaldbb részben kozdos, hiszen régéta ismert, hogy a PTI és ETI soran
hasonlé vagy olykor azonos védekezési folyamatok aktivdlédnak (pl. reaktiv oxigén
szarmazékok /ROS/ felhalmoz6ddsa, PR €és mds novényi védekezési gének fokozott
expresszidja, antimikrobidlis vegyiiletek termelddése) (Navarro et al., 2004; Zipfel et al.,
2004).

Felmeriil a kérdés, hogy az ETI — bar aktivalodasa a PTI kovetkezménye — képes-e
hatékonyan miikodni a PTI-t6] teljesen fiiggetleniil, annak hidnydban? Ujabb kutatdsok
szerint a funkciondlis PRR vagy PRR ko-receptor fehérjék megléte nélkiil, tehat
lényegében PTI-hidnyos ludfli (Arabidopsis thaliana) mutansokban a Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 baktérium fertézésekor a PTI hidnyaban az ETI is sériil
(Ngou et al., 2021; Yuan et al., 2021). Ugyanaz a két kutatocsoport azt is kimutatta, hogy
az ETI is képes er0siteni a PTI-t, tehat a két védelmi vonal kolcsondsen fokozza egymas
hatasat. A PTI és ETI jelatviteli folyamatainak 6sszekapcsoldsaban egy ROS, a szuperoxid
jatszik kulcsszerepet, amelynek termelddéséért egy NADPH-oxiddz enzim, az RBOHD
felel (1d. Pruitt et al., 2021).

A novénypatogének effektor fehérjéinek egy része a nem specifikus PTI védekezés
lekiizdése sordn ugy aktivdlja a fertozési folyamatot, hogy egy miikodd, specifikus novényi
rezisztenciat, a géncsendesitésen (PTGS) alapulé RNS altal kozvetitett koérokozo
rezisztenciat hatdstalanit. A novényi virusok PTGS szupresszor (Un. Viral Suppressors of
RNA-mediated resistance, VSR) fehérjéket termelnek — ezek voltaképpen virulencia
faktorok, de egyben a sikeres fert6zés effektorai (végrehajtéi) is (Roth et al., 2004;
Moissiard és Voinnet, 2004). Hasonld, PTGS-szuppresszalé fehérjék nem-virus
koérokozdékban is miitkddnek, ilyen pl. a Phytophthora sojae-ban azonositott két, in. PSR
tehérje (Phytophthora Suppressor of RNA silencing), amelyek jelenléte fokozott
fogékonysagot okoz sz6jan és ludfiin is (Xiong et al., 2014; Hou et al., 2019).
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A fentiek alapjan tehat a ndvényi nem specifikus és specifikus rezisztencia formdk
tobb szalon (PTI-ETI, PTI-PTGS-ETI) is kapcsolddhatnak egymadssal, novelve ezaltal a
rezisztencia hatékonysdagat.

Szerzett (acquired) rezisztencia

A szerzett — szisztemikusan is érvényesill0 — novényi betegség rezisztencidt
kiilonboz6 lokélis novény-mikroba kapcsolatok indukdljak és az indukcid helye és az
indukdlé mikroorganizmus életformdja szerint két alaptipusa ismert: a szisztemikus
szerzett rezisztencia (Systemic Acquired Resistance, SAR) és az Un. indukdlt szisztemikus
rezisztencia (Induced Systemic Resistance, ISR) (Vlot et al., 2009, 2021; Pieterse et al.,
2014). Az SAR-t a gazdanovény levelét fert6zé korokozok, mig az ISR-t a gyokerekkel
kapcsolatba keriild hasznos (nem patogén, szimbionta) mikroorganizmusok valtjdk ki. A
novényben a lokdlis indukciét kovetden a fokozott védekezés — kiilonféle jelatviteli
utvonalakon — szisztemizadlodik, €s a tdvoli szovetekben is egy ,készenléti” allapotot
(priming) hoz létre (Conrath et al., 2015), melynek segitségével fokozott rezisztencia
alakul ki egy kovetkezd (mdsodlagos) fertdzéssel vagy abiotikus stresszel szemben. A
szerzett rezisztencia tehat nem specifikus, a kivalté dgensek (mikroorganizmusok, ill.
kémiai vegyiiletek) tekintetében sem, rdaddsul rendszertanilag egymdstdl tavol allé
novényekben és a patogének széles spektruma ellen hatdsos.

Szisztemikus szerzett rezisztencia

Az un. biotr6f és hemibiotrof kérokozok (amelyek a patogenezis legalabb kezdeti
fazisdban €10 novényi sejteket/szoveteket preferdlnak) a fert6zés helyén aktivdlhatjak a
gazdanovény elsddleges €s masodlagos védelmi vonalat (a PTI-t és az ETI-t) is. Mind a
PTI, mind az ETI folyamata nagyban fiigg egy fontos névényi hormon, a szalicilsav (2-
hidroxi-benzoesav, SA) jelenlététdl. Ugyanakkor a PTI és az ETI védekezés koziil
barmelyik képes egy lokdlis majd szisztemikus, szintén SA-fiiggd, védekezési valaszt
indukdlni egy késébbi fert6zésre vagy abiotikus stresszre, ez az un. lokalis, ill.
szisztemikus szerzett rezisztencia (LAR, ill. SAR) (Ross, 1961a, b; Ku¢, 1982; Strobel és
Ku¢, 1995; Vlot et al., 2009, 2021; Spoel és Dong, 2012; Conrath et al., 2015; Klessig et
al.,, 2018). Ez egyben azt is jelenti, hogy a LAR/SAR egy tobbnyire sejt- és szoveti
elhaldssal jaro elsodleges fertdzés utdn alakul ki, de kivaltasdhoz nem feltétleniil sziikséges
a novényi sejt-, ill. szovethaldl, azaz a folyamatot egy teljesen tiinetmentes fertdzés is
aktivdlhatja (Liu et al., 2010; Shopova et al., 2020). A LAR/SAR ugyanakkor nemcsak
fertézésekre, hanem abiotikus (pl. herbicid) stressz &ltal okozott sejt/szoveti nekrozis
hatdsdra is indukal6dhat (Szirdki et al., 1980; Strobel és Ku¢, 1995).

A szalicilsav a LAR és SAR egyik kulcsvegyiilete, felhalmozddasa az els6 fertdzés
utdn a tdvoli levelekben is megfigyelhetd (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990).
Evtizedek 6ta ismert, hogy pl. dohdnyban és lidfiiben (A. thaliana) egy transzgenikus titon
mikodd bakteridlis SA-hidroxildz (nahG) nagyrészt teljesen lebontja a nodvényi
szalicilsavat és ez mind a LAR, mind a SAR folyamatét géitolja (Gaffney et al., 1993; Vlot
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et al., 2009). Ugyanakkor dohanyban oltasos kisérletekkel igazoltdk, hogy a sikeres SAR-
hoz a szalicilsavnak a szisztemikus — de nem a lokdlis — szodvetekben torténd
felhalmozddasa feltétleniil sziikséges (Vernooij et al., 1994). Ezek szerint a szisztemikus
novényi szovetekben a SA jelenlétének {6 szerepe az SAR szisztemikus jelatvivo
vegyiileteinek (pl. metil-szalicilsav, azelainsav, glicerin-3-foszfat, DIR1 lipid transzfer
protein) érzékelése, de obnmagdban nem a SA felelds a szisztemikus jelatvitelért (Park et
al., 2007; Adam et al., 2018; Vlot et al., 2021).

Fontos megemliteni, hogy a SAR kialakuldsat nem minden esetben a szalicilsav
iranyitja, a SA-fliggd ut mellett parhuzamosan a novényekben miikodik egy olyan tipusu
SAR, amely els6sorban egy nem-fehérje aminosavtdl, a pipekolinsavt6l (Pip), ill. annak
szarmazékatol, az N-hidroxi-pipekolinsavtol (NHP) fiigg. A két SAR tipus jelatviteli
folyamatai hasonléak és a SA-fiiggd, ill. Pip/NHP-fiiggd rezisztencia folyamatok egymast
is erosithetik (Gao et al., 2015; Vlot et al., 2021).

A SAR sordn a szalicilsav aktivdlja az Gn. Nonexpressor of PR Genes 1 (NPRI)
géneket/fehérjéket, ennek hatdsdra indukdlédik az un. patogenezissel kapcsolatos
(Pathogenesis-related, PR) gének transzkripcidja, ill. a PR fehérjék termelddése, amelyek
szerepet jatszhatnak a korokozok gatlasdban, ill. jelzik a rezisztencia kialakuldsat (Mou et
al., 2003; Spoel és Dong, 2012; Breen et al., 2017). A SAR kialakuldsidnak helyszinén, egy
masodlagos fert6zés sordn, az antioxiddnsok koncentricidja/aktivitdsa is megemelkedik,
ennek kovetkeztében a ROS mennyisége lecsokken, és a szoveti nekrdzis visszaszorul —
feltehetden ez az oka annak, hogy a SAR a sejt- és szovethaldlt kivalté abiotikus
stresszekkel szemben is védelmet nydjthat (Fodor et al., 1997; Kirdly et al., 2002b; Hafez
et al., 2004).

Az SAR egyrészt a (hemi)biotréf patogének széles spektruma ellen miikodik,
masrészt viszonylag hosszu ideig hatdsos, laboratériumi koriilmények kozott is legaldbb 3-
10 napig (az adott ndévény-kérokozd kapcesolattdl fiiggden) (Vlot et al., 2021). Rendkiviil
érdekes viszont, hogy a SAR ennél jéval tovabb is hatdsos lehet, ugyanis a fokozott
védekezést mutaté sziild novények utddaiba is tovabb adddhat, oroklddhet, ez az un.
transzgeneracids SAR jelensége (Luna et al., 2012).

Indukdlt szisztemikus rezisztencia

Az un. indukdlt szisztemikus rezisztencidt (Induced Systemic Resistance, ISR) a
rizoszféraval (gyokerekkel) kapcsolatba keriild hasznos (nem patogén, szimbionta)
mikroorganizmusok véltjak ki (Pieterse et al., 2014; Vlot et al., 2021). Az SAR-hez képest
az ISR a patogének joval szélesebb spektruma ellen hatdsos, ugyanis védelmet nyujt
nemcsak a (hemi)biotr6f, hanem a nekrotréf patogénekkel szemben is (amelyek
patogenezisiik kezdeti fazisdban a megtdmadott novényi sejteket/szoveteket toxinjaik
segitségével elolik).

Az ISR-t indukdl6 (nem patogén) mikroorganizmusok lehetnek Un. noévényi
novekedést serkentd rizobaktériumok (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria, PGPR), pl.
Pseudomonas spp., Bacillus spp. és Streptomyces spp., valamint ndvényi novekedést
serkentd gombdk (Plant Growth-Promoting Fungi, PGPF), tobbek kozott Trichoderma
fajok €s a Piriformospora indica (4jabb nevén Serendipita indica) (Gill et al., 2016; Vot et
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al., 2021). Neviikknek megfeleloen a PGPR és PGPF mikrobdk stimuldljak a novény
novekedését, de egyben rezisztenciat is képesek indukdlni (hemi)biotréf, és nekrotrof
patogénekkel szemben. A SAR-hoz hasonléan ez az indukélt rezisztencia szintén a ndvény
fold feletti (szisztemikus) részét védi a fert6zéstol (Pieterse et al., 2014; Vlot et al., 2021).
A P. indica pl. arpaban fokozza nemcsak a séstresszel szembeni tolerancidt, hanem a
biotr6f arpa lisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. hordei) és a nekrotr6f Fusarium
culmorum-mal szembeni rezisztenciat is (Waller et al., 2005). Erdekes, hogy az drpa
lisztharmat ellen a P. indica éltal kivéltott ISR esetében nem a védekezési folyamatok
erOssége vdltozik, hanem azok idozitése: a védekezéssel kapcsolatos génexpresszids
véaltozasok hamarabb €s gyorsabban alakulnak ki (Waller et al., 2008; Molitor et al., 2011).
Ezek szerint — ahogy az ISR védekezés sok mas esetében is — a P. indica altal kivaltott ISR
a novényben egy ,.készenléti” allapotot (priming) hoz létre (Pieterse et al., 2014; Conrath
et al., 2015).

Mivel az ISR a patogének joval szélesebb spektruma ellen hatdsos, mint a SAR,
talan nem meglepd, hogy az ISR 6 jelatviteli utjat irdnyité hormon elsdsorban nem a
szalicilsav (SA), hanem a jazmonsav (JA) és etilén. Ennek megfeleléen az ISR jelatviteli
folyamatéat a novényi védekezés irdnyité fehérjéje, az NPR1 (targyaldsat 1d. feljebb) SA-
fiiggetlen miikodésével hoztdk Osszefiiggésbe (Nie et al., 2017). Ezek szerint viszont az
SAR és az ISR jelatviteli folyamatai részben atfednek, erre utal az is, hogy az NPR1
mellett kozos jelatvivo molekula az azelainsav és a glicerin-3-foszfat is (Cecchini et al.,
2015, 2019; Vlot et al., 2021).

Tiinetmentesség és hiperszenzitiv sejthalal a novényi betegség rezisztenciaban

A novényi rezisztencidval kapcsolatos elsé tudomdnyos igényli beszamold tobb,
mint 120 évvel ezeldtt jelent meg (Ward, 1902). A munka egy ,.immunreakciét” ir le,
amely a rozsnok barnarozsddval szembeni rezisztencidjaban nyilvanul meg. Ezt a ndvényi
reakciét késobb Stakman (1915) — aki a buza szarrozsda betegség hatterét kutatta —
hiperszenzitiv reakciénak (HR) nevezte el, mert a novény ellendll6 képessége kapcsolddott
egy szabad szemmel is jol lathaté tiinethez, a fert6zési helyeken kialakulé lokalis
nekrotikus 16zidkhoz. Kés6bb a HR-t virusos és baktériumos fertézések esetében is
kimutattak (Holmes, 1929; Klement et al., 1964). Mai ismereteink szerint a HR-t az
emlitett kérokozokon kiviil sokféle mads — részben nem koérokozonak tekintett — dgens is
kivélthatja: pl. a novényeket fertdz6 oomicétdk mellett HR-t okozhatnak fonalférgek
(Dropkin, 1969), rovarok (Rossi et al., 1998) és parazita novények is (Balint-Kurti, 2019).

A ndvényi rezisztencia elsé €s masodik védelmi vonalanak mukodésekor (PTI és
ETI, targyalasat 1d. kordbban) a kérokozé felismerés folyamata HR-t is eredményezhet.
Ilyenkor a kérokozd lokalizdldsa a behatolds (fertdzés) helyén egyiitt jar egy szintén
lokalizalt programozott sejthaldllal (Programmed Cell Death, PCD), mindez pedig sok
esetben makroszkopikusan is lathat6, lokdlis nekrotikus 1ézidkat (szoveti nekrdzis)
eredményezhet (Klement, 1982; Goodman és Novacky, 1994; Balint-Kurti, 2019; Dalio et
al., 2021). Hangstlyozand6 viszont, hogy az ETI sokkal gyakrabban jir egyiitt HR-rel,
mint a PTI (Jones és Dangl, 2006; Tsuda és Katagiri, 2010; Spoel és Dong, 2012). A PTI —
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a rezisztencia els6é novényi védelmi vonala — az esetek tobbségében teljesen tiinetmentes,
hacsak részlegesen nincs visszaszoritva pl. a fehérjeszintézis gatlasa vagy kompatibilis
baktériummal, ill. bakterialis effektorral torténd elokezelés miatt, ilyenkor ugyanis a PTI
HR-tipusu tiinetekkel (lokalizdlt sejt/szovethaldl) jar egyiitt (Bozsé et al., 1999; Klement et
al., 2003; Crabill et el., 2010).

A HR soran kialakul6 programozott sejthaldl (PCD) morfol6giai szempontbdl sok
kozos vondst mutat az dllatokban leirt PCD tipusokkal (pl. apoptdzis). Ilyen sejten beliili
véltozasok pl. a citoplazma és citoszkeleton kollapszusa, kromatin kondenzicid, a
mitokondriumok duzzaddsa és membrian kdrosoddsa, genomi DNS torések (DNA
laddering) (Ryerson és Heath, 1996; Heath, 2000a, b; Liu et al., 2005; Dalio et al., 2021).
A novényi HR sordn kialakul6 PCD-re, annak végs6 féazisaban, specifikusan jellemzd
viszont a fokozott vakudlum képzddés és a kloroplasztiszok szétesése (Salguero-Linares €s
Coll, 2019). Altaldnosan elfogadott a kutaték kozott, hogy a novényi HR ugyan sok
szempontbdl hasonlit az dllatokban leirt PCD-hez, de vannak sajitos vondsai — ennek
alapjan a HR soran el6fordul6 sejthaldl a PCD egy specializalt tipusdnak tekinthetdé (Mur et
al., 2008; Coll et al., 2011; Balint-Kurti, 2019).

Mivel a HR sordn a ndvényi rezisztencia egyiitt jar a sejt/szovethaléllal, ezért
nyilvanvalonak tlinik, hogy a HR-t alkot6 rezisztencia és a sejthaldl élettani és genetikai
szempontbdl is szorosan Osszefiigg. Ezek szerint a sejthaldl hozzajarul a rezisztencidhoz,
sOt, a rezisztencia lényeges eleme. Mindez egyértelmii lehet, ha a tdimado kérokozo biotréf
(az €16 novényi sejteket/szoveteket preferdlja). A HR szerepe azonban kérdéses pl. a
nekrotréf koérokozokkal szembeni rezisztencidban, ugyanis ezek a patogének toxinjaik
segitségével elolik a megtdmadott novényi gazdasejteket. Govrin és Levine (2000)
kimutatta, hogy ha a nekrotréf, tobb novényfajon is stlyos tiineteket okozd, Botrytis
cinerea gombaval ludfiivet (A. thaliana) fertdznek, a gomba novekedése fokozodik aziltal,
ha parhuzamosan egy HR-t indukal6 baktériummal (Pseudomonas syringae pv. tomato) is
megfertézik a novényt. A szerzOk ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a HR-tipust
sejt/szovethaldl nem képes megvédeni a novényt egy nekrotrof korokozod fertdzésével
szemben — ellenkezdleg, a HR jelenléte fokozhatja a nekrotréf kérokozok fertdzését.

Tiinetmentes és HR-rezisztencia gombds fertozéseknél

A fentiek alapjan valdszinii, hogy a HR-t alkoté rezisztencia és sejthaldl a novény
korokozé kapcsolatok legaldbb egy részében egymadstdl elvdlaszthatd, fiiggetlen
folyamatnak tekinthetdk, ill. a HR-tipusu sejthaldl a rezisztencia nem megfeleld
milkodésének (késon indukalédo, ill. ,tiulvezérelt” védekezés) koszonhetd. Ezt eldszor
gombads fertdzéseknél bizonyitottdk tobb, mint 50 évvel ezeldtt. Brown és munkatarsai
(1966) a buza szarrozsdaval (Puccinia graminis f.sp. tritici) szembeni HR-tipusu
rezisztenciat tanulmédnyozva ellendlld és fogékony buza vonalakban nem taldltak
Osszefiiggést a kolonizalt levelek egységnyi feliiletén kialakul6 rozsdatelepek és HR-tipust
nekrézis mennyisége kozott. Mindez arra utal, hogy buzdban a szdrrozsda elleni
rezisztencia sordn a HR-tipusu sejt/szdvethalal (nekrézis) a novény ellendllé képességének
inkabb kovetkezménye, mint oka (Brown et al., 1966). Ezt az eredményt, ill. hipotézist
nem sokkal késobb magyar kutatok funkcionalisan is bizonyitottak (Kiraly et al., 1972). Ha
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a gazdanovény szovetekben a korokozo novekedését kémiai vagy hdkezeléssel szelektiven
gatoltak, HR-tipusu lokdlis nekrotikus 1€zidk jelentek meg a Phytophthora infestans-sal
fert6zott burgonya gumokon, ill. a rozsdagombakkal (P. graminis f.sp. tritici és Uromyces
phaseoli) fertdzott biza- €s bab leveleken. A szerzOk arra kovetkeztettek, hogy a HR-
tipusu nekrézis a korokozd géatlasa miatt alakul ki, azaz a sejt/szovethaldl a rezisztencia
kovetkezménye, de nem oka, legaldbbis a vizsgédlt novény-koérokozé kapcsolatokban
(Kirdly et al., 1972).

A HR-t alkot6 rezisztencia és sejthaldl fliggetlenségét a gombds fertdzések dltal
kivaltott HR sordn tovédbbi kutatisok is bizonyitottdk, tobbek kozott az drpdnak a
lisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. hordei) szembeni, az Mlg rezisztencia gén altal
iranyitott ellendlld képességében. Az Mig gén terméke a megtdmadott epidermisz
sejtekben HR-t, de egyben sejtfal-vastagoddst (in. papilla-képzddést) is indukal. Kideriilt,
hogy az Mig-rezisztencia dltal kivaltott HR nem sziikséges a lisztharmat géatldsdhoz,
ugyanis ha a HR-t a transzkripcié-inhibitor cordicepinnel gatoltdk, nem alakult ki
fogékonysag, azaz nem keletkeztek gomba hausztériumok. Ugyanakkor az Mlg genotipust
arpa koleoptil szoveteiben ugyanaz a lisztharmat rassz tiinetmentes (HR nélkiili)
rezisztenciat indukdlt, ami szintén arra utal, hogy ehhez a rezisztencidhoz nem feltétleniil
szilkséges a sejthaldl, amely a rezisztencidnak feltehetben csak egy lehetséges
kovetkezménye (Schiffer et al., 1997). Ezt tdmasztja ald az az eredmény is, hogy az Mlg
génre heterozigéta (Mlg mlg) &arpiban, a homozigétaval (Mlg Milg) ellentétben, a
valtozatlan lisztharmat-rezisztencia mellett a HR-tipust sejthaldl drasztikusan visszaszorul
(Gorg et al., 1993). Kimutattdk azt is, hogy a hidrogén-peroxid meghatdrozé lehet az
arpalisztharmat elleni védekezésben, de nemcsak az Mlg, hanem mads rezisztencia gének
miukodésekor is, fiiggetleniil attdl, hogy az ellendllé képesség HR-tipusu sejthaléllal vagy
tilnetmentes papilla-képzddéssel jar (Hiickelhoven et al., 1999).

Tiinetmentes és HR-rezisztencia baktériumos fertozéseknél

A novényi HR-t alkoto rezisztencia és sejthaldl szétvalasztasat baktérium fertézések
esetén is kimutattdk mar tobb évtizeddel ezelott. Baktériumos fertdzésre HR-tipusd
rezisztenciat adé6 dohdnyban a baktériumszdm nem véltozott jelentdsen, ha a lokalizalt
nekrézist albuminnal gatoltdk (Kirdly et al., 1977). Ehhez hasonléan a citokinin
tiltermeltetése transzgenikus novényekben visszaszoritotta a HR-tipusu sejt/szévethalalt,
de a baktériumszdm nem valtozott szignifikdnsan a P. syringae pv. tomato-ra rezisztens
dohdnyban (Barna et al., 2008; Sheikh et al., 2014). Ezek szerint a sejthaldl (PCD) a
baktériumfertozés altal indukédlt HR esetén sem feltétleniil 1ényeges a rezisztencia
milkodéséhez, amit késdbb genetikai modszerekkel is bizonyitottak: PCD-ben gétolt
fenotipust hoztak 1étre lidfiiben (A. thaliana), egy metakaszpazt koédolé gén (AtMCI)
mutdldsaval, amely a baktériumfertézés altal okozott HR-tipusu sejthaldlt drasztikusan
gatolta, de a baktérium szaporoddsa nem valtozott, a rezisztencia érintetlen maradt (Coll et
al., 2010). Erdekes, hogy a bakteridlis HR bizonyos eseteiben viszont a sejthaldl
részlegesen képes befolydsolni a rezisztenciat: Ott €s munkatdrsai (2003) kimutattdk, hogy
egy kalcium csatorna inhibitor, a lantdn, gitolja a HR-sejthaldlt a P. savastanoi pv.
phaseolicola-val inokuldlt dohdnyban, viszont a koérokozé rezisztencidt is részlegesen
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visszaszoritotta. A baktériumokkal szembeni HR-tipusu rezisztencidnak tehat lehetnek
sejthaléllal 6sszefiiggd és sejthaléltdl fiiggetlen komponensei is.

Ha a bakteridlis HR-ben a rezisztencia €s sejthaldl fiiggetlen genetikai és élettani
folyamatok eredménye, akkor nem meglepd, hogy egyes kornyezeti hatdsok valtozasai, (pl.
alacsony oxigénnyomds, magas pdratartalom és homérséklet) géatolhatjdk a HR-tipusu
sejthalélt, de a rezisztencidt nem befolydsoljdk (Goodman et al., 1972; Mittler et al., 1996).
A ladft (A. thaliana) dndl (defence no death) mutansanak segitségével sikeriilt el0szor
genetikailag is igazolni, hogy a bakteridlis HR két komponense (rezisztencia és sejthaldl)
szétvélaszthatd. A dndl mutdns novényekben egyes védekezési folyamatok (pl. fokozott
szalicilsav termelés és PR gén expresszid) konstitutivan ,,bekapcsolt” dllapotban vannak (a
novények torpendvésiiek), ezért a rezisztencia is feltehetden kordbban/gyorsabban
indukdlédik: a P. syringae pv. glycinea baktérium fertézésére a dndl mutinsok egy
teljesen tiinetmentes, HR-sejthaldl nélkiili rezisztencidval reagdlnak (Yu, et al., 1998).

Gassmann és munkatarsai (2005) mutattdk ki, hogy a bakteridlis HR két
komponense (rezisztencia és sejthaldl) egymastol fiiggetleniil is 6roklodhet, mivel eltérd
gének hatdrozhatjdk meg. A P. syringae pv. syringae 61 baktérium egyes ludfii (A.
thaliana) vonalakban képes HR-sejthaldl nélkiili, tiinetmentes rezisztenciat kivéltani. Két
rezisztens, de eltérd fenotipusd (tiinetmentes rezisztencia, ill. HR) ladfi vonalat
keresztezve tisztaztdk, hogy a (tiinetmentes) rezisztencidt a domindns RPS6 gén, mig a
sejthalalt a recessziv hedl 16kusz hatdrozza meg, a két gén egyidejii miikodése pedig HR-t
(rezisztencia €s sejthaldl) eredményez (Gassmann et al., 2005; Kim et al., 2009).

Tiinetmentes és HR-rezisztencia virusfertozéseknél

A novényi virusfertozésekre adott HR-tipusu rezisztencidnal is elvalaszthaté a HR-t
alkotd rezisztencia és a sejthaldl, élettani és genetikai szempontbdl egyardnt. Régbta
ismert, hogy dohany (Nicotiana) fajoknak a TMV-vel szembeni, N gén altal meghatarozott
rezisztencidgjandl a HR-tipusu 1ézidkhoz kozeli €16 sejtekben is detektdlhaték virionok
akkor is, amikor a nekrotikus 1ézi6 novekedése mar ledllt. Mindez arra utal, hogy a
rezisztencia és a sejthaldl ebben a virus 4ltal indukalt HR-ben is elvélaszthat6, mivel a
novény mas-mdas részében nyilvanul meg (Da Graga és Martin, 1976; Wright et al., 2000).
Ugyanakkor, habér az elhalt novényi sejtekben egy obligit biotréf kérokozé (virus) nem
tud replikdldédni, elképzelhetd az is, hogy az elhalt sejtek altal beinditott egyes jelatviteli
folyamatok (iondramlasok, reaktiv oxigénszdrmazékok, programozott sejthalal, szalicilsav-
termelés) révén a korokozo legalabb részlegesen gatlodik (Lamb és Dixon, 1997). Hatsugai
et al. (2004, 2015) kimutattdk, hogy az N gén altal meghatarozott, TMV-vel szembeni HR-
nél a vakudlum kollapszus (membran-kdrosodas) éltal beinditott programozott sejthaldlhoz
(PCD) sziikséges egy specidlis enzim (Vacuolar Processing Enzyme, VPE) mikodése: a
VPE hidnya csokkentette a HR-nekrotizaciét, viszont a TMV mennyisége nott. Ezek
szerint a PCD bizonyos tipusai szerepet jatszhatnak a virus gatlasban.

A novényi antioxiddns kapacitds fokozdsaval jaré kezelések dltaldban jelentdsen
csokkentik a virusfertdzésre adott HR-tipusi 1€zi6k szamat és/vagy méretét, de a
rezisztencia nem valtozik vagy csak kis mértékben né. Ugy tiinik, hogy az antioxiddnsok
fiiggetleniil hatnak a HR-en beliili sejthalalra és rezisztenciara. TMV-vel fertozott
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dohdnyban ezt a jelenséget magyar kutatok mar tobb évtizede kimutattdk, amikor a
novényeket glutationnal vagy aszkorbinsavval, ill. citokininnel kezelték (Farkas et al.,
1960; Balazs et al.,, 1976). KésObbi kutatiasok szerint citokinin tiltermeld és fokozott
antioxiddns kapacitdsi dohdnyban a dohdny nekroézis virus (Tobacco necrosis virus, TNV)
altal kivaltott HR-tipust sejthaldl jelentdsen visszaszorul, de a virus titer csak kis
mértékben csokken (Pogany et al., 2004). Hasonl6 eredmény, hogy TMV-dohany
kapcsolatban indukélt HR-tipusi rezisztencidandl egy antioxiddns, a glutation (GSH)
szintjének kismértékli novelése (S)-karvon (egy monoterpén vegyiilet) eldkezeléssel
szintén csokkentette a HR-1€zidk szamat és méretét, de a virusszint valtozatlan maradt
(Gullner et al., 1999). Ugyanakkor az OTC (L-2-oxo0-4-tiazolidin-karboxilsav, egy GSH
prekurzor) elokezelés jelent6sen novelte a novény GSH tartalmdt, ami viszont mér
nemcsak a HR-1éziok szdmat, hanem a TMV felhalmozdédasit is nagymértékben
csokkentette (Gullner et al., 1999). Ez utébbi eredmény arra utal, hogy a GSH nemcsak
antioxiddns, hanem a betegség rezisztenciat is fokozhatja és ez a két hatds egymadstol
fliggetleniil érvényesiil — ezt az6ta mar tobb novény-kérokozd kapcesolatban is kimutattak
(Han et al., 2013; Kovacs et al., 2015; Ghanta et al., 2011, 2014; Kiinstler et al., 2019;
Zechmann, 2020).

A fentiek alapjan a novényi antioxiddns kapacitds fokozdsa csokkenti a HR-
tiilneteket, de a korokozo rezisztencia alapvetden nem véltozik. Az viszont még nagyrészt
tisztazasra szorul, hogy a novényi védekezd rendszer mds elemeinek (pl. szalicilsav-
tartalom, védekezési /PR/ gének) fokozott indukcidja mennyire hat eltérden a virusfertdzés
altal kivaltott HR-t alkot6 rezisztencidra és lokdlis nekrézisra, azaz a HR-tipusu nekrozis
visszaszoruldsa megbizhatéan jelezheti-e a fokozott rezisztenciat? Ismert, hogy egyes
novényi virus rezisztencia gének fokozott expresszidja a HR-tipusd virusrezisztenciat
erOsiti, mivel kisebb, ill. hamarabb megjelend nekrotikus 1ézidk (,,mikro-HR”) vagy
tiinetmentes (extrém) rezisztencia alakul ki (ennek tirgyalasat 1d. fent) (Bendahmane et al.,
2000; Cooley et al., 2000; Sekine et al., 2008). Feltételezhetd, hogy ilyenkor az adott
rezisztencia gén hatékonyabb miikddése miatt a novényi védekezd rendszer egyes elemei is
gyorsabban indukal6dnak.

A virusfertozésekre adott HR két komponense (rezisztencia és sejthaldl)
genetikailag is szétvalaszthatd, ezt a ludfli  (A. thaliana) dndl (defence no death)
mutansanak (tdrgyaldsat 1d. fentebb) segitségével sikeriilt igazolni (Takahashi et al., 2012).
Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) ellen hat6 RCY rezisztencia gént
hordoz6 dndl mutians novényekben a HR-sejthaldl visszaszorult, de a rezisztencia tovdbbra
is ugyanugy mukodott, mint a vadtipusban. Ezek szerint a HR-tipust sejthaldl nem jatszik
kritikus szerepet az RCY gén 4ltal irdnyitott, CM'V-vel szembeni rezisztencidban.

Egy masik kutatécsoport azt is bizonyitotta, hogy a virus-indukalt HR két
Osszetevije (rezisztencia és sejthaldl) egymastol részben fiiggetleniil is oroklédhet, mivel
részben eltérd gének hatdrozhatjdk meg (Kachroo et al., 2000). Kimutattdk, hogy a
tarlérépa gondorodés virussal (Turnip crinkle virus, TCV) fertdzott ladfiiben (A. thaliana)
a HR-tipust rezisztencidért egy domindnsan 6roklodé gén, a HRT (HR to TCV) felelds, de
csak részben, mivel a rezisztencidt egy masik, recessziv gén (rrt) is szabdlyozza.
Eredményeik szerint tehdt az Arabidopsis-TCV interakcioban kialakul6 HR soran a
rezisztenciat két kiilon gén (HRT és rrt), mig a sejthaldlt csak az egyik gén (HRT)
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szabdlyozza (Kachroo et al., 2000). A virus-indukalt HR-t alkot6 rezisztencia €s sejthalal
teljesen fiiggetlen, eltéré gének dltal meghatdrozott, oroklédését azonban ebben az
1ddszakban (1998-2000) még nem igazoltak.

A novényi betegség rezisztencia fontosabb biokémiai faktorai

A novények tobbféle élettani-biokémiai mechanizmuson alapul6 stratégidkkal
védekeznek a korokozok tdmadédsa ellen. A teljesség igénye nélkiil ilyen védekezési
stratégidk pl. az un. patogenezissel kapcsolatos (PR) fehérjék és glutation-S-transzferdz
enzimek, ill. kodold génjeik indukcidja, a sejtfal megerdsitése (papilla képzOdés), lokalizalt
sejt- és szovetelhalds (hiperszenzitiv reakcid, HR), egy novényi hormon, a szalicilsav
termelése, €és mindezekkel Osszefliggben a reaktiv oxigén szdrmazékok (ROS)
felhalmozddasa (Jones és Dangl 2006; Torres, 2010; Spoel és Dong 2012; Lehmann et al.,
2015; Andersen et al., 2018; Mittler et al., 2022).

Patogenezissel kapcsolatos fehérjék

A szalicilsav (SA) dltal indukdlt novényi védekezésnél az SA aktivédlja az tun.
Nonexpressor of PR Genes 1 (NPRI) fehérjéket, ill. géneket: az NPR1 oligomer fehérje a
diszulfid hidak redukciéja nyoman monomerekké esik szét, az NPR1 monomerek pedig a
sejtmagba jutnak, ahol interakciéba lépnek a TGA transzkripcids faktorokkal (Mou et al.,
2003; Tada et al., 2008). Ezen folyamatok hatdsdra indukdlédik az tn. patogenezissel
kapcsolatos (Pathogenesis-related, PR) gének transzkripcidja, ill. a PR fehérjék
termel6dése, amelyek a korokozok gatlasdban is szerepet jatszhatnak, ill. a rezisztencia
kialakuldsdnak markerei (Mou et al., 2003; Spoel és Dong, 2012; Breen et al., 2017).

A PR fehérjék éltalaban nem halmozddnak fel egészséges novényekben. A PR
fehérjék termelddését (a PR gének indukcidjat) kérokozo fertézés vagy abiotikus stressz
indukdlhatja (Van Loon et al., 2006). Ugyanakkor a PR fehérjék/gének korai, erds
aktivdlédasa foéleg az inkompatibilis novény-kérokozé kapcsolatok (a rezisztencia)
jellemzéje (Bell et al., 1986; Van Loon et al., 2006). Erdekes, hogy kompatibilis
kapcsolatokban (fogékonysdgndl) foleg a patogenezis késOi szakaszdban észlelhetdé PR
indukcid, amikor a fertdz€és eldrehaladtaval a novény mdér jol lathato, stilyosabb tiineti
karosodasokat mutat (Reiss és Bryngelsson 1996; Manandhar et al., 1999; Schultheiss et
al., 2003; Yeom et al., 2011). Mindezek alapjan a PR fehérjék szerepet jatszhatnak a
betegség elleni rezisztencia kialakitdsdban, de ehhez a megfelel6 idoben €s helyen torténd
felhalmozddasuk sziikséges.

A PR fehérjék indukciéjat eldszor dohdny mozaik virussal (TMV) fertézott
novényben mutattdk ki (Van Loon és Van Kammen, 1970; Gianinazzi et al., 1970).
Késobbi kutatdsok azonban a PR géneket konstitutivan kifejezd transzgenikus dohanyok
vizsgélatdval egyértelmlien igazoltdk, hogy legalabb harom PR génnek, ill. fehérjének
nincs tényleges szerepe a virusfertozésekkel szembeni ellendllé képességben (Cutt et al.,
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1989; Linthorst et al., 1989). A PR-10 gén esetén viszont tényleges 0sszefiiggés mutathatd
ki a kérokoz6 (virus és gomba) rezisztencidval, a PR-10 gének ugyanis ribonukledzt
kédolnak, amelynek kozvetlen szerepe lehet a TMV-vel szembeni védekezésben, mivel
paprikdban képes a virus genomi RNS lebontédsara (Park et al., 2004). A PR-10 ribonukleaz
aktivitdsaval, ill. a citokinin felhalmozddas serkentésével hoztdk Osszefiiggésbe a
paprikdban és dohdnyban nekrotréf kérokozé gombdkkal szembeni fokozott rezisztenciat
is (Soh et al., 2012; Agarwal et al., 2016). Ugyanakkor a -1,3-glukandzt k6dolé PR gének
(PR-2 csoport) altal kodolt néhdny fehérje — a fertdzés meglététdl fiiggetleniil — a virusok
sejtril-sejtre terjedését eldsegitd plazmodezmakhoz kotddik, és ott a kall6z lebontdsdval
nem a rezisztencidt, hanem a virussal szembeni fogékonysagot segiti el (1d. pl. Zavaliev et
al., 2013).

A PR fehérjék szerepe a nOvényi betegség rezisztencidban a baktériumos
fertdzéseknél sem egyértelmi. A PR-13 fehérje antimikrobidlis hatast fejt ki a P. syringae
pv. tomato-val fert6zott Nicotiana attenuata novényekben, azonban egy masik PR fehérje,
a PR-1 nem mutat antimikrobidlis aktivitast, csak a rezisztenciat jelzi (Rayapuram et al.,
2008). Egy kitinazt kédol6 dohdany PR-3 gén (NtPR-Q) tiltermeltetése viszont novelte a
Ralstonia solanacearum-mal szembeni rezisztencidt (Tang et al., 2017). A PR fehérjék
koziil a kitindzoknak a rezisztencidban jatszott szerepére mar az 1990-es években
rdmutattak: egy bab Kkitindzt expresszdlé6 dohdny a szokdsosndl jobban ellendllt egy
nekrotr6f gomba, a Rhizoctonia solani fertdzésének (Brogue et al., 1991). Ezek szerint a
nagy mennyiségben termelt kitindz hatékonyan bonthatja a gombdk és baktériumok
sejtfaldban levo kitint. Késdbbi eredmények igazoltdk, hogy gomba és oomicéta kérokozok
(Phytophthora infestans, Uromyces fabae, R. solani) fert6zésénél a rezisztencidban
kozvetlen szerepe lehet a novényi PR-1 és PR-5 fehérjéknek is, amelyek a korokozé hifa
novekedését €s differencidloddsat gétoljdk (Vigers et al., 1992; Rauscher et al., 1999; Liu
et al., 2011). Ujabb kutatdsok szerint a PR-1 fehérje tobbféle médon is képes a kérokozé
gdtlasra: a gombdk sejtfalaban levd szterolokat megkoti, ill. védekezési szignal peptidként
miukodhet, ennek megfelelden tobb korokozo effektorainak célfehérjéje is lehet (1d. Breen
et al., 2017).

Erdekes, hogy néhany PR fehérje olyan enzimaktivitist mutat, amely alapjdn a
kérokozdkra kifejtett gatldé hatdsuk kozvetleniil Osszefiige a novényi ROS
felhalmozdddsaval. A PR-9 fehérjéje dohdnyban egy ligninképzd peroxidazként miikodik,
amely koérokozé fertézéseknél a megtamadott novényi sejtekben valdszintileg részt vesz a
papilla képzéshez sziikséges H,O, termelésében (Lagrimini et al., 1987). Ugyanakkor az
arpa PR-15 és PR-16 fehérjék oxalat-oxiddz, ill. oxalat-oxiddz-szerli (szuperoxid-
dizmutdz) enzimaktivitisa H,O,-t halmoz fel a lisztharmattal (B. graminis f. sp. hordei)
szemben rezisztens novényekben (Zhang et al., 1995; Wei et al., 1998).

A fentiek alapjan a novények PR fehérjéi — sokoldald biokémiai-élettani hatdsaik
révén — egyes gazda-kérokoz6o kapcsolatokban kozvetleniil hozzdjarulhatnak a
rezisztencidhoz, a patogenezis eldrehaladott fazisdban viszont fogékonysagi faktorokként
is hathatnak, és a betegség tiinetekkel, ill. a kérokozo felhalmozodéasaval egyiitt jard stressz
markerei lehetnek.
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Glutation, glutation-S-transzferazok

A glutation (GSH, y-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin) a novényekben legnagyobb
koncentracioban eléfordulé nem-fehérje tiolvegyiilet, amely antioxiddns hatdsa révén
fontos szerepet jatszik a ROS elimindlasdban abiotikus és biotikus stresszek sordn egyarant
(Noctor et al.,, 2012; Hasanuzzaman et al., 2017, 2019). Régéta ismert pl., hogy egy
oxidativ stresszt generdld herbicidre, a paraquatra tolerdns dohdny (N. tabacum cv.
Samsun) biotipus, amely fokozottan ellenall tobbféle abiotikus és biotikus stressznek is,
nagy mennyiségli GSH-t halmoz fel pl. herbicid kezelésre, ugyanakkor virus (TNV)
fertozésre a szokdsosndl kisebb mértékii HR nekrézissal és emelt szintli glutation-S-
transzferdz (GST) aktivitassal reagdl (Barna et al., 1993; Gullner et al., 1991, 1995).
Novényekben a GST izoenzimek éltaldban méregtelenitd reakcidkban vesznek részt, egyes
toxikus elektrofil vegyiiletek és a GSH kozotti konjugacidt katalizdlva (Wagner et al.,
2002; Dixon és Edwards, 2009; Dixon et al, 2011). Egyes tun. theta €s tau osztalyd novényi
GST-k viszont glutation-peroxiddz (GPX), tehat antioxiddns aktivitdst mutatnak, mivel
képesek a lipid peroxidacié termékeinek (pl. az elhalé sejtekben felhalmozdodd lipid
hidroperoxidok) lebontdsdra (Bartling et al., 1993; Dixon és Edwards ,2009; Dixon et al.
2009). Ennek megfelelden a GST-k és a GSH meghatdroz6 szerepet jatszhat a HR-tipusu
rezisztencidban a lokalis sejt/szovethalal szabédlyozdsaban. ElsOként Fodor és munkatarsai
(1997) mutattdk ki, hogy a TMV déltal dohanyban kivaltott HR-tipusu rezisztencidnal a
lokalis nekrotikus 1éziok megjelenését kovetden a GSH mennyisége valamint a GST és
mads antioxidans enzimek (glutation-reduktdz, GR és APX) aktivitdsa jelentdsen megnd. A
TMV altal dohdnyban indukdlt HR-nél kimutattdk theta €s tau osztalyi novényi GST
gének (NtGSTUI, NtGSTT2) fokozott expresszidjat is (pl. Kiinstler et al., 2007b; Juhdsz és
Gullner, 2014).

A GSH-nak, ill. az 4ltala szabdlyozott enzimaktivitisoknak azonban nemcsak a HR-
tipusu nekrozis mérséklésében, de a korokozo (pl. virus) rezisztencidban is szerepe lehet.
TMV-re fogékony dohdnyban a normal kénelldtottsag dltal — a kénhidnyos dllapothoz
képest — biztositott rezisztencia (késve jelentkezd mozaikos tiinetek, csokkent virusszint)
egylitt jart az emelt cisztein (GSH prekurzora) és GSH szintekkel valamint a cisztein és
GSH bioszintézisében részt vevo két gén (NtAPR, NtGSHI) indukcidjaval (Holler et al.,
2010). A GSHI és a glutation szintézist irdnyité mdasik gén (GSH2) csendesitése N.
benthamiana-ban ugyanakkor nemcsak a GSH felhalmozddésat gétolta, hanem PVX és
TMV fert6zésnél a virus replikdcigjat fokozta (azaz a virus rezisztenciat is gatolta) (De et
al,, 2018; Zhu et al.,, 2021). A GSH tartalom és a betegség rezisztencia kozotti
Osszefiiggést nemcsak novény-virus kapcsolatokban, de mds koérokozok (baktériumok,
gombadk) esetén is kimutattdk (Vanacker et al., 1998; GroBkinsky et al., 2012; Zechmann
2020). A novény GSH tartalmanak novelése a legaldbb 1-2 nappal a fert6zés el6tt torténd
kiilsé kezelésekkel vagy transzgenikus dton egyarant fokozta a virusos-, baktériumos- és
gombads fert6zésekkel szembeni rezisztencidt (Gullner et al., 1999; Ghanta et al., 2011,
2014; Kiinstler et al., 2019, 2020). Ezek az eredmények rdmutatnak arra, hogy a
novényben mar a fert6zés kezdet eldtt — idében — megndvelt GSH szint kulcsfontossagu
lehet a sikeres rezisztencia kialakitdsaban.
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Korabbi kutatdsok szerint viszont a kérokoz6 (TMV) fert6zés elott nem 1-2 nappal,
hanem csak kozvetleniil el6tte (injektdldssal) megnovelt novényi GSH szint ugyan
csokkenti a HR-tipusud nekrotikus 1ézidk szamdt, de szdmottevd virus rezisztencidt nem
okoz (Farkas et al., 1960). Ezek szerint a GSH a kérokozé fertdz€s koriil vagy az utdn méar
elsésorban antioxiddnsként hat, mivel a gazdanovényben a rezisztencidt a fertdzést
megeldzden tudja hatékonyan indukélni (1d. Gullner et al., 1999; Ghanta et al., 2011, 2014;
Kiinstler et al., 2019, 2020). A GSH antioxiddns hatdsa a patogenezis el6rehaladott
szakaszdban hozzdjarulhat a biotr6f koérokozdkkal (pl. lisztharmat- és rozsdagombik)
szembeni fogékonysaghoz, ezt mutattdk ki a sajat lisztharmataval (B. graminis f. sp.
hordei), fertdzott drpaban, ahol a fogékony ndvényekben a fertdzés utdn viszonylag késon
(5-7 nappal) sokkal erdteljesebben nétt a GSH koncentracidja és a GST és mds antixodédns
enzimek (SOD, APX, GR) aktivitdsa, mint a rezisztens novényekben (El-Zahaby et al.,
1995 Harrach et al., 2008). A GSH (és GST aktivitds) antioxiddns hatdsa egy novény
kérokozé virus replikdcidjat kozvetleniil is elOsegitheti: N. benthamiana-ban a bambusz
mozaik virus (Bamboo mosaic virus, BaMV) fert6zésekor az NbGSTU4 gén aktiv
mukodése sziikséges a virus felhalmozdédasdhoz és az in vitro BaMV replikécids
komplexhez hozzdadott GSH fokozza a negativ polaritdsi (-) virus RNS szintézisét,
feltehetden azért, mert az NbGSTU4 fehérje a GSH jelenlétében kapcsolodik a BaMV
RNS 3’ végéhez (Chen et al., 2013).

Osszefoglalva elmondhaté, hogy novényekben a GSH (ill. az 4ltala szabalyozott
enzimaktivitdsok) jelenléte a fert6zés elott (korai iddzités) rezisztenciat indukédlhat, mig a
patogenezis eldrehaladott fazisdban (kés6i idozités) mar inkdbb a GSH antioxidans hatdsa
érvényesiil.

Szalicilsav

A szalicilsav (2-hidroxi-benzoesav, SA) egy kulcsfontossagu szabdlyoz6 novényi
hormon, amely részt vesz tobbek kozott az abiotikus stresszekkel szembeni tolerancia
biztositasaban (Horvath et al., 2007; Liu et al.,, 2022), de a kérokozd rezisztencia
kialakitasaban is (pl. szerzett rezisztencia, ld. kordbban), elsdsorban a biotréf patogének
fertozésekor (Vlot et al., 2009, 2021). A SA rezisztenciat indukalé hatasardl tobb évtizede
szamoltak be eldszor, dohdny mozaik virussal (TMV) fert6zott dohanynal (White, 1979).
Kidertilt, hogy rezisztens dohdnyban (N. tabacum cv. Xanthi NN) a TMV fert6zés hatasara
az inokulélt levelekben kordn és jelentds mértékben felhalmozdédik a SA, elsésorban a
lokalis nekrotikus (HR-tipusud) 1ézidkban, ill. azok koriil (Malamy et al., 1990; Enyedi et
al.,, 1992). A tovabbiakban tobb kutatds is igazolta a SA szerepét a virus, gomba és
baktérium koérokozoékkal szembeni rezisztencidban (Gaffney et al., 1993; Delaney et al.,
1994; Fodor et al., 1997; Lee et al., 2016; Klessig et al., 2018; Zhang et al., 2019; Vlot et
al., 2009, 2021).

Fertdzott novényekben a SA hidnya a rezisztencia elvesztéséhez, ill. fokozott
fogékonysaghoz vezet. Egy bakteridlis szalicilat-hidroxilazt kédolé gént (nahG) kifejezd
transzgenikus novények nem képesek megfeleld mennyiségli SA-t felhalmozni, ami a
novényi védekezés €s rezisztencia visszaszoruldsat eredményezi (Gaffney et al., 1993;
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Delaney et al., 1994; Kiinstler et al., 2019, 2020). Hasonl6 jelenség figyelhetd meg olyan
ndvényekben, ahol a SA bioszintézis gatolt (Pallas et al., 1996; Wildermuth et al., 2001).

A novények a SA-t a sejtek vakudlumaiban taroljdk, kiillonféle kotott (konjugalt) —
elsésorban glikozildlt — formdban, mint pl. a 2-O-B-D-glikozid (SAG) és a szalicilat
gliik6z-észter (SGE) (Lee és Raskin, 1998, 1999; Song, 2006; Ding és Ding, 2020). Mind
az SAG, mind az SGE a szalicilsav inaktiv formdjanak tekinthetd, de szabad szalicilsavva
hidrolizalhatok, amely a vaku6lumokbdl a tobbi sejtalkotdba szallitédik (Yao et al., 2007,
Vaca et al., 2017), ezért kozvetetten szerepet jdtszhatnak a novények betegség
rezisztencigjaban. A SA-glikozidok (elssorban az SAG) konstitutiv tdltermelése viszont
bizonyos esetekben gatolhatja a kérokozo rezisztenciat (Song et al., 2008; Kobayashi et al.,
2020), ami arra utal, hogy a novényi szervezetben alapvetd fontossdgi a SA szabad és
kotott formainak egyensulya. A SA a rezisztencia szisztemikus jelatvitelében részt vevo
metil szalicilsavva (MeSA) is atalakulhat (Park et al., 2007). A MeSA-nak Ilétezik
glikozilalt formdja is (MeSAG) (Dean et al., 2003), de a MeSAG tiltermelése gatolja a
MeSA atalakuldsat szabad szalicilsavva és ezdltal a novényi betegség ellendllésagot is.
(Chen et al., 2019).

A novények fokozott reaktiv oxigén szdrmazék (ROS) termelése, ill.
felhalmozdéddsa szorosan kapcsolddik a szalicilsav védekezési funkcigjaval. A SA
fokozhatja a H,O, akkumulaciét, mivel képes kozvetleniil gitolni tobb H,0O,-lebont6
(antioxidans) enzim aktivitdsat is (pl. katalaz, APX, GPX, GST) (Chen et al., 1993; Durner
és Klessig, 1995; Manohar et al., 2015). A rezisztencia kialakuldsa sordn megemelkedd
SA és ROS koncentracié azonban végsd soron noveli a novényi antioxidans kapacitést is
(GSH és aszkorbinsav szintézis, GST, GPX és APX aktivitds) (Fodor et al., 1997; Kirély et
al., 2002b; Urbanek Krajnc et al.,, 2011). Ugyanakkor a ROS (pl. H,O,;) a SA
felhalmozddasat valtja ki (Neuenschwander et al., 1995; Leon et al., 1995), amely az un.
Nonexpressor of PR Genes 1 (NPRI) géneket/fehérjéket is aktivalja (targyaldsat Id.
kordbban), ugyanis az NPR1 fehérjék egyben SA receptorok. A folyamat hatdsara
indukdlédik az un. patogenezissel kapcsolatos (PR) és mds védekezési gének
transzkripcidja (Murphy et al., 2020; Chen et al., 2021). A ROS és a SA kolcsonhatdsédban
a glutationnak (GSH) is kiemelt szerepe van, mivel a névényi sejteken beliil a HO, noveli
a GSH szintjét, amely a szalicilsav dltal irdnyitott jeldtvitelt aktivalja abiotikus stressznél
€s a korokozok elleni védekezésben egyarant (Ghanta et al., 2011, 2014; Han et al., 2013;
Herrera-Véasquez et al., 2015, Kiinstler et al., 2019). Hangsilyozandd, hogy nemcsak a
GSH hat a szalicilsavra, hanem forditva is, mivel a SA kiils6 adagoldsa a GSH
felhalmozoddasat és fokozott virus (TMYV) rezisztenciat is kivalthat (Fodor et al., 1997,
Srivastava és Dwivedi, 1998; Mateo et al., 2006).

Ismert, hogy amig a SA els6sorban a biotréf korokozdk elleni rezisztenciat
indukadlja, addig egy masik névényi hormon, a jdzmonsav (JA) a nekrotréf kérokozok és a
sebzések (pl. rovar kartétel) elleni védekezést iranyitjdk (Glazebrook, 2005; Grant és
Lamb, 2006; Barna et al., 2012; Caarls et al., 2015; Stroud et al., 2022). A szalicilsav
részben a PR gének indukdldsan keresztiil hat a rezisztencidra, a JA viszont més tipusu
védekezési géneket/fehérjéket aktival (pl. az Un. defenzinek). A SA és JA kolcsondsen
gitolja a mdsik molekula 4ltal indukalt jelatviteli, ill. rezisztencia folyamatokat
(antagonista hatds). Tobbek kozott 1adfli (A. thaliana) fertdzése biotréf gombdval a SA
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jelatvitelt aktivélja, de visszaszoritja a JA altal indukdlt védekezést — feltehetden ezért nd
meg a gazdandvény fogékonysiaga egy nekrotrof korokozé késobbi fertdzésével szemben
(Spoel et al., 2007). Erdekes viszont, hogy a SA és JA dltal indukdlt rezisztencia
folyamatok kozotti kolcsonhatds nemcsak egyszerti antagonizmus. Erre egy jo példa, hogy
a nekrotréf Botrytis cinerea gomba a SA-jelatvitel aktivalasaval képes fogékonyabba tenni
a paradicsomot sajat fert6zésével szemben (Abd El Rahman et al., 2012). Egy
baktériummal (P. syringae pv. tomato) fertdzott A. thaliana-ban viszont a kérokozé egy a
JA hatasat utdnzo toxin, a koronatin segitségével nyomja el a SA jelatvitelt, igy 1ényegében
fogékonysagot indukalva a ndvényben a sajit fert6zésével szemben (Laurie-Berry et al.,
2006; Uppalapati et al., 2007; Zheng et al., 2012; Stroud et al., 2022).

Reaktiv oxigénszarmazékok, antioxidansok

A novények a kiillonbozd kornyezeti stresszekre (pl. szdrazsdg, magas/alacsony
homérséklet, korokozé fertozés) adott valasza tobbek Kkozott az un. reaktiv
oxigénszdrmazékok (reactive oxygen species, ROS) felhalmozdéddsa. Egy bizonyos
mértékli dllandé6 ROS termelés az eukariéta (ndvényi) szervezetekben normélisnak
tekinthetd (pl. fotoszintézis €s 1égzési lanc elektrontranszportjdban), de a novények aktivan
is képesek ROS elédllitasara pl. kérokozok tdmaddasa és egyéb (abiotikus) stresszek esetén
(1d. pl. Mittler et al., 2022).

ROS-nak tekinthetdk a parositatlan elektronnal rendelkezd oxigén szabadgyokok,
pl. a szuperoxid (O,7), hidroxilgyok (OH"), valamint az olyan molekuldk, mint a hidrogén-
peroxid (H,O,) és a szinglett oxigén (102), amelyekbdl tovabbi reakcidik sordn szabad
gyokok képzddnek. A szuperoxid molekuldris oxigénbdl keletkezik egyelektronos
redukcidval, mérsékelten reakcidképes, rovid életidejli (felezési ideje kb. 1-4 ps)
szabadgyok (Mittler, 2017; Po6r, 2020). Nem képes a membrianokon keresztiili diffuziora,
de protondlt formdja, a hidroperoxil (perhidroxil) gyok (HO;"), lipid kozegben
oldékonyabb. A szuperoxid — és éaltaldban a tobbi ROS is — kozvetleniil hidrogén-
peroxidda redukélédik, ez lehet spontdn (enzimes katalizis nélkiili) folyamat, de egy
antioxiddnsnak tekintheté enzimcsoport, a szuperoxid-dizmutdzok (SOD) segitségével is
végbe mehet (Elstner, 1982; Halliwell és Gutteridge, 2015). A H,0, az egyik legstabilabb
ROS (felezési ideje kb. 1 ms), semleges toltésli, emiatt kevésbé reakcioképes molekula
(Halliwell, 2006; Halliwell és Gutteridge, 2015), amely akvaporin fehérjék segitségével a
membréanokon is képes atjutni (Pastori és Foyer, 2002; Fox et al., 2017). A sejtekben levd
H,0, spontdn dton vagy egy antioxidans enzim, a katalaz enzim segitségével vizzé (H,O)
€s molekuléris oxigénné (O,) alakul at (Elstner, 1982; Halliwell, 2006). A H,0, az un.
Fenton reakciéban réz- vagy vas ionokkal (Cu*, Fe®") reagélhat, a hidroxilgysk (OH")
keletkezése mellett. Az OH’ az egyik leginkdbb reakcidképes ROS (felezési ideje kb. 1 ns),
amely gyakorlatilag a sejtben levd 0sszes molekuldval (nukleinsavak, fehérjék, lipidek)
reagalhat (Halliwell, 2006; Gill és Tuteja, 2010).

Ha a ROS mennyisége tartésan a novény daltal tolerdlhaté szint folé emelkedik,
oxidativ stressz alakul ki, amelyet a ROS és a sejt antioxiddns védelmi rendszere kozotti
egyensuly megsziinése okoz, a ROS koncentracidjdnak szabdlyozdsa ugyanis dontden az
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antioxidédns rendszer feladata (Elstner, 1982; Barna et al., 2003a; Foyer és Noctor, 2005;
Lehmann et al., 2015). Az antioxiddnsok lehetnek enzimek (pl. SOD, kataldz, 1d. fent), de
nem enzimatikus vegyiiletek is (pl. glutation és aszkorbinsav). A ROS semlegesitésében
fontos szerepet jatszik az tun. aszkorbat—glutation ciklus. Az aszkorbinsav oxidalt
formdjabol (dehidro aszkorbinsav, DHA) a dehidroaszkorbat-reduktiz (DHAR)
katalizisével, a glutationb6él (GSH) szdrmazé elektron felvételével regenerdlddik
aszkorbinsavva. Az oxidalt glutationt (GSSG) a glutation-reduktdz (GR) redukélja, a
folyamatban a redukdl6 er6 végsd soron a NADPH-bdl szarmazik (Alscher et al., 1997;
Gullner és Koémives, 2006). Hangstilyozandd, hogy a sikeres antioxiddns védelemben a
redukalt aszkorbinsav és glutation megfeleld ardnya — és nem a mennyiségiik — fontosabb
(Noctor és Foyer, 1998).

ROS és a novényi betegség rezisztencia

Az utébbi kozel 40 évben egyre intenzivebben kutattdk a ROS, elsOsorban a
szuperoxid (0,7) és hidrogén-peroxid (H,0,), szerepét az allati (humdn) immunitasban és
a novényi betegség rezisztencidban, dontden két okbol. Egyrészt tisztazddott az 4llati
fagocitézis és a ROS felhalmozdédas kozotti ok-okozati kapcsolat (Morel et al., 1991;
Segal, 2008). Masrészt kideriilt, hogy a ROS felhalmozddas tipikus és funkciondlis
velejardja a novényi betegség rezisztencidnak (1d. pl. Baker és Orlandi 1995; Delledonne et
al., 2001; Torres et al., 2002; Shang et al., 2010; Torres, 2010; Dubiella et al., 2013;
Mittler et al., 2022).

Az 1980-as években Doke (1983a, b) tittord felfedezése igazolta, hogy a burgonya
hiperszenzitiv sejthaldllal jar6 rezisztencidja (HR) egy oomicéta kérokozoval
(Phytophthora infestans) szemben specifikusan egyiitt jar egy ROS, a szuperoxid
felhalmozddéasaval, amely késObb hidrogén-peroxiddd alakul. Doke és Ohashi (1988) egy
hasonl6 jelenségre hivtdk fel a figyelmet a dohdnynak egy virus patogénnel (TMV)
szembeni HR-tipusu rezisztencidjdban. A novények baktériumos fertdzésével szembeni
rezisztencia (HR) kialakuldsdban a ROS (szuperoxid) szerepét els6ként magyar kutatdk
igazoltdk (Adam et al., 1989). Kés6bb kideriilt, hogy egy masik novény-baktérium
kapcsolatban (A. thaliana - Pseudomonas syringae pv. tomato) a H;O, gyors
felhalmozddésa figyelhetd meg (Alvarez et al., 1998).

A fenti eredmények alapjan nyilvanvaléva vélt, hogy a novényekben a ROS
nemcsak abiotikus, hanem biotikus stressz (kérokozéd fert6zés) soran is fokozottan
termelodnek és a novényi rezisztencia vdlaszok kulcsfontossdagii komponenseinek
szamitanak. A ROS (elsésorban H,0,) képzddés hozzdjarul a kérokozo behatoldst gatld
novényi sejtfal-vastagoddsok (papilldk) kialakuldsédhoz ugy, hogy 1/ a sejtfalban levd
glikoproteinekben keresztkotéseket hoz 1étre (Bradley et al., 1992), 2/ a lignin és szuberin
polimerek sejtfali bioszintézise sordn a prekurzorokban oxidativ keresztkotéseket indukal
(Thordal-Christensen et al., 1997). Emellett a ROS kozvetlen antimikrobialis hatast is
kifejt (a kérokozokat gétolja), amit in vitro és in planta is kimutattak (Averyanov és
Lapikova, 1988; Peng és Ku¢, 1992; Kirdly et al. 1993). Ugyanakkor a ROS részt vesz a
védekezési gének aktivdldsat és mds novényi védekezési folyamatokat eldsegitd
jelatvitelben, pl. transzkripciés faktorok szabalyozdsaval redox véltozdsokon keresztiil
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(Mou et al., 2003; Pandey, és Somssich, 2009) vagy egyéb jelatviteli komponensekkel
torténd interakciok altal, mint pl. foszforilacios kaszkadok (Kovtun et al., 2000; Dubiella et
al., 2013) és a szalicilsav (Chen et al., 1993; Torres et al., 2006; Herrera-Vasquez et al.,
2015). A ROS hozzdjarulhat olyan fitoalexinek és mas novényi masodlagos anyagcsere
termékek szintéziséhez is, amelyek szerepet jatszhatnak a kérokozo gétlasban (Lamb and
Dixon 1997; Thoma et al. 2003). Végiil, de nem utols6sorban a ROS felhalmozddésa
szorosan Osszefiigg a hiperszenzitiv (lokdlis sejthaldllal kisért) betegség rezisztencidval
(HR) (Doke 1983a, b; Doke és Ohashi 1988; Addm et al. 1989; Levine et al. 1994; Alvarez
et al. 1998; Lukan et al., 2020). A HR nemcsak a kérokozé gétlashoz jarulhat hozza,
hanem tovébbi lokalis és szisztemikus védekezési vélaszokat is indukdalhat (priming, LAR
és SAR, targyaldsukat 1d. kordbban).

A ROS (és antioxiddnsok) novényi korfolyamatban jatszott szerepe alapvetden
kiilonbozhet az Gn. biotréf és nekrotréf kérokozok fertézésekor. A biotréf kérokozdknak
(gombdk: pl. lisztharmatok, peronoszpérak, rozsdak, valamint a virusok és fitoplazmak)
€10 novényi sejtekre van sziikségiik, hogy a gazdaszervezet tdpanyagait felhaszndlhassak.
Biotréf kérokozok fertézésekor a fogékony gazdandvény antioxidans kapacitdsa fokozott
mértékli (pl. SOD és aszkorbat-peroxiddz aktivitds, glutation, aszkorbinsav termelés), igy
jelentdsen csokken a ROS-felhalmozddas €s ezért feltehetden a korokozo gatlasa is (El-
Zahaby et al., 1995; Vanacker et al., 1998; Mittler et al., 1998; Harrach et al., 2008). Ezzel
szemben a nekrotréf kérokozok (pl. Botrytis cinerea, Fusarium culmorum, Alternaria
brassicicola), tobbek kozott toxinjaik és sejtfalbonté enzimjeik segitségével, ROS
termelést — €s csokkend antioxiddns kapacitast — indukélnak, ezdltal a novényi sejteket
roncsoljdk, hogy hozzdjussanak a sziikséges tdpanyagokhoz (Govrin és Levine, 2000;
Able, 2003; Barna et al., 2012; Harrach et al., 2013; Spanu és Panstruga, 2017; Kdman-
To6th et al., 2019). Mindezek ellenére a nekrotréf (és hemibiotrdf) patogének is érzékenyek
a ROS gitlo hatasdra. Ennek oka feltehetden az, hogy egyrészt — a hemibiotréfokhoz
hasonléan — a nekrotr6f gombék patogenezisében is van egy kezdeti, igen rovid, biotrof
szakasz, amikor a koérokozd sajit effektorai segitségével gitolja a gazdandvény ROS
termelését (Rajarammohan, 2021; Veselova et al., 2021), masrészt a nekrotréf fazisba valo
atmenetkor a kérokoz6 maér a sajat antioxidans aktivitasat fokozhatja, de emellett a novényi
antioxidansokat gatolja (Blackman és Hardham, 2008).

NADPH-oxidazok ROS termelése: hatas a novényi betegsée rezisztenciara

Eukariota (ndvényi és dllati) szervezetekben a ROS termelésért elsdsorban a plazma
membrinhoz kotott NADPH-oxiddz enzimek feleldsek. A NADPH-oxid4dzok leginkédbb
stresszek és korokozok hatdsara aktivdlédnak, az éltaluk kozvetleniil generdlt ROS, a
szuperoxid (O,7), a kérokozé elolésében/limitaldsdban és a (ndvényi) betegségrezisztencia
jelatvitelében is szerepet jatszik. Kozel 40 éve egy japan kutatdcsoport (Doke, 1985; Doke
€s Miura, 1995) P. infestans-szal fert0zott rezisztens burgonyagumok plazmamembran
frakcigjaban, novényekben elséként igazolta egy NADPH-fiiggd és szuperoxid-generdld
enzim mukodését. Novényekben a NADPH-oxidaz enzimeket, ill. a kédolé géneket az
emldsok fagocitdiban miikodo, Un. respiratory burst (,,1égzési robbands™) folyamataban (a
koérokozok elimindldsaban) részt vevd NADPH-oxiddz alegységgel (gp9lphox) vald
hasonlésag alapjan fedezték fel (Groom et al., 1996; Keller et al., 1998; Torres et al.,
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1998). Ezek alapjan a NADPH-oxid4z gének/fehérjék dltalanosan haszndlt roviditett neve
az RBOH.

NoOvény-koérokozé kapcsolatokban a NADPH-oxiddzok miikddése szorosan
Osszefiigg a sejtmembrdanhoz kotott ROS (szuperoxid és a beldle képzddé H,0,)
termelésével (Suzuki et al., 2011; Marino et al., 2012; Hu et al., 2020). Nicotiana
benthamiana-ban két RBOH gén (NbRBOHA és NbRBOHB) csendesitése a ROS
felhalmozddas csokkenéséhez és a P. infestans-szal szembeni rezisztencia elvesztéséhez
vezetett (Yoshioka et al., 2003). Kimutattdk azt is, hogy Alternaria brassicicola-val
fertdzott ladfliben (A. thaliana) az AtRBOHD gén, ill. enzimfehérje a gomba 4ltal
karositott novényi sejtekben elhaldast (ROS felhalmozddast) okoz, mig a szomszédos
sejtekben gatolja az elhalast (Pogany et al., 2009). Biotr6f kérokozok (pl. lisztharmatok)
esetében a NADPH-oxiddz (RBOH) gének mukodésének hidnya fokozza a ndvény
fogékonysagat, ezt tobb gazdanovénynél is kimutattak, tobbek kozott ludfii/Golovinomyces
cichoracearum (Berrocal-Lobo et al., 2010) és arpa/Blumeria graminis f. sp. hordei (Proels
et al. 2010; Pereira Torres et al., 2017) gazda-kérokozé kapcsolatban. Ezek szerint
novényekben a NADPH-oxidaz fiiggd ROS termelés ténylegesen szerepet jatszhat a biotrof
koérokozok gatlasdban, amelyhez hozzdjarulhat a nvényi lokdlis sejt/szoveti elhalds (HR),
ill. a megtdmadott gazdasejtek papilla képzése (sejtfal-vastagoddsok) (Kirdly et al. 1993;
El-Zahaby et al., 2004; Proels et al. 2010). Nekrotréf kérokozok fertdz€sénél viszont a
novényi NADPH-oxidaz gének mutacidja gyakran fokozza a rezisztenciat, ez figyelhetod
meg pl. A. brassicicola-val fertézott ladftiben és Botrytis cinerea-val fertézott N.
benthamiana-ban (Asai és Yoshioka, 2009; Pogény et al., 2009). A NADPH-oxidazok altal
termelt ROS feltehetden segiti a novény nekrotréfok altali kolonizacidjat, a megtadmadott
gazdasejtek elhaldsanak eldsegitésével (Govrin és Levine, 2000; Barna et al., 2012).

ROS felhalmozodas, jol idézitve — hatékonyabb, tiinetmentes rezisztencia?

A ROS-nak a novény-kérokozo kolcsonhatdsokban alapvetden kettOs szerepe van:
1/ nagy koncentraciéban novényi sejthaldlt okozhat, de a kérokozokat is elolheti/limitélja,
erds toxicitdsa miatt (Halliwell és Gutteridge, 2015), 2/ alacsonyabb koncentriciéban a
fertdzési helyekkel szomszédos egészséges sejtekben jelatvivoként indukdlja a védekezési
valaszokat, tobbek kozott az antioxiddnsok és a patogenezissel kapcsolatos (PR)
gének/fehérjék aktivilasaval (Levine et al., 1994; Dat et al., 2000; Pogany et al., 2009;
Torres et al., 2005, 2006).

ROS (H,O,) tidltermeld transzgenikus novények baktériumos és gombads
fertdzésekre 1is rezisztencidt mutatnak. Egy gomba gliik6z-oxiddz gént kifejezo,
konstitutivan H,O,-t termeld transzgenikus dohany-, burgonya- és kaposztandvények
rezisztenssé valtak kiilonféle novénykorokozé baktériumokkal (pl. Erwinia carotovora ssp.
carotovora) szemben, elsOsorban a baktériumok hatékony gétldsa és/vagy elolése miatt
(Chamnongpol et al., 1998; Wu et al., 1995; Lee et al., 2002). Mds, H,O,-t termelésért
felelds gének (pl. GLP-1, oxaldt-oxiddz) kifejeztetése lidfiiben (A. thaliana) rezisztenciét
eredményezett gyokér korokozo gombdkkal (Verticillium longisporum, Rhizoctonia solani)
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szemben (Knecht et al., 2010), ill. paradicsomban a Botrytis cinerea fertdzésére (Walz et
al, 2008).

A fentiek alapjdn a (transzgenikus) gazdandvény altal méar a fertézés kezdetén,
idoében termelt ROS-nak (pl. H,O,) meghataroz6 szerepe lehet a patogének gatlasidban, ill.
elolésében. Ezt eldszor Jordan és munkatdrsai (1992) igazoltdk, amikor kimutattdk, hogy
egy szuperoxidot generdl6 dgenssel (riboflavin €s metionin) elokezelt burgonya levelekben
jelentdsen visszaszorulnak a P. infestans fert0zés altal okozott betegség tiinetek. Késdbbi
eredmények szerint lisztharmatra (B. graminis f. sp. hordei A6) fogékony arpidban (Mlo
genotipus) rezisztencia indukdlhatd, ha a novényeket S0 mM H,0,-dal vagy ROS-képzo
agensekkel kezelik (Hafez és Kiraly, 2003). Ha a ROS-kezelés az inokulacié utdn korédn (1
nappal) tortént, tiinetmentes rezisztencia alakult ki, mig HR-tipusu lokélis 1ézidk
(sejt/szovethaldl) jelentek meg, ha a ROS-kezelés az inokuldci6é utdn késobb (3 nappal)
tortént. Erdekes, hogy a lisztharmattal szemben HR-tipusd rezisztencidt mutaté drpa
(Mlal2 genotipus) a korai ROS-kezelésre szintén tiinetmentes rezisztenciat adott, mig a
késdi ROS-kezelésre fokozott HR-nekrézissal reagélt (a HR-1€zidk nagyobb szdmban
jelentek meg). Hasonl6 jelenséget (tiinetmentes rezisztencia indukdldsa korai ROS-
kezelésre, és HR megjelenése késobbi ROS-kezelésre) tapasztaltak egyéb gomba- és
baktérium kérokozokkal fertdzott drpadban €s mas novényekben is (El-Zahaby et al., 2004).

A fertfzott novény jol idozitett (korai) ROS termelésének szerepe a hatékony
(gyors és tiinetmentes) rezisztencia kialakitdsaban virusfertdzések esetében is
val6sziniisitheté. Evtizedek Gta ismert, hogy a ROS, elsGsorban a szuperoxid és a beldle
képz6d6 H,0O,, viszonylag korai (az inokuldci6 utdn 6-10 O6rdval észlelhetd)
felhalmozdédasanak meghataroz6 szerepe van a novényi virusokkal (TMV) szembeni HR-
tipusu rezisztencidban (Doke és Ohashi, 1988; Rossetti és Bonatti, 2001). A ROS patogén-
limitdl6 hatdsai fokozottan érvényesiilhetnek virusos fertdzéseknél, hiszen ezek a
biotréfnak tekinthetd korokozok a gazdasejtek intracelluldris terébe jutnak be, ahol a
citoplazmaval és a sejtalkotokkal (pl. kloroplasztisz, mitokondrium) kozvetleniil
érintkeznek. Ennek megfelelden a fert6zott ndvény antivirdlis védekezési vdlaszai
nagymértékben tdmaszkodnak a sejten beliili, ROS-termeléssel kapcsolatos biokémiai
folyamatokra (Herndndez et al., 2016; Kiinstler et al., 2016; Kuzniak és Kopczewski,
2020). Kompatibilis (fogékonysagot eredményezd) virusfertdzések gatolhatjdk a
kloroplasztiszokban a II. fotokémiai rendszer (PSII) oxigéntermeld komplexének fehérjéit
(PsbO, PsbP és PsbQ), ezaltal a ROS termelést is csokkenthetik (Rahoutei et al. 2000;
Abbink et al., 2002; Lehto et al. 2003; Perez-Bueno et al. 2004; Di Carli et al. 2010;
Manfre et al., 2011; Balasubramaniam et al., 2014; Kong et al. 2014; Bobik és Burch-
Smith, 2015). Mindez azt mutatja, hogy egy virus dltal megtdmadott ndvényi sejten beliil —
tobbek kozott a kloroplasztiszokban végbemend — korai ROS termelés meghatirozo lehet a
sikeres rezisztencia kialakuldsdban.

Novényekben a virus rezisztencia sok esetben a HR-re jellemzd sejt/szovethaldl
nélkiil is hatékony lehet, ilyen az un. extrém rezisztencia (ER), amely nemcsak
tiinetmentes, hanem a kérokozo replikacidjat/terjedését is szinte teljes mértékben gétolja
(targyalasét 1d. kordbban). Az ER a tiinetes (HR-tipust) virus rezisztencidnal gyorsabban
alakul ki, azaz a korokozé gitldsa az ER-nél hamarabb torténik, mint a HR-nél
(Bendahmane et al., 1999; Cooley et al., 2000; Sekine et al., 2008). Ennek egyik oka a
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ROS (a szuperoxid és a beldle képz6dé H,O,) korai felhalmozddasa lehet, ahogyan ezt
Bendahmane és munkatarsai (1999) mar tobb, mint 20 éve feltételezték. Azota ismertté
valt, hogy a H,O, az RxI gén altal meghatarozott, PVX elleni ER-nek egy lehetséges
komponense — a PVX effektorat (kopenyfehérje) rezisztens novényekbe juttatva az Rx1
aktivalasat (,,ER”) kovetd 1-2 6ran beliil megnétt a H,O, szintje (Knip et al., 2019).
Mindezek ellenére tovabbra is tisztdzatlan maradt, hogy virusfert6zéseknél a ROS
felhalmozddas megfeleld idozitésének van-e tényleges szerepe abban, hogy a rezisztencia
kordbban (tiinetmentesen) vagy késobb (HR-tipusi sejthaldllal egyiitt) alakul ki?

Ha a korai ROS felhalmoz6dds a novényi betegség rezisztencia meghatirozé
tényezdje, akkor a patogenezis el0rehaladott szakaszaban észlelhetd, gyakran intenziv ROS
termelés feltehetéen azt tiikkrozi, hogy a gazdandvény késOn, de mar sikerteleniil
probalkozik a rezisztenciét indukdlni. Egy hemibiotr6f gombéval, a Bipolaris sorokiniana-
val fertdzott, fogékony 4arpaban a nekrotikus foltok koriili egészséges sejtek
kloroplasztiszaiban nagy mennyiségli szuperoxid detektdlhaté (Schifer et al., 2004).
Ugyanakkor a szilvahiml6 virusra (Plum pox virus, PPV) fogékony kajszibarack fajtak
szisztemikusan fertdzott leveleinek apoplasztjdban nagymértékben felhalmozdédik a H,O,
(Diaz-Vivancos et al., 2006; Hernandez et al., 2006). A PPV-vel fert6zott, erdsen
klorézisos levelekben tapasztalhaté szisztemikus ,,H,O, robbands” is arra utalhat, hogy a
gazdanovény késon és sikerteleniil probalja a szisztemikus szovetekben a rezisztenciat
indukdlni. Feltehetden ehhez hasonlé folyamat jatszédik le CMV-vel szisztemikusan
fertézott dohdnyban is, ahol a mozaikos levelek virusmentes, Un. zold szigeteiben nagy
mennyiségl szuperoxid akkumulalédik (Shang et al., 2010).

A fentiek alapjan nyilvanvalonak tlinik, hogy a ROS felhalmozédas megfeleld —
korai — idOzitése a novényi betegség rezisztencia (egyik) meghatdrozé tényezdje lehet.
Ennek megfeleléen a fertdzott novény még a patogenezis késdi szakaszdban is
megprobdlja a koérokozot géatolni olyan folyamatok segitségével, amelyek ROS
felhalmozddassal jarnak.

ROS hulldmok és a novényi betegség rezisztencia dtvitele oltdssal

Novényekben a fokozott ROS termelés, ill. felhalmozddas nemcsak a fert6zés
helyén (lokdlisan) jatszik szerepet a rezisztencia (pl. HR) indukdldsdban. Maga a HR-
tipusu rezisztencia az egyik fo kivaltdja a szisztemikus szerzett rezisztencidnak (SAR,
targyaldsat 1d. kordbban) (Chen et al.. 1993; Gaffney et al.. 1993; Vlot et al., 2009). A
ROS, a szalicilsavval (SA) egyiitt viszont meghatiroz6 szerepet jitszik a SAR
kialakitdsdban, egymds hatdsit kolcsonosen erdsitve (ROS-SA; SA-ROS) (Durrant and
Dong 2004; Vlot et al.,, 2021). Ugyanakkor a ROS kozvetlen szerepét a szisztemikus
jelatvitelben pl. a SAR sordn sokdig kérdésesnek tartottdk, két okbdl: 1/ a ROS érzékenyek
az antioxidansokra, 2/ a ROS rovid életidejtiek €s in planta terjedésiik is erésen korlatozott
(0,7: 30 nm; H,O,: 1 um; OH™: 1 nm) (Mittler, 2017; Po6r, 2020).

Ujabb kutatdsok szerint a novényi szoveteket ér6 abiotikus stressz (erés fény, hé,
hideg, s6- €s mechanikai stressz) fokozott, lokdlis ROS termelést vélt ki és egyben egy
szisztemikus, autopropagativ, ROS felhalmozd6dasi hullamot indukal, amely a stressznek
kitett szovetbdl a ndvény tavoli részeire akar 8,5 cm/perc sebességgel terjedhet at (Miller et
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al., 2009; Mittler et al. 2011, 2022; Gilroy et al. 2014; Fichman és Mittler, 2021). Ez a
NADPH-oxiddaz (RBOHD) fiiggd ROS hulldam voltaképpen nem a ROS diffuzigjat jelenti,
hanem a szomszédos sejtekben a ,ROS érzékelés, termelés, transzport” 4allapot
tovaterjedését (Mittler et al., 2022): minden sejt aktivdlja a sajit RBOHD enzimjét, a
képz6do szuperoxidbdl az apoplasztban keletkezd H,O, eljut a kovetkezd sejtig, amelyben
azt a megfeleld receptor érzékeli, és a folyamat kezdddik elolrdl.

Az autopropagativ, szisztemikus ROS hulldmok feltehetéen a novényi betegség
rezisztencia kivaltdsa sordn is miikodnek, ezt mar régebbi kutatdsi eredmények is
valészinlisitik. Burgonyagumok kezelése korokoz6 elicitorral a tavoli, kezeletlen szovetben
ROS felhalmozd6dést indukalt (Park et al., 1998). Ha dohany és ludfli (A. thaliana)
leveleket rezisztenciat indukdlé virus vagy baktérium patogénekkel fertdzték, a felsd
levelekben a ROS koncentraci6 megemelkedését egysejtes elhaldsok (,,mikro-HR”)
kialakuldsa kovette, ami a SAR kialakuldsanak sziikséges feltétele (Alvarez et al., 1998;
Fodor et al., 2001). Egy késébbi kutatds mar egy baktérium rezisztencia kialakitdsdhoz
sziikséges ROS hulldam miikodésérol szamol be (Dubiella et al., 2013), ahol a névény
PAMP vagy ROS kezelésével aktivdlnak egy kalcium-fiiggd kindzt (CPKS5), amely az
RBOHD fehérjét in vivo is aktivdlja (foszforildlja). Ez a jelatvitel (ROS hullam) végiil a
tdvolabbi szovetekben is fokozott ROS szintézishez és a P. syringae pv. tomato DC3000
baktériummal szembeni rezisztencidhoz vezetett (Dubiella et al., 2013).

A kertészeti oltdssal atvihetd novényi betegségrezisztencidval kapcsolatban az
elmult évtizedekben sokféle eredmény sziiletett, de ezek a munkdk leginkdbb a talajban, a
gyokérzetet karositd betegségek elleni védekezésrol szamolnak be (Wutscher, 1979; King
et al., 2008; Mudge et al., 2009 Louws et al., 2010; Al-Mawaali et al., 2012). Ijjabb
kutatdsok szerint viszont az oltdssal atvitt rezisztencia a leveleket karosit6 gombds,
baktériumos és virusos betegségekkel szemben is hatdsos lehet. Oltassal sikeriilt
rezisztenciat elérni a rdoltott (,,nemes”) novényi részben pl. dinnyében és uborkiban
lisztharmat (Podosphaera xanthii) és peronoszpéra (Pseudoperonospora cubensis) ellen
(Sakata et al., 2006; Louws et al., 2010; Kousik et al., 2018) valamint djabban kavéban
(Coffea arabica) a kavérozsdaval (Hemileia vastatrix) szemben is (Couttolenc-Brenis et
al., 2021). Hasonldan sikeres volt a rezisztencia oltdssal torténd atvitele a novény (oltvany)
fold feletti részébe virusos és baktériumos betegségeknél is (Vuli¢ et al., 2013; Zhao és
Song, 2014; Chen et al., 2020; Manickam et al., 2021).

A fent emlitett eredmények olyan, oltdssal datvihetd jelatviteli molekuldk
milkodésére utalnak, amelyek a rdoltott novényi részben betegségrezisztencidt
indukdlhatnak. A jelenség lehetséges biokémiai/genetikai mechanizmusa azonban még
részben ismeretlen, ugyanis jelenleg nem ismeriink olyan védekezési folyamatot, amely az
oltdssal 4tvihetd betegség rezisztencia minden esetéért felelds lehet. Egyes
virusfertdzéseknél igazoltdk, ill. valoszinlsithetd a virus eredetii kis interferdld RNS-ek
(siRNS) jelatviteli szerepe (Zhao és Song, 2014; Spano et al., 2017; Chen et al., 2020).
Mis adatok szerint a novényi betegségek elleni védekezésben fontos szerepet jatszo
fenilalanin-ammonia-lidz enzim szubsztratjainak (n6vényi fenolvegyiiletek) koncentracidja
nem feltétleniil korreldl az oltassal atvitt betegségrezisztencidval (Guan és Zhao, 2012;
Wallis et al., 2013), de egyes védekezési — pl. PR és sebzésssel, ill. oxidativ stresszel
kapcsolatos — gének expresszidja viszont igen (Spano et al., 2020; Couttolenc-Brenis et
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al., 2021). Oltott zoldségekben és dinnyében az abiotikus stresszekkel szembeni fokozott
ellendllé képesség nagyobb antioxiddns enzimaktivitdsokkal és szalicilsav felhalmozdssal
jarhat egyiitt, mint a sajat gyokerli névényekben (He et al. 2009; Wei et al. 2009; Guan és
Zhao 2012; Shu et al., 2016; Cheng et al., 2021). Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a
ROS - felhalmozddas, ill. az alanybdl a rdoltott novényi részbe terjedé6 ROS hulldmok is
hozzijarulhatnak az oltott novények fokozott stressz tliréséhez, ill. betegség
ellendllésdgahoz. A megfelelden iddzitett, korai ROS akkumuldcid, ill. ROS hulldimok
szerepe az oltassal atvihetd (tlinetmentes) ndvényi betegség rezisztencidban azonban sajat
kutatdsaink kezdetéig (2013-14) még nem tisztazddott.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt novények, novénynevelés és kezelések, korokozok és kimutatasuk

Felhasznalt novények, a novénynevelés koriilményei

Az N. clevelandii, N. glutinosa és N. bigelovii ndvényeket amerikai kutatdsi
partneriinktdl (James Schoelz, University of Missouri, USA) kaptuk.

Az N. edwardsonii (n = 34) egy olyan amfidiploid (allotetraploid) fajhibrid,
amelyet az N. glutinosa (n = 12) és N. clevelandii (n = 24) keresztezésébdl hoztak 1étre
(Christie, 1969; Christie és Hall 1979). Az N. edwardsonii fajhibridet — ugyanazokbdl a
sziil0kbdl — udjraszintetizaltuk, az aj hibrid az N. edwardsonii var. Columbia (n = 36),
amely a teljes kromoszéma garnitirat tartalmazza (Cole et al., 2001). A szintézis menete a
kovetkezd volt: N. glutinosa (Q) és N. clevelandii (3) keresztezésébdl kapott F; novények
virdgait a termékenység helyredllitasa (kromoszomaszdm megduplazasa) érdekében
kolhicinnel kezeltiik. A kolhicines kezelés Gland (1981) mddszere alapjan tortént, kis
valtoztatassal: kolhicines oldattal (0,05% kolhicin, 5% etanol, 0,5% dimetil-szulfoxid)
atitatott vattadugdkat helyeztiink a fiatal virdgbimbdkra, a kezelést 24 o6ra milva
megismételtiik majd 2 nap mulva befejeztiik. Az egyik kolhicinnel kezelt F; novényen 2
virdg lett termékeny, az ezekbdl szarmazé magokbdl 5 db F, egyedet neveltiink fel,
amelyek habitusa egységes volt. Az F, novényeket ontermékenyitve a kapott F3 genericio,
€s a tobbi nemzedékek is, termékenyek voltak, az F, generdci6éhoz hasonld egységes
habitussal. Az N. edwardsonii var. Columbia (9) novényeket Kereszteztik az N.
clevelandii-vel (J) is, a reciprok keresztezés hasonlé habitusi F; és F, generéciot
eredményezett. A fent emlitett Nicotiana gazdandvények és hibridjeik magjat vetés elbtt, a
dormancia megtorése (jobb kelés) érdekében 15-20 percig 2 %-os natrium-hipoklorit
oldatban aztattuk, Burk (1957) leirdsa szerint.

A dohany (Nicotiana tabacum) tobb fajtdjat, ill. vonaldt is hasznaltuk
kisérleteinkhez.

Az N. tabacum cv. Samsun harom vonaldval dolgoztunk: az nn genotipus (cv.
Samsun nn) a dohdny mozaik virusra (Tobacco mosaic virus, TMV) fogékony, mig az NN
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genotipus (cv. Samsun NN) a TMV-re rezisztens, mivel tartalmazza az N rezisztencia gént.
A cv. Samsun NN-t Bernd Zechmann (University of Graz, Ausztria) jovoltdbol
haszndlhattuk. A burgonya X virus (Potato virus X, PVX) ellen haté Rx/ rezisztencia gént
kifejez0 transzgenikus dohanyt (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1) (Bendahmane et al.,
1999) Peter Moffett-t6] (University of Sherbrooke, Kanada) kaptuk.

Az N. tabacum cv. Xanthi NN is tartalmazza az N rezisztencia gént — ez egy masik,
TMV-re rezisztens vonal, amellyel dolgoztunk.

Az N. tabacum cv. SR1 vadtipusu és két transzgenikus vonaldt (C8 és F9) is
hasznaltuk: az utébbiak egy lucerna ferritin gént (MsFer) fejeznek ki (Dedk et al., 1999).
Az SR1 dohédny vonalakat Dudits Dénes (SzBK, Szeged) bocsijtotta rendelkezésiinkre. A
cv. Samsun NN Rx1 dohdnyokat (Id. fent) (%) kereszteztik a két ferritin tdltermeld
dohédnnyal (cv. SR1 C8 és F9) valamint a vadtipusi SR1 vonallal (J), a reciprok
keresztezések hasonld habitusi F; generdciokat eredményeztek. A kapott F; novényekben
a megfeleld transzgének (StRx1, MsFer) meglétét és mikodését szemikvantitativ RT-PCR-
rel ellendriztiik (Kirdly et al., 2021).

A tarlérépat (Brassica rapa var. rapa) amerikai kutatdsi partneriinktdl (James
Schoelz, University of Missouri, USA) kaptuk.

A burgonya (Solanum tuberosum) két fajtajat hasznéltuk (cv. Hopehely és cv.
White Lady), amelyek Magyarorszagon kereskedelmi forgalomban beszerezhetok.

A sz016 (Vitis vinifera) két fajtdjat hasznaltuk (cv. Nimrang és cv. Kishmish
vatkana), ezeket Kozma Palt6l (Pécsi Tudomédnyegyetem) kaptuk.

Az éltalunk haszndlt étkezési paprika (Capsicum annuum cv. Totdl) és
cseresznyepaprika fajta (Capsicum annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) Magyarorszagon
kereskedelmi forgalomban beszerezheték. A paprikdk egymadsra oltdsa 8 hetes korban
tortént dgy, hogy az alany és nemes novényeket sziklevél folott 45 fokos szdogben
borotvapenge segitségével elvigtuk, majd az egyszerli pérositds elvét kovetve a cv.
Szentesi cseresznyepaprika gyokér részét (sziklevéllel) és a cv. Totdl novény sziklevél
folotti részét egy olt6 klipsz segitségével egymdsba helyeztiik. Az oltvanyokban két hetes
akklimatizalast (25 °C, 90% relativ pératartalom) kovetden az oltdsi eredés kb. 65%-os
volt (1d. Albert et al., 2017).

Az arpa (Hordeum vulgare) Ingrid fajtdjanak vadtipusat (Mlo genotipus) és két,
kozel izogén vonalat (Mlal2 és mlo5 genotipus) Ralph Hiickelhoven (Technical University
of Munich, Németorszdg) bocsijtotta rendelkezésiinkre. A kozel izogén arpa vonalak
eléallitasat korabban leirtak (1d. Harrach et al., 2008 és a benne tovabbi hivatkozasokat).

Az altalunk hasznélt cv. Botond arpa valamint két buzafajta (Triticum aestivum cv.
Buzogény és cv. MV-Emma) Magyarorszagon kereskedelmi forgalomban beszerezhetok.

A felhasznélt kétszikli novényeket tiveghazi koriilmények kozott neveltiik (18-23
°C, 16 ¢ras fotoperiédus, 160 pmol m? s’ kiegészitd vilagitassal, 75-80% relativ
paratartalom), 60-70 napig, a paprikat 95-100 napig. Az egyszikli novényeket (biza, arpa)
a nyari félévben az iiveghdzban spontdn megjelend lisztharmat és rozsda miatt elsésorban
novényneveld kamrakban (Panasonic MLLR-352) neveltiik 20-25 napig, ahol a novények 23
°C/20 °C nappali/éjszakai hémérsékleten, 16 6ras fotoperiddus szerint néttek, 110 umol m’
2! fényintenzitds és 50-70% relativ paratartalom mellett.
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A novények Kkezelései (szulfatos tapoldat, hdstressz, ROS-képzé agensek,
antioxidansok)

Az N. tabacum cv. Xanthi NN dohdny szulfat-kezeléséhez (optimalis szulfat
ellatottsagud, [+S] és szulfat-hidnyos [-S] novények) a magokat 3 hétig kvarchomokban
csiraztattuk, majd a kikelt dohdnyokat kvarchomok és vermikulit keverékébe (1:3) iiltettiik
at (a fent leirt koriilmények kozott novényneveld kamraban tartottuk). Az egyik csoport
novény szulfat tartalmi (+S), mig a masik csoport szulfat mentes (-S) Hoagland tdpoldatot
kapott (5 ml/nap). A -S Hoagland tidpoldat a kalcium-szulfat és magnézium-szulfat (2,5
mM CaSO4 x 2 H,O és 1 mM MgSO4 x 7 H,0) helyett kalcium-kloridot (0,86 mM CacCl,)
tartalmazott (1d. Holler et al., 2010 és Kirdly et al., 2012).

Az N. tabacum cv. Xanthi NN dohdny tartés hokezeléséhez a virus (TMV)
inokuldcio el6tt legaldbb 1 héttel a novényeket 30 °C-on tartottuk, noévényneveld
kamrakban (Panasonic MLR-352), 16 6rds fotoperiédus, 150 umol m™s™ fényintenzitds és
50-70% relativ paratartalom mellett.

Az arpa (H. vulgare) cv. Ingrid kozel izogén vonalait (Mlo /vadtipus/, Mlal2 és
mlo5) egy rovid hé-elokezelésnek (hd-sokk) vetettilk ald, Barna et al. (2014) leirdsa
szerint: 7 napos intakt drpandvények leveleit 45 mp-re 49 °C-os vizbe martottuk, a
buzalisztharmat inokulacio6 eldtt 30 perccel.

Az N. tabacum cv. Xanthi NN dohdny hidrogén-peroxiddal (H,O,) torténd
~immunizédldsdhoz” a novényeket a virus (TMV) inokuléci6 eldtt 1 nappal csapvizzel, ill.
5,7,10¢és 12,5 mM H,0,-al permeteztiik (1d. Hafez et al., 2012).

A 30 °C-on tartott N. tabacum cv. Xanthi NN és a normdl hdmérsékleten tartott N.
tabacum cv. Samsun nn dohdnyndl a virus (TMV) fertéz€s utdn 3 nappal, ill. 2 éraval az
inokulalt leveleket sziirOpapirral kibélelt Petri csészébe tettiik, 6 ml ROS-képz6 dgenseket
tartalmazé oldatok egyikébe: 1/ 266 uM riboflavin, 10 mM L-metionin, 2/ 200 U/ml
gliik6z-oxidaz és 2 mM gliikéz, 3/ 25 mM H,0; (I1d. Kiraly et al., 2008).

A PVX fert6zésre haszndlt fogékony dohdnyban (N. tabacum cv. Samsun NN) a
rezisztencia kialakitdsdhoz az inokuldlt levelek egyik felét a virusfertdzés utdn 2 déraval
szuperoxidot (O;7) képzd dgenssel (66 puM riboflavin, 10 mM L-metionin), a maésik
levélfelet pufferrel (10 mM kalium-foszfat, pH=7,8) infiltraltuk, injekcids tii és fecskendd
segitségével (Kirdly et al., 2021).

Az N. tabacum cv. Xanthi NN dohdny antioxiddns kezelésekkel torténd
Limmunizaldsdhoz” a novények inokulélt leveleit a virus (TMV) fert6zés utdn kozvetleniil
szuperoxid-dizmutdzzal (SOD, 3000 U/ml) és kataldzzal (CAT, 5000 U/ml) infiltraltuk,
injekcids tii és fecskendd segitségével, kontrollként csapvizes kezelést hasznaltunk (1d.
Hafez et al., 2012).

A PVX fert6zésre hasznélt extrém rezisztens dohdnyban (N. tabacum cv. Samsun
NN Rx1) a fogékonysag kialakitdsahoz az inokulalt levelek egyik felét a virusfert6zés utan
kozvetleniil SOD-al (3000 U/ml) és CAT-al (5000 U/ml), a masik levélfelet pufferrel (10
mM kélium-foszfat, pH=7,8) infiltraltuk, injekcids tii és fecskendd segitségével (Kirdly et
al., 2021).
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Az arpa (H. vulgare) cv. Ingrid kozel izogén vonalaiban (Mlo /vadtipus/, Mlal2 és
mlo5) a hd-sokknak kitett (Id. fent), ill. normal hdmérsékleten tartott ndvények leveleinek
infiltralasa antioxidans enzimekkel (SOD, 2500 U/ml és CAT, 5000 U/ml) kozvetleniil a
buzalisztharmat inokuldcié utan tortént, injekcids tii és fecskendd segitségével, Hafez és
Kirdly (2003) leirdsa szerint.

Felhasznalt korokozok, a kérokozok kimutatasa
Felhaszndlt kérokozok

A karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 és D4 torzsét
amerikai kutatdsi partneriinkt6l (James Schoelz, University of Missouri, USA) kaptuk. A
CaMV-t tarlérépaban (Brassica rapa var. rapa) tartottuk fenn, az inokulumot a kordbban
leirtak szerint készitettiik (Schoelz et al., 1986; Kirdly et al., 1999). A kisérletekhez
haszndlt Nicotiana gazdanovényeket (N. clevelandii, N. bigelovii, N. glutinosa, N.
edwardsonii, N. edwardsonii var. Columbia) 50-55 napos korban fertdztiik mechanikai
uton CaMV-vel. Az N. edwardsonii-t és N. edwardsonii var. Columbia-t szintén 50-55
napos korban fertdztiik két masik virussal, TMV-vel és TNV-vel is. TNV-vel torténd
inokulaciéhoz az N. tabacum cv. Samsun nn inokulalt leveleit hasznaltuk (1d. lent).

A dohédny mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) U1 torzse valamint a dohany
nekroézis virus (Tobacco necrosis virus, TNV) DEH torzse (Bacso et al., 2016) az ATK
NOVI torzsgytijteményébdl szarmazott. A burgonya X virus (Potato virus X, PVX) Ny
izolatumat (Ahmadvand et al., 2012) Polgar Zsolt (MATE Georgikon Campus, Keszthely)
bocsdjtotta rendelkezésiinkre. A virusokat fogékony dohany novényeken tartottuk fenn
(TMV és TNV: N. tabacum cv. Samsun nn, PVX: N. tabacum cv. Xanthi NN) a fentebb
ismertetett liveghdzi koriilmények kozott. A kisérletekhez hasznalt N. tabacum
gazdanovényeket (cv. Xanthi NN, cv. Samsun nn, cv. Samsun NN, cv. Samsun NN Rx1)
60-70 napos korban fertéztik TMV-vel, ill. PVX-szel. A virus inokuldciéhoz a fert6zott
fogékony novények felsd leveleit mozsarban, csapvizben, abrazivum (karborundum)
hozzdaddsaval dorzsoltiik el (kb. 1 g levél/10 ml csapviz) és az igy nyert inokulummal
mechanikai tuton (levelek bedorzsolése) fertoztiink. A kontroll (,,mock’) inokulalast
karborundumos csapvizzel végeztiik.

A kisérleteinkben haszndlt arpa lisztharmat (Blumeria graminis f. sp. hordei) rasszt
(A6) Ralph Hiickelhoven (Technical University of Munich, Németorszdg) jovoltabol
hasznalhattuk. A bizarozsda (Puccinia triticina, syn. P. recondita f. sp. tritici) T7-es rassza
(El-Zahaby et al., 2004) és a burgonyavész koérokozéjanak (Phytophthora infestans) K-39
izoldtuma az ATK NOVI torzsgytijteményébdl szdarmazott. A biiza lisztharmat (Blumeria
graminis f. sp. tritici), arparozsda (Puccinia hordei) és szO0l0 lisztharmat (Erisyphe
necator) 4ltalunk hasznalt izolatumait az ATK NOVI iiveghdzaibdl gyiijtottiik. Az 4rpa- és
biiza lisztharmatot valamint az arpa- és buzarozsdat fogékony gazdanovényeiken (cv.
Ingrid Mlo érpa, ill. cv. Buzogény buza) tartottuk fenn, névényneveld kamraban (I1d. fent).
A sz0l0 lisztharmat fenntartdsat iiveghdzi koriilmények kozott (Id. fenn) végeztiik a
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fogékony Nimrang sz0l6 (V. vinifera) fajtan. A P. infestans-t szelektiv borsétaptalajon
(PBA, 1d. Kiinstler et al., 2018) tartottuk fenn, 20 °C-os homérsékleten.

A paprika lisztharmatot (Leveillula taurica) egy dél-alfoldi (Szentes) féliasdtorbdl
izolaltuk és fogékony paprika gazdanovényen (cv. Totdl) tartottuk fenn, névényneveld
kamrdban (Id. fent). A lisztharmattal torténd inokuldciét a Zheng és munkatédrsai altal
(2013a, b) leirtak szerint végeztiik, kivéve, hogy a paprika levelekre a lisztharmat-
szuszpenziot (25.000 konidium/ml) egy finom ecsettel vittiik fel.

Korokozok kimutatdsa

A CaMV virionok jelenlétét, ill. a virus koncentraciojat ELISA mddszerrel (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) (Clark és Adams 1977) mutattuk ki a CaMV W260 torzsre
generdlt antitestekkel, a kordbban leirtak szerint (Anderson et al., 1991), mig a TMV és
TNV ELISA-val torténd kimutatdsdhoz Clark és Adams (1977) és Tébids et al. (1982)
modszerét hasznaltuk. A levélmintdkat 0,8% Tween 20-at, 0.2% polivinil-pirrolidont
(PVP) és 0.2% marha szérum albumint (BSA) tartalmazé 50 mM-os PBS (Na- és K-
foszfattal pufferelt NaCl) oldatban (pH=7,4) homogenizéltuk, és 1:10, 1:20 és 1:50
ardnyban higitottuk. A TMV detektdldsahoz Bioreba (Reinach, Svijc), mig a TNV
kimutatdséhoz Loewe (Sauerlach, Németorszag) gyartmdnyd egységcsomagot (kitet)
hasznédltunk, TMV Ul, ill. TNV-E szerotipusra generdlt valamint alkalikus-foszfatdzzal
konjugalt IgG antitestekkel. Az abszorbancia értékeket az ELISA leolvasérdl 405 nm-en,
10, 20, ill. 30 perccel a szubsztrattal (p-nitrofenil foszfat) torténd inkubacié utdn olvastuk
le.

A virusfertozések (TNV, TMV, PVX) szemikvantitativ, ill. kvantitativ reverz
transzkripcids polimerdz lancreakcidé (RT-PCR) médszerrel torténd kimutatasa a ,,Novényi
génexpresszids vizsgalatok™ részben (1d. alabb) lefrtak szerint tortént, mindegyik virus
esetén a kopenyfehérjét (coat protein, CP) kodold gén szekvencidjara tervezett
oligonukleotid primerek (indité szekvenciak) segitségével (0-1. tablazat).

A paprika liszthamat kérokozd (Leveillula taurica) kimutatisahoz a fertdzott és
egészséges (kontroll) novényekbdl teljes novényi DNS-t vontunk ki. A folyékony
nitrogénben lefagyasztott leveleket mozsarban eldorzsoltiik, majd szilikagél membran
oszlopos médszerrel izoldltuk a DNS-t (REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kit, Sigma
Aldrich, Németorszdg). A kivont DNS-bdl valos idejii (real time) kvantitativ PCR
mddszerrel felszaporitottuk a gomba egyik specifikus ITS szekvencidjanak (LtLV) egy
szakaszit. Novényi referenciagénként a paprika aktin génjét (CaAct) haszndltuk (0-1.
tablazat), azaz a lisztharmat gomba LtLV DNS mennyiségét ehhez a génhez, mint
referencidhoz hasonlitottuk (Id. Silvar et al., 2008; Zheng et al., 2013b; Albert et al., 2017).
A kvantitativ PCR-t a reagenst gyarté (KAPA 2x SYBR FAST Universal qPCR Kit,
KAPA Biosystems, USA) utmutatdsa szerint végeztiik, a paprika lisztharmat gomba DNS
mennyiségi kiilonbségeinek szdmszertisitéséhez az dn. komparativ Cr (2*“") médszert
alkalmaztuk (Livak és Schmittgen, 2001; Schmittgen és Livak, 2008) (ld. aldbb a
,NOvényi génexpresszids vizsgalatok™ részt).
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Novényi génexpresszios vizsgalatok

A novényi védekezéssel kapcsolatos gének kifejezddésének vizsgdlatdhoz, ill. a
virusfertdzések (TNV, TMV, PVX) kimutatdsdhoz dohanybdl (Nicotiana spp.), arpabdl és
paprikdbol (egészséges /fertOzetlen/, virus-, ill. kontroll-inokuldlt /,mock™ vagy
lisztharmattal fert6zott levelek) eldszor teljes novényi RNS-t vontunk ki. A folyékony
nitrogénben lefagyasztott leveleket mozsarban eldorzsoltiik, majd az eldorzsolt szovetbdl
(100 mg/minta) szilikagél membrin oszlopos mddszerrel (Plant Total RNA Extraction
Miniprep System, Viogene BioTek, Tajvan, ill. paprikdnal SV Total kit, Promega, USA)
vontuk ki az RNS-t, az egységcsomagokhoz mellékelt utmutatisoknak megfeleléen. A
novényi RNS izoldlds utdn a kapott RNS oldatot eldszor DNazzal (RQ1 RNase-Free
DNase, Promega, USA) kezeltiilk majd mennyiségét és tisztasdgat formaldehid-agar6z gél
elektroforézissel és spektrofotométeren (260 és 280 nm-en) is ellendriztiik.

A génkifejez6dés vizsgalatdhoz, ill. virus kimutatdshoz ezutdn valamennyi névényi
RNS mintdban reverz transzkripciét (RT, azaz cDNS szintézis) végeztiink, mintadnként 1
pg RNS oldat felhasznéldsaval. Az RT reakcidkat a RevertAid™ H™ cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével végeztik, a gyartdé utmutatisanak
megfelelden, egy oligo-dT primer, ill. — virus kimutatdsnal — oligo-dT és a virus
kopenyfehérje génekre (TNV-CP, TMV-CP és PVX-CP) specifikus reverz primerek
felhaszndldsdval. Az RT sordn negativ kontrollként egy novényi RNS-t tartalmazé, de
reverz transzkriptazt nem tartalmazo6 mintéat alkalmaztunk.

A génkifejez0dés vizsgélatdhoz, ill. virus kimutatdshoz a szemikvantitativ PCR-t
(Nicotiana spp.) a felhasznalt egységcsomagot gyartd (KAPA Biosystems, USA) utasitdsai
szerint végeztiik, mintdnként (25 ul reakcid végtérfogat) 2 ul templat cDNS-t hasznalva. A
PCR reakciot a folyamat exponencidlis fazisaban allitottuk le, azaz minden vizsgalt génnél
olyan, kiilon-kiilon bedllitott ciklusszdmmal dolgoztunk, ahol még megmaradtak a
kiilonbségek a kiilonbozo 4tir6dasi szintek kozott. Az RT-PCR-t kovetden a
génexpresszids kiilonbségek kimutatdsdhoz a mintakat 1%-os agaréz gélen vélasztottuk el,
referencidnak (konstitutiv kontroll) egy dohdny aktin gén (NtAct) expresszidjat tekintettiik
(1d. Holler et al., 2010).

A génkifejez0dés vizsgalatdhoz, ill. virus kimutatishoz a valés idejli (real time)
kvantitativ PCR-t (QPCR) (N. tabacum, arpa és paprika) a 2x SYBR FAST qPCR Master
Mix reagenssel (KAPA Biosystems, USA) végeztik, mintanként 15 pl reakcid
végtérfogatban, 2,5 ul higitott (20x) templat cDNS-t hasznalva (I1d. Kiinstler et al., 2019).
A qPCR-hez a gyart6 ajanlédsai alapjan a kovetkezd amplifikacids programot hasznaltuk:
95 °C 2 min, 40 ciklusban: 95 °C 10 s, 60 °C 10 s és 72 °C 10s. A PCR-hez felhasznalt
primerparok, ill. a kapott termékek (amplikonok) specificitasat olvadasi gorbe analizissel
(65 és 95 °C kozott, 0,5 °C-os 1épésekben) és 1%-os agaréz gélen torténd elvilasztissal
ellendriztiik. A génexpressziot dohdnyban (Nicotiana spp.) és paprikdban egy-egy aktin
referencia génhez (NtAct, CaAct), arpaban egy ubiquitin (HvUbi) referencia génhez
normalizéltuk. A PVX-szel és TMV-vel fert6zott dohdnyban a védekezési génmiikodés
vizsgalatokndl a génexpressziot a kontroll (,,mock”) inokuldlt mintdkhoz is normalizaltuk.
A relativ génexpresszié meghatdrozdsahoz az dn. komparativ Cr (2°°") médszert
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alkalmaztuk (Livak és Schmittgen, 2001; Schmittgen és Livak, 2008), mivel az altalunk
vizsgélt géneknél hasznélt primerek hatékonysdga 97-100 % volt.

A génkifejez0dés vizsgdlatdhoz, ill. virus kimutatdshoz a szemikvantitativ PCR és
gPCR sordn haszndlt oligonukleotid primerek (indité szekvencidk) listdjat 1d. a mellékelt
tdblazatban (0-1. tablazat). A primer szekvencidkat a Primer Premier 5 szamitogépes
program segitségével terveztiik, kivéve az aldbbi gének esetén: NtAOXI-2 (Chivasa et al.,
1997), NtGSTPhi (Juhdsz és Gullner, 2014), StRx!/ (Ahmadvand et al,. 2012), HvUbi
(Proels et al., 2010), CaPR-1, CaPR-2 (Silvar et al., 2008), CaMlol és CaMlo2 (Zheng et
al., 2013a).

0-1. tablazat: A novényi génexpresszids vizsgdlatokban és kérokozd kimutatashoz
felhasznalt oligonukleotid indité szekvencidk (primerek)

Gén neve Génbanki azonositd Primer szekvencia (5'- 3") PCR termék hossza®
TNV® kopenyfehérje (TNV-CP) U62546  CTTCTGGGCTTAGTTTCC 351
KX085229 CCTGCGTTCTTGTCGTA

TMV° kopenyfehérje (TMV-CP) AJ429078 CTTGTCATCAGCGTGGGC 165
AAGTCACTGTCAGGGAAC

pvx* kopenyfehérje (PVX-CP) X88784  GGCATCAGCAGAGCTAGACTG 467
CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTT

N. tabacum® aktin (NtAct) X69885 CGGAATCCACGAGACTACATA 230
GGGAAGCCAAGATAGAGC

N. glutinosaf patogenezissel U49241 ACTTGGGACGACGAGGTA 197

kapcsolatos 1 (NgPR-1) GCACAATGATTTGAGCC

N. tabacum patogenezissel D90196  GCAGATTGTAACCTCGTA 297

kapcsolatos la (NtPR-1a) CAATTAGTATGGACTTTCG

N. tabacum patogenezissel X03465 CAGGGAAGTGGCGATTTTATG 400

kapcsolatos 1b (NtPR-1b) AGACCACTTGGACTTTTTACAGAT

N. tabacum patogenezissel X12487  GGATGCCCATAACACAGC 568

kapcsolatos 1c (NtPR-1c) TTTTTCCCCATAATCAAGAGC

N. tabacum patogenezissel X66942  GGGATACTCCACAACATTAG 744

kapcsolatos B-1b (NtPRB-1b) CACATACATATACACACC

N. tabacum Phi glutation AY206005 CTGGKGAWCACAAGAAGC 490

S-transzferdz (NtGSTphi) GCCAARATATCAGCACACC

N. tabacum Taul glutation AY206006 GATGGCAGAAGTGAAGTTG 487

S-transzferdz (NtGSTTaul) X56263  CTCCTAGCCAAAATSCCA

N. tabacum BAX inhibitor-1 AF390556 GCGACACCTCTGTATGAA 223

(NtBI-1) ATGAAAGAAGACCTCCAA

N. tabacum alternativ oxidaz S71335 GAAACAGTGGCTGCAGTGCC 516

(NtAOX1-2) X79768  GTGATACCCAATTGGTGC

N. tabacum katalaz (NtCatl) U93244  TCCGCTTGATGTGACTAAA 501
TCCACCCACCGACGAATA

N. tabacum szalicilsav-koto U03473  GCCATATTGTCCCTGGTCTTT 326

kataldz (NtCATSAB ) GTATCTTTCTCCTGCCTGCTT

N. tabacum szuperoxid- X55974  GCCGTCCTTAGCAGCAGT 420

dizmutaz (NtSOD) EU123521 ACAAGCAACCCTTCCACC

N. tabacum aszkorbét- U15933  CTGATGTTCCCTTTCACCCTG 451

peroxiddz (NtAPX) D85912  CACTCCCAACTCTTCCTCCT

N. tabacum NADPH- AJ309006 AACCACAGGGCTACAAAT 681

oxiddz (NtRBOHD) AF506374 GAGCAGAACGAGCATCAC

burgonya Rx! (StRx1) AJO11801 GGAGAAATCCTGCAATATAAT 974

CGACCGAACTTACATTTTCCC

37



lucerna ferritin (MsFer) X97059  ATTCGTGGTGGAAGAGTG 477

TTATTATGGCTCCAAGTC

arpa ubiquitin (HvUbi) M60175  ACCCTCGCCGACTACAACAT 240
CAGTAGTGGCGGTCGAAGTG

arpa szuperoxid- KU179438 TCAAGGGCACCATCTTCTTC 214

dizmutaz (HvSODI) CK566184 TTTCCGAGGTCACCAGCAT

arpa BAX inhibitor-1 AJ290421 ATGTTCTCGGTGCCAGTCT 409

(HvBI-1) GGGCGTGCTTGATGTAGTC

paprika lisztharmat ITS MF327258 AGCCGACTAGGCTTGGTCTT 208

(LtLV) GCGGGTATCCCTACCTGATT

paprika aktin (CaAct) AYS572427 ATCCCTCCACCTCTTCACTCTC 128
GCCTTAACCATTCCTGTTCCATTATC

paprika patogenezissel AF053343 GTTGTGCTAGGGTTCGGTGT 301

kapcsolatos 1 (CaPR-1) CAAGCAATTATTTAAACGATCCA

paprika patogenezissel AF227953 ACAGGCACATCTTCACTTACC 226

kapcsolatos 2 (CaPR-2) CGAGCAAAGGCGAATTTATCC

paprika Mlo1l (CaMlol) AY934528 CAAACATCATTCAAATCCAGCAACACCA 235
AATTTGATGCATATGGGACGGCGAAGAC

paprika Mlo2 (CaMlo2) IN896629 CTGGCACAATACAGCGAAAA 199
TTCATTAGCCCAGCCTTCAT

“ PCR termék hossza béazisparban

TNV = dohany nekroézis virus (Tobacco necrosis virus)
“TMV = dohédny mozaik virus (Tobacco mosaic virus)
YPVX = burgonya X virus (Potato virus X)

¢ Nicotiana tabacum

" Nicotiana glutinosa

degeneralt bazisok kédjai: K= G vagy T; R =A vagy G; S=C vagy G; W=Avagy T

Novényi biokémiai vizsgalatok

Szalicilsav mérés

A N. edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia névények szabad és kotott
szalicilsav (SA) tartalmat egy nagyteljesitményli folyadék kromatografias (HPLC)
modszerrel hatdroztuk meg. Az 55-60 napos novények TMV-vel, TNV-vel, ill. ,,mock”
inokulalt leveleit hasznaltuk, 3 nappal az inokul4cié utdn. A szabad és kotott SA mérését
Meuwly és Métraux (1993) modszere alapjan végeztilk, belsé standardként orto-
anizinsavat (0-ANI) alkalmaztunk. Mintdnként 1 g levélszovetet folyékony nitrogénben €s
kvarchomokban, mozsarban eldorzsoltiink, az eldorzsolt szovetet 70 %-os metanolban
extrahdltuk. A kotott SA-t 4 M sésavban (HCI) hidrolizaltuk. Az extrakci6 tovabbi 1épéseit
a kordbban leirtak szerint (Cole et al., 2004; Pal et al., 2005) végeztiik el. A HPLC mérés
kezdete eldtt a beparolt mintdkat 1 ml HPLC indit6 mobil fazisban (15% acetonitril, 25
mM KH,PO, pH 2,6 pufferben) oldottuk vissza. A mintdkban az SA mennyiségét
fluorimetridval hatdroztuk meg (gerjesztés 305 nm-en, emisszié 407 nm-en).

NADPH-oxidaz enzimaktivitas mérése
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A NADPH-oxidaz enzim aktivitdsanak mérését a korabban leirtak szerint (Adzim et
al., 1997 és Xia et al., 2009) végeztiik, néhdany mddositassal. Dohdny és paprika mintaknal
a kivonashoz (0,5 g levélszdvethez) nyolcszoros térfogati extrakcids puffert (50 mM Tris-
HCL, pH 7,5, 0,25 M szaharéz, 1 mM Na,S,0s, 1| mM EDTA, 0,6% PVP) hasznéltunk.
Arpéndl az extrakciés puffer (0,5 g levélszovethez) négyszeres térfogati volt és az 1 mM
Na,S,0s helyett 1 mM aszkorbinsavat és 1 mM PMSF-et (fenil-metil szulfonil-fluorid)
tartalmazott. Az eldorzsolt levélmintakat el0szor tisztitottuk (centrifugalas 20 percig, 12
000 rpm-en, 4 °C-on) majd az igy kapott feliiliszot ultracentrifugdban 30 percig, 120 000
gn (50 000 rpm), 4 °C-on centrifugdltuk (sejtmembrin frakci6 izolédldsa). Az
ultracentrifugdlaskor kapott csapadékot (pellet) 0,5 ml extrakciés pufferben
reszuszpendaltuk, ezt az oldatot hasznaltuk a NADPH-oxiddz enzimaktivitds méréshez: a
fotometria sordn a reakcidelegybe (100 mM HEPES pH 6,8, 0,2 mM NADPH, 0,3 mM
NBT) 50 wl szuszpendalt csapadékot adtunk. A NADPH-oxiddz aktivitds specifikus
méréséhez a reakcidelegyhez 40 unit/ml SOD-ot (szuperoxid-dizmutdz) adtunk, és az adott
mintdt lemértik SOD nélkiil és SOD-dal is, a két érték kiillonbsége adja a tényleges
NADPH-oxid4z enzimaktivitdst (Addm et al., 1997).

Antioxidans enzimaktivitasok (katalaz, gvajakol-peroxidaz, aszkorbat- peroxidaz)

Az antioxiddns enzimaktivitdsok (kataldz, gvajakol-peroxiddz, aszkorbat-
peroxiddz) detektdlasdhoz (1d. Hafez et al., 2012) 0,5 g dohdny mintdt (TMV- és ,,mock’-
inokulalt levelekbdl) 4°C-on homogenizaltunk, 3 ml extrakciés pufferben (1 mM EDTA-
Na, és 7.5% polyvinil-pirrolidon /PVP/, 50 mM TRIS pufferben /pH 7,8/). Az aszkorbét-
peroxidaz (APX) méréseknél az extrakcios puffer 2 mM aszkorbinsavat is tartalmazott. A
kapott homogenizdtumot centrifugdltuk (20 perc, 12 000 rpm, 4 °C) és a feliiliszéban a
teljes oldhat6 enzimaktivitdst fotometridsan hatdroztuk meg: 1/ a kataldz (CAT) méréshez
a hidrogén-peroxid (H,O,) bomldsat detektaltuk, 240 nm-en, 2/ a gvajakol-peroxidaz
(POX) aktivitdis méréséhez a gvajakol konjugiciés termékének (tetragvajakol)
megjelenését kovettiik nyomon, 436 nm-en, 3/ az APX aktivitast az aszkorbinsav bomlésa
alapjdn hatdroztuk meg, 290 nm-en.

Glutation mérés, glutation-reduktaz és glutation-S-transzferaz enzimaktivitas

Az oxidélt és redukalt glutation (GSSG és GSH) mennyiségét fertdzetlen és
inokulalt (PVX-, TMV- és ,,mock”-inokulélt) dohanylevelekbdl fotometridsan hataroztuk
meg, hozzdadott glutation-reduktaz segitségével, a kordbban leirtak szerint (Griffith, 1980;
Smith, 1985; 1d. még Kirdly et al., 2021). 0,5 g novényi mintit 2 ml, 6 %-os
metafoszforsavban homogenizaltunk. Centrifugalast (20 perc, 12 000 rpm, 4 °C) kdvetden
100-100 pl feliiliszét haszndltunk a teljes (GSSG+GSH), ill. oxidélt (GSSG) glutation
mennyiségi meghatarozdsara, miutdn a pH-t 5,5-6,5 kozé 4llitottuk be, 1,5 M trietanolamin
segitségével. A GSSG méréséhez a redukalt glutationt (GSH) 2-vinilpiridin hozz4adasdval
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kotottik meg. A redukdlt glutation (GSH) mennyiségét a teljes glutation (GSSG+GSH) és
a GSSG szint kiilonbségébdl hatdroztuk meg.

A glutation-reduktdz (GR) és glutation-S-transzferdz (GST) enzimaktivitas
méréséhez (fertézetlen és inokuldlt dohdnylevelekbdl, 1d. fent) 0,5 g novényi mintéat
homogenizaltunk az antioxiddns (CAT, POX, APX) enzimaktivitds méréseknél ismertetett
modon (1d. fent). A feliiliszéban a teljes oldhaté enzimaktivitast fotometridsan hataroztuk
meg: 1/ a GR aktivitds méréséhez a NADPH bomlasat (oxidacidjat) detektaltuk 340 nm-en,
Klapheck et al. (1990) médszere szerint, 2/ a GST aktivitdshoz a GSH és a szubsztrat (I-
kl6r-2,4-dinitrobenzol, CDNB) konjugicids termékének megjelenését kovettilk nyomon,
340 nm-en (Mauch és Dudler, 1993).

ROS (szuperoxid és hidrogén-peroxid) felhalmozédas kimutatasa

A szuperoxid (O,") szovetfestéssel torténd kimutatdsat virussal (TMV, PVX)
fertézott dohany-, ill. lisztharmattal fert6zott arpa- €s paprika levelekben végeztiik, 10 mM
kalium-foszfat pufferben (pH=7,8) oldott 0,1% nitroblue-tetrazolium-kloriddal (NBT),
Adam et al. (1989) médszere szerint. Az NBT-vel vakuum-infiltralt mintakat 15 percig
megvilagitottuk majd 2 napra szintelenitd oldatba (0,15% triklorecetsav, etanol és
kloroform 4:1 aranyu elegyében) helyeztiik (Hiickelhoven és Kogel, 1998). Ezt kovetden a
levélmintdkat 50% glicerinben taroltuk, majd félidra kiteritve beszkenneltiik. Az NBT
szovetfestés mennyiségi értékelését (NBT-vel festett levélfelillet %) a nyilvanosan
hozzaférhetd Image] szamitégépes program (https://imagej.nih.gov/ij) segitségével
végeztiik.

A hidrogén-peroxid (H,O,) szovetfestéssel torténd kimutatdsat virussal (TMV)
fertozott  dohanylevelekben — végeztiikk, desztilldlt vizben oldott 0,1%  3,3-
diaminobenzidinnel (DAB), Thordal-Christensen et al. (1997) mdédszere szerint. A DAB-
bal vakuum-infiltralt mintakat 2 6rdig megvilagitottuk, a mintdk szintelenitése és vizudlis,
ill. mennyiségi értékelése a szuperoxid kimutatdsndl leirtak szerint (1d. fent) tortént.

Novényi sejthalal kKimutatasa

Paprika levelek szovetében az elhalt sejteket laktofenolos Tripan kék-festés
segitségével detektdltuk, Poginy et al. (2009) mddszere alapjan. A festéshez hasznalt
torzsoldatot (10 g fenol, 10 ml glicerin, 10 ml tejsav, 10 ml desztilldlt viz és 0,02 g
Tripankék) 96%-os etanolban 1:2 ardnyban higitottuk, majd a levélmintdkat a higitott
festékben 1 percig foztiik, 4 napig inkubdltuk és telitett klordl-hidrat [(Cl3CCH(OH);]
oldatban (1 kg klorél-hidrat / 400 ml desztillalt viz) szintelenitettiik.

Statisztika
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Minden esetben legaldbb 3 fiiggetlen bioldgiai kisérletet végeztiink, kezelésenként
3-5 i1smétléssel. Egy bioldgiai minta (3-6 levél vagy levélfél) 3-5 kiilonbozo novénybdl
szarmazott. A grafikus adatok az atlagot és annak szordsat (£SD) reprezentéljdk. Az adatok
paronkénti Osszehasonlitisa az adott &brandl jelzett moédon tortént, a szignifikdns
kiilonbségeket Student-féle t-proba segitségével hatdroztuk meg (¥, ** é&s *** =
szignifikans kiilonbség p<0,05, p<0,01, ill. p<0,001 esetén).

EREDMENYEK

A novényi virusfertozésekkel szembeni hiperszenzitiv reakcioban (HR) a rezisztencia
és a nekrozis (sejt/szovethalal) egymastol fiiggetleniil oroklédhet

A novények virusfertézésekkel szembeni rezisztencidja sokszor az Un.
hiperszenzitiv reakcioban (HR) nyilvanul meg, amikor a virus lokalizdldsa a gazdaban sejt-
, 1ll. szdvethalallal (nekrotikus 1€zidk) jar egyiitt. A virusrezisztencia azonban szidmos
esetben sejt/szovethaldl nélkiil is hatékony (pl. az un. extrém rezisztencia, Bendahmane et
al., 1999; Hajimorad et al., 2001). Egyes virus-gazdanovény kapcsolatokban mds-mas
védekezési gének feleldsek a HR-tipusu nekrézisért, ill. a virusreplikaci6 gatlasaért (1d.
Komatsu et al., 2010) és egyes rezisztencia gének kiilonboz6 alléljei HR-t, ill. tiinetmentes
rezisztenciat hatarozhatnak meg (Bendahmane et al., 2000).

Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy — bizonyos esetekben — a virusfertézésekre
kifejlodé HR-t alkot6 rezisztencia €s sejt/szovethaldl genetikailag eltéré eredetli és
fiiggetleniil 6roklodo tulajdonsagok. Ezt probéltuk bizonyitani Nicotiana edwardsonii-ban
a karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal kivaltott HR
esetén.

A karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal Nicotiana
edwardsonii-ban Kivaltott hiperszenzitiv reakcié: a HR-t alkoté rezisztencia és
nekrozis eltéro genetikai eredete

A N. edwardsonii (n = 34) egy olyan amfidiploid (allotetraploid) fajhibrid, amelyet
a N. glutinosa (n = 12) és N. clevelandii (n = 24) keresztez€sébdl hoztak 1étre (Christie,
1969; Christie és Hall 1979). A CaMV W260 fertdézésére a N. edwardsonii az inokulacid
utan kb. 8-10 nappal lokaélis nekrotikus l1éziokat (HR) ad (1. abra), de a virusfert6zés nem
terjed 4t a novény tobbi részébe, ami a szisztemikus terjedést gatld valddi rezisztencidra
utal (1. tablazat). Erdekes, hogy a N. edwardsonii két sziilé faja koziil egyik sem ad HR-
tipusu rezisztenciat a CaMV W260 fertézésére. A N. clevelandii a CaMV W260-ra lokalis
nekrotikus 1éziokkal (HR) és szisztemikus nekrézissal reagal (1. abra), és kordbban
kimutattuk, hogy ezt a tulajdonsagot (sejt/szovethaldl, nekrdzis) a ccdl (CaMV cell death)
gén hatdrozza meg (Kirdly et al., 1999; Cawly et al., 2005). A N. glutinosa a CaMV W260-
ra rezisztensnek bizonyult, a virusfert6zés nem terjed at a novény tobbi részébe (1.
tablazat), de az inokulalt leveleken nekrotikus (HR) 1ézidk helyett klorotikus 1ézidk
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fejlédnek ki (1. abra). A N. edwardsonii két sziil6jének a CaMV W260-ra adott reakcidja
alapjan feltételezhetd, hogy ebben a fajhibridben a CaMV W260-nal szembeni HR-tipusi
rezisztenciat két fiiggetlen tulajdonsag (gén) hatdrozza meg: a rezisztencia a N. glutinosa-
bdl, mig az azt kisér6 nekrozis a N. clevelandii-b6l szarmazik (1. abra).

lokalis klorotikus |ézidk,

rezisztens

N. glutinosa | CaMV W 260 X N.

Lokalis nekrotikus léziok (HR),
rezisztens

N. edwardsonii | CaMV W 260

Lokalis nekrotikus lézidk (HR) szisztemikﬁs

nekrozis
clevelandii /| CaMV W 260

1. abra: A karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse éltal kivaltott rezisztencia és
nekroézis (sejt/szovethaldl) 6roklddése a Nicotiana glutinosa és N. clevelandii keresztezésébol 1étrehozott N.
edwardsonii fajhibridben (Christie, 1969). Feltételezhetd, hogy a N. edwardsonii-nak a CaMV W260-ra
adott, hiperszenzitiv reakciéval (lokalis nekrotikus 1€zidk, HR) jaré rezisztencidjat két figgetlen tulajdonsag
hatdrozza meg: a rezisztencia a N. glutinosa-bol, mig a nekrézis a N. clevelandii-bdl szdrmazik. A lokélis
tilnetek az inokul4cié utdn tobb, mint 20 nappal, a szisztemikus tiinetek az inokul4cié utdn tobb, mint 40

nappal lathatok.

1. tablazat: Virus felhalmozddas® a karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus,
CaMV) W260 torzsével fertdzott Nicotiana gazdandvényekben

Gazdanovény

inokulalt levelek”

felsé (szisztemikus) levelek®

N. edwardsonii

N. clevelandii

N. glutinosa

N. edwardsonii var. Columbia

0,3+0,1 (10)* HR®
1,0 +£0,3 (10) HR
0,3 £0,1 (8) lokalis klorozis

04 +0,1 (10) HR

0 (14)

2,9+ 1,0 (10)

0(14)

0(14)
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* A virus felhalmozédést (ug virion / g levélszovet) ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) modszerrel

mértiikk (A405)
® A CaMV W260 felhalmozéddsa az inokuldci utén 20 nappal (inokuldlt levelek)

¢ A CaMV W260 felhalmozédésa az inokul4cié utdn 40 nappal a virdgzat alatti szisztemikus levelekben
4 Az ELISA méréshez hasznlt ndvényi mintdk szdma (zardjelben)

® A gazdanovények rezisztencidja az inokuldlt leveleken; HR = hiperszenzitiv reakcié (lokalis nekrotikus
1ézidk), lokalis klorézis = lokalis klorotikus 1ézidk. A CaMV W260 egyediil a N. clevelandii-ben képes
megtorni a rezisztencidt és szisztemikus fert6zést okozni.

Annak igazolédsara, hogy a N. edwardsonii-nak a CaMV W260-ra adott, HR-tipusu
rezisztencidjat a két sziilobodl szarmazé fliggetlen tulajdonsagok (rezisztencia, ill. nekrézis-
képzés) hatarozzak meg, djra létrehoztuk a N. glutinosa (n = 12) és N. clevelandii (n = 24)
keresztezésébol szarmazo eredeti N. edwardsonii fajhibridet (Christie, 1969) (2. abra). A
kapott F; novények virdgait a termékenység helyredllitisa (kromoszOmaszdm
megdupldzasa) érdekében kolhicinnel kezeltiik. A kezelt virdgokbdl kapott magvakat
elvetve termékeny egyedeket kaptunk. Amerikai kutatdsi partneriink (J. Schoelz és
munkatdrsai, University of Missouri) eredményei szerint ezekben a novényekben az 0ssz-
kromoszémaszam valéban megdupldzodott, 72-re nétt (n = 36) (Cole et al., 2001). Az
eredeti N. edwardsonii genomja viszont a vart 72 helyett csak 68 kromoszomat tartalmaz
(n = 34) (Christie, 1969). Feltehetden ez lehet az oka a két N. edwardsonii fajhibrid eltérd
habitusdnak: az U N. edwardsonii levele és virdga nagyobb, nodvekedése pedig
kompaktabb, mint a régi N. edwardsonii-nak (2. abra). Az Gjraszintetizalt N. edwardsonii
fajhibridbdl nyert tovabbi generdciokban ezek a morfolégiai jellegek stabilan
megmaradtak.

N. glutinosa X  N. clevelandii N. glutinosa X  N. clevelandii
(n=12) l (n=24) (n=12) l (n=24)
viragok viragok

kolhicines |7 F. kohicines
kezelése l 1 l 1 kezelése
N. edwardsonii N. edwardsonii var. Columbia
(n=34)/ Christie, 1969 / (n=36) /Cole et al., 2001/
52 AR
f\)r"*' e
1 | 4{

CaMV W260:
HR

CaMV W260:
HR
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2. abra: Az eredeti Nicotiana edwardsonii fajhibrid (Christie, 1969) ujra szintetizdlasa a szul6kbol (N.
glutinosa és N. clevelandii): az altalunk létrehozott 4j fajhibrid (N. edwardsonii var. Columbia) (Cole et al.,
2001) az eredeti N. edwardsonii-t6l kromoszoémaszamaban és habitusdban kis eltérést mutat. Ugyanakkor a
karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal a N. glutinosa-ban kivaltott
rezisztencia (lokdlis klorotikus 1ézidk) a N. clevelandii-vel torténd keresztez€s utan hiperszenzitiv reakcidval
(lokalis nekrotikus 1ézi6k, HR) jaré rezisztencidvd konvertdlhaté minkét fajhibridben (1asd az 1. 4brat is).
Ezzel részben igazoltuk azt a hipotézisiinket, hogy a N. edwardsonii-nak a CaMV W260-ra adott, HR-tipusu
rezisztencidjit két fliggetlen tulajdonsdg hatdrozza meg: a rezisztencia a N. glutinosa-bol, mig a nekrézis
(sejt/szdvethaldl) a N. clevelandii-bdl szdrmazik.

A két fajhibrid kozotti nyilvdnvald habitusbeli eltérések miatt az 4ltalunk
létrehozott uj fajhibridet N. edwardsonii var. Columbia-nak neveztiik el (Cole et al., 2001).
Hangsilyozand6 viszont, hogy a CaMV W260-ra mindkét fajhibrid HR-tipusu
rezisztencidval (lokdlis nekrotikus 1€ziok) reagdlt, bar a Columbia novényekben a HR-
1ézi6k mérete valamivel kisebb volt (1. tablazat és 2. abra). Eredményeink szerint tehat a
CaMV W260 torzse altal a N. glutinosa-ban kivaltott rezisztencia (lokalis klorotikus
1€zi6k) a N. clevelandii-vel torténd keresztezés utin HR-tipusu rezisztencidva (lokalis
nekrotikus 1ézidk) konvertalhaté6 minkét fajhibridben (1. és 2. abra, 1. tablazat). Ezzel
részben igazoltuk azt a hipotézisiinket, hogy a N. edwardsonii-nak a CaMV W260-ra adott,
HR-tipust rezisztencidjat két fiiggetlen tulajdonsdg hatdrozza meg: a rezisztencia a N.
glutinosa-bol, mig a nekrdzis (sejt/szovethaldl) a N. clevelandii-bdl szarmazik.

A karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal Nicotiana
edwardsonii-ban Kivaltott hiperszenzitiv reakcié: a HR-t alkoté rezisztencia és
nekrozis az utédokban fiiggetleniil oroklodik

Amennyiben a N. edwardsonii fajhibridnek a CaMV W260-ra adott hiperszenzitiv
reakcigjaban (HR) a rezisztenciat €s a nekrozist a két sziilobdl szarmazd, egymastol
fiiggetlen gének hatdrozzdk meg, akkor a HR-t alkoté rezisztencia és nekrézis az
utddokban is fiiggetleniil ©6roklédik. Ennek igazoldsara az eredeti N. edwardsonii
fajhibridet kereszteztiik a fogékony sziilovel (N. clevelandii). Az igy kapott F; novények
azonban terméketlenek voltak, feltehetden azért, mert az eredeti N. edwardsonii genomja a
vart 72 kromoszéma helyett csak 68 kromoszémét tartalmaz (n = 34) (Christie, 1969).
Ugyanakkor az éltalunk 1étrehozott 4j N. edwardsonii fajhibrid (var. Columbia) (n = 36) és
a N. clevelandii keresztezésébdl kapott F; novények termékenyek voltak, igy az F,
populdcidban lehetségessé valt a rezisztencia és nekrdzis 6roklédésének nyomon kovetése.

A N. edwardsonii var. Columbia és a N. clevelandii keresztezésébdl kapott F,
novények a CaMV W260 fertézésére HR-tipusd, lokdlis 1ézidkat adtak (3. abra). A
vizsgdlt 33 F; egyed nagyobb része, 29 egyed rezisztensnek bizonyult. A ndvényegyedek
rezisztensnek lettek értékelve, ha az inokuléacié utdn tobb mint 45 nappal egyaltalin nem
vagy csak maximum egy levélen észleltiink szisztemikus tiineteket. A 33 F; novénybdl 4
egyed viszont nem volt rezisztens a CaMV W260-ra, mivel 45 nappal az inokul4cié utidn
novényenként dtlagosan 20 levél mutatott szisztemikus tiineteket és a szisztemikus
levelekben a virustiter kb. akkora volt, mint a fogékony N. clevelandii-ben (1. tablazat).
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Az Fy novények nagy részének (33-bdl 29 egyed) a virusfertdzésre adott reakcidja alapjdn a
N. edwardsonii var. Columbia sziild altal 4torokitett rezisztencia inkomplett (nem teljes)
dominancidt mutat.

N. edwardsonii var. Columbia X N. clevelandii
rezisztens (HR) fogékony

rezisztens (HR) ey

ontermékenyités

L‘!': ALY 3 |
rezisztens rezisztens fogékony fogékony
lokalis nekrozis (HR) lokalis klorézis szisztemikus nekrézis szisztemikus mozaik

86 41 38 15

3. abra: A karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal kivaltott rezisztencia és
nekrdzis (sejt/szovethaldl) hasaddsa a Nicotiana edwardsonii var. Columbia és N. clevelandii keresztezésébdl
szarmazd F, populdciéban. Ez a kisérlet igazolja, hogy a N. edwardsonii var. Columbia-nak a CaMV W260-
ra adott, hiperszenzitiv reakcidjdban (HR) a rezisztencidt és a nekrozist egymdstdl fiiggetlen gazdanovény
gének hatdrozzdk meg. Az adott fenotipushoz tartozé F, novények szdma a fényképek alatt van feltiintetve. A
novényegyedek rezisztensnek lettek értékelve, ha az inokuldcié utdn tobb, mint 45 nappal egydltalin nem
vagy csak maximum egy levélen észleltiink szisztemikus tiineteket.

A CaMV W260 fertdzésére rezisztenciat (HR) mutatd F; egyedek beltenyésztésével
kapott F, generdcié novényeibdl 4 fiiggetlen kisérletben dsszesen 180 egyedben értékeltiik
a lokdlis 1éziok fenotipusat (nekrotikus /HR/, ill. klorotikus) és a rezisztencia, ill.
szisztemikus tiinetek meglétét (3. abra). Az F, ndvényegyedek nagyobb része
rezisztensnek bizonyult, mivel az inokul4ci6 utdn tobb mint 45 nappal egyaltaldn nem vagy
csak maximum egy levélen észleltiink szisztemikus tiineteket. A fogékonynak értékelt F,
novényekben 45 nappal az inokuldcié utdn novényenként atlagosan 22 levél mutatott
szisztemikus tiineteket. Az értékelés alapjan a 180 F, novényegyed 2,4 : 1 ardnyban
szegregdlt a rezisztencidra, ill. fogékonysagra (3. abra). Ugyanakkor a fogékony N.
clevelandii-vel visszakeresztezett F; novények utédai 0,9 : 1 ardnyban szegregaltak a
rezisztencidra, ill. fogékonysdgra (1d. Cole et al., 2001). Ezek a hasad4si ardnyok azt jelzik,
hogy a N. edwardsonii var. Columbia 4ltal atorokitett, CaMV W260-ra adott rezisztencia
egy gén dltal meghatdrozott domindns tulajdonsag.
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A rezisztensnek, ill. fogékonynak értékelt F, novényegyedeket tovabb tudtuk
csoportositani a lokalis, ill. szisztemikus nekrézis (sejt/szovethaldl) megléte vagy hianya
alapjan. Az F, egyedek nagy részében a nekrozis a rezisztencidval egyiitt szegregalt, ezek a
novények CaMV W260 fertézésére HR-tipusu rezisztencidval reagdltak, mig a novények
egy része fogékony volt és szisztemikus mozaikos tiineteket mutatott (3. abra). A fentiek
mellett ugyanakkor két olyan F, novénycsoportot is megfigyeltiink, amelyekben a
rezisztencia €s a nekrdzis kiilon, egymastdl fiiggetleniil szegregalt. Az egyik csoportban az
F, novények szisztemikus nekrézisos tiineteket mutattak, mig a masik csoportban az
egyedek rezisztensek voltak a CaMV W260-ra, de nem HR-t, hanem lokalis klorotikus
lézidkat adtak a virusfert6zésre (3. abra). Ezek az eredmények igazoljak, hogy a MN.
edwardsonii var. Columbia-nak a CaMV W260-ra adott, hiperszenzitiv reakciéjaban (HR)
a rezisztenciat €s a nekrozist egymastol fiiggetleniil 6roklodo (szegregdlodd) gazdandvény
gének hatdrozzdk meg: a rezisztencia gén(ek) a N. glutinosa-bol, mig a nekrdzist
(sejt/szovethaldl) meghatarozé gén (ccdl, 1d. Kirdly et al., 1999; Cawly et al., 2005). a N.
clevelandii-bdl szarmazik.

A Kkarfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal Kivaltott
lokalis és szisztemikus nekrozis (sejt/szovethalal) nem befolyasolja a virus
rezisztenciat Nicotiana gazdanovényekben

Eredményeink szerint N. edwardsonii fajhibridekben a CaMV W260-ra adott,
hiperszenzitiv reakciéval (lokélis nekrotikus 1ézidk, HR) jar6 rezisztenciat két fiiggetlen
tulajdonsag hatdrozza meg: a rezisztencia az egyik sziilobodl (N. glutinosa), mig a nekrdzis
a masik, fogékony sziildbol (N. clevelandii) szarmazik és az ut6bbi tulajdonsigot a ccdl
gén hatarozza meg (Kirdly et al., 1999; Cawly et al., 2005).

Az emlitett gazda-korokozo kombindcidkban a virusfert6zésre adott rezisztencia €s
nekrozis fiiggetlenségét a kovetkezok is alatdmasztjdk: a CaMV W260 a N. clevelandii-ben
HR-t és szisztemikus nekrdzist okozott, mig a CaMV egy masik torzse (D4) ugyanebben a
gazdédban lokélis klordzist €s szisztemikus mozaikot véltott ki és a D4 virus koncentracidja
— az inokulalt és felso, szisztemikus levelekben egyarant — kétszer-haromszor akkora volt,
mint a W260 titer (2. tablazat). Felmeriil a kérdés, hogy a CaMV W260 jéval kisebb
mértékii felhalmozddasat okozhatjdk-e a lokdlis és szisztemikus nekrotikus tiinetek? A
kérdés tisztazdsdhoz ugyanezzel a két virussal (CaMV W260 és D4 torzs) fertdztiink egy
masik, rokon gazdandvényt (N. bigelovii), amely mindkét fertdzésre lokalis klordzist €s
szisztemikus mozaikot adott, de a D4 virus koncentricidja ebben az esetben is kétszer-
haromszor akkora volt, mint a W260 titer (2. tablazat). Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a CaMV W260 dltal N. clevelandii-ben kivaltott — a gazda ccdl génje altal
meghatédrozott — lokdlis és szisztemikus nekrézis nem befolyasolja a virus rezisztenciat és
megerdsitik, hogy ez a nekrézis a CaMV rezisztenciatdl valoban fiiggetleniil 6roklodik.
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2. tablazat: A karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal
kivaltott lokélis €s szisztemikus nekrézis (sejt/szovethaldl) nem befolydsolja a virus
felhalmozddasat® Nicotiana gazdanévényekben

N. bigelovii N. clevelandii
felso felso
virus inokulalt levelek” (szisztemikus) inokulalt levelek” (szisztemikus)
levelek® levelek®
D4 6,9 + 1,1 (12)° 10,8 +£3,1 (23) 2,7+0,7 (12) 11,3+3,6 (24)
lokalis klorézis® mozaik lokalis klorozis mozaik
W260 1,6+0,1(12) 57+1,8Q21) 1,1 +£0,1(12) 42 +1,1(29)
lokalis Kklorozis mozaik HR SN

* A virus felhalmozddést (ug virion / g levélszovet) ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
modszerrel mértiik (Ayps)

> A CaMV (W260 és D4 torzs) felhalmozdddsa az inokulacié utdn 20 nappal (inokulélt levelek)

© A CaMV (W260 és D4 torzs) felhalmozéddsa az inokuldcié utdn 40 nappal a virdgzat alatti szisztemikus
levelekben

4 Az ELISA méréshez hasznalt ndvényi mintik szama (zdrjelben)

¢ A gazdandvények CaMV-fert§zésre adott reakcidja; lokdlis klorézis = lokalis klorotikus 1ézi6k, HR =
hiperszenzitiv reakcié (lokalis nekrotikus 1ézidk), SN = szisztemikus nekrdzis.

A novényi védekezés fokozasa — eltéré hatasok a virusfertézésekkel szembeni
hiperszenzitiv reakciot (HR) alkoté rezisztenciara és nekrozisra (sejt/szovethalalra)

Kordabban kimutattdk, hogy egyes novényi virus rezisztencia gének fokozott
expresszidja a HR-tipust virusrezisztenciat erdsiti, mivel kisebb, ill. hamarabb megjelend
nekrotikus 1€zidk (,,mikro-HR”) vagy tiinetmentes rezisztencia alakul ki. Feltételezheto,
hogy ilyenkor az adott rezisztencia gén hatékonyabb miikodése miatt a novényi védekezd
rendszer — vagy annak egyes elemei — is gyorsabban indukdlédnak (Bendahmane et al.,
2000; Cooley et al., 2000). Ugyanakkor ismert, hogy a novényi antioxiddns kapacitds
fokozasaval jar6 kezelések jelentdsen csokkentik a virusfert6zésre adott HR-tipusu 1€zidk
szamat és /vagy méretét, de a rezisztencia nem véltozik vagy csak kismértékben n6 (Farkas
et al., 1960; Gullner et al., 1999; Pogany et al., 2004). Kérdés, hogy a novényi védekezd
rendszer més elemeinek fokozott indukciéja mennyire hat eltéréen a virusfertdzés éltal
kivaltott HR-t alkotd rezisztencidra és lokdlis nekrdzisra, azaz a HR-tipusi nekrdzis
visszaszoruldsa megbizhatdan jelzi-e a fokozott rezisztenciat?

A fenti kérdés tisztizdsdhoz azt vizsgdltuk, hogy egyes virus-gazdandvény
kapcsolatokban az emelt szalicilsav-tartalom, az optimdlis szulfat elldtottsdg és az un.
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patogenezissel kapcsolatos (PR) gének fokozott expresszi6ja a HR-tipusi nekrdzis
visszaszoruldsa mellett ténylegesen egyiitt jar-e a virus felhalmozédas hasonlé mértékii
csokkenésével (azaz a virus rezisztencia hasonlé mértékli fokozdédasaval)?

A Nicotiana edwardsonii var. Columbia-ban a virusfertézések altal Kivaltott HR-
tipusd nekroézis visszaszoruldsa nem mindig jar egyiitt a rezisztencia hasonlé mértékii
fokozodasaval

A N. edwardsonii fajhibridet eredetileg a N. glutinosa és N. clevelandii
keresztezésébol hoztak 1étre tobb évtizede (Christie, 1969; Christie és Hall 1979). A két
sziill6bdl mi djra 1étrehoztuk ezt a fajhibridet (N. edwardsonii var. Columbia) (Cole et al.,
2001), annak igazoldsara, hogy a karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV)
W260 torzsére adott HR-tipusi rezisztencidt a két sziilobdl szarmazéd fiiggetlen
tulajdonsagok (rezisztencia, ill. nekrézis-képzés) hatarozzak meg (1d. el6zo6 fejezet). Bar a
CaMV W260-ra mindkét fajhibrid HR-tipusd rezisztencidval (lokélis nekrotikus 1€zidk)
reagalt, a Columbia novényekben a HR-1ézi6k mérete lathatdan kisebb volt (1. tablazat és
2. abra), ami arra utalt, hogy ez a fajhibrid fokozottan rezisztens lehet erre a virusra.
Kivéancsiak voltunk arra, hogy a N. edwardsonii var. Columbia 1/ fokozottan rezisztens-e
tobbféle virusfertdzésre is, 2/ a virusfertdzések daltal kivéltott HR-tipusd nekrézis
visszaszoruldsa mindig egyiitt jar-e a rezisztencia hasonlé mértékii fokozodasaval?

Az eredeti N. edwardsonii-t €s a N. edwardsonii var. Columbia-t két, egymastol
rendszertani szempontbdl tdvol all6 virus kérokozoval fertdztiikk: a dohdny nekrdzis
virussal (Tobacco necrosis virus, TNV) és a dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic
virus, TMV). A két virus az emlitett gazdanovényekben mds jellegii rezisztenciat okoz: a
TNV egy HR-tipusi nemgazda-rezisztenciat, mig a TMV egy olyan, HR-tipusti gazda-
rezisztenciat valt ki, amelyet a jol ismert N rezisztencia gén hatdroz meg (Christie, 1969;
Cole et al., 2004; Adhab et al., 2019).

Eredményeink szerint a var. Columbia-ban — a N. edwardsonii-hoz képest — az
inokulalt leveleken a HR-nekrézist mutato feliillet TNV fert6zést kovetden legalabb 25 %-
ra, mig TMV fert6zés utan kb. 50 %-ra csokkent (4. abra), ami a gazdanovény fokozott
virusrezisztencidjat jelezheti. Erdekes, hogy TNV fertézésre a var. Columbia-ban a
rezisztencia a HR-nekro6zis visszaszoruldsaval (25 %) Osszhangban véltozott: a TNV titer
az N. edwardsonii-ban mértnek kb. 25 %-a volt, amit szemikvantitativ RT-PCR és ELISA
modszerrel is sikeriilt kimutatni (4. abra). Ugyanakkor TMV fert6zést kdvetéen a var.
Columbia rezisztencidja a HR-nekrozis visszaszorulasdhoz (az N. edwardsonii tiineteinek
50 %-a) képest alig ndtt, mivel a virustiter az N. edwardsonii-ban mértnek csak mintegy 80
%-a volt (a vart 50 % helyett) (4. abra). Ezek szerint a HR-tipusu lokalis nekrdzis
visszaszoruldsa nem mindig jar egyiitt a virus rezisztencia hasonlé mértékli fokozodasaval.
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N. edwardsonii N- edwardsonii N aqwardsonii N- €dwardsonii
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4. abra: A Nicotiana edwardsonii var. Columbia-ban (NEC) a hiperszenzitiv (HR) tipusi lokalis nekrézis
visszaszoruldsa a N. edwardsonii-hoz (NE) képest nem mindig jir egyiitt a virus felhalmozédds hasonld
mértékli csokkenésével (azaz a virus rezisztencia hasonlé mértékii fokozéddsdval). Fels6 képek: HR-tipusu
lokélis nekrotikus tiinetek dohdny nekrézis virussal (Tobacco necrosis virus, TNV) és dohdny mozaik
virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) torténd inokulacié utan 5 nappal (5 DAI). Ko6zéps6 és alsé dbrarész:
TNV, ill. TMV felhalmozédasa az inokuldlt levelekben, szemikvantitativ RT-PCR és ELISA moddszerrel
mérve. Az RT-PCR-nél a virus kopenyfehérje gének (TNV-CP és TMV-CP) expresszidjat mértiik,
referencidnak egy Aktin gén expressziéjat tekintettiik. ,,mock™ = kontroll inokulalt levelek. ** = szignifikans
kiilonbség (p<0,01) az NE-hez képest.

Kivéancsiak voltunk arra is, hogy a N. edwardsonii var. Columbia-ban a TNV és
TMV virusfert6zések hasonlé mértékben indukdljdk-e a szalicilsav-felhalmozddast és
egyes patogenezissel kapcsolatos (PR) gének expresszidjat akkor is, ha — pl. TMV
fertdzésnél — a N. edwardsonii-hoz képest fokozott rezisztencia nincs dsszhangban a HR-
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nekrézis visszaszoruldsaval? Erdekes, hogy a var. Columbia mér fertdzés nélkiil is sokkal
nagyobb koncentrdcidban tartalmazott kotott (glikozilélt) szalicilsavat, ill. jéval erésebben
expresszdlta a virusrezisztencia markerének szamité NgPR-1 gént, mint az N. edwardsonii
(5. abra), ami az emelt szinti TMV- és TNV-rezisztencia egyik oka lehet. A TNV, ill.
TMV inokul4cié utdan 3 nappal a var. Columbia ndvényekben hasonlé mértékben —
tobbszorosére — ndtt mind a szabad, mind a kotott szalicilsav szintje, a virusfertézések
utdni elsé napban pedig hasonlé mértékben fokozddott a NgPR-1 gén expresszidja (a N.
edwardsonii-hoz képest) (5. abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a szalicilsav és
a PR gének dltal meghatarozott novényi védekezés hasonlé mértékben indukalddik akkor

is, ha a HR-tipusu lokdlis nekrdzis visszaszoruldsa nem jir egylitt a virus rezisztencia
hasonlé mértékii fokozddasaval.

TNV TMV
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5 ' mNEC 3 NEC
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5. abra: A Nicotiana edwardsonii var. Columbia —ban (NEC) a dohany nekrozis virussal (Tobacco necrosis
virus, TNV) és dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) torténd fertézés hasonlé mértékben
indukdlja a szalicilsav (SA) felhalmozdédasit és egyes patogenezissel kapcsolatos (PR) gének fokozott
expresszidjat, a N. edwardsonii-hoz (NE) képest (annak ellenére, hogy TMV fert6zésnél a N. edwardsonii
var. Columbia-ban a HR-tipusu lokdlis nekrdzis visszaszoruldsa a N. edwardsonii-hoz képest nem jar egyiitt
a virus rezisztencia hasonlé mértékli fokozoddasaval, 1d. 4. abra). Felso dbrarész: szabad és kotott szalicilsav
felhalmozddésa (kimutatds HPLC-vel) a TNV, ill. TMV inokul4cié utdn 3 nappal (3 DAI). Alsé dbrarész: az
NgPR-1 gén expresszidjdnak véltozdsa a virusfertdzés utdni 1 napon beliil (szemikvantitativ RT-PCR).
Referencidnak egy Aktin gén expresszidjat tekintettiik. ,,mock” = kontroll inokuldlt levelek. *, ** és *** =
szignifikdns kiilonbség (p<0,05, p<0,01 és p<0,001) az NE-hez képest.

A Nicotiana tabacum cv. Samsun NN-ben az optimalis szulfat ellatottsag altal
biztositott emelt szintli hiperszenzitiv virusrezisztencia — a HR-tipusi nekroézis
visszaszoruldsanal a rezisztencia nagyobb mértékben fokozédhat

Kordbbi eredményeink szerint dohdny mozaik virussal (TMV) fert6zott fogékony
dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun nn) az optimdlis szulfat ellatottsdg hatdsara
mérséklddnek a szisztemikus mozaikos tiinetek és fokozddik a virus rezisztencia (Holler et
al., 2010). Kivancsiak voltunk arra, hogy optimdlis szulfét ellatottsag esetén 1/ fokozodik-e
a TMV-vel szembeni, genetikailag (az N gén altal) meghatarozott, HR-tipusu rezisztencia
is, 2/ a TMV fert6z€s éltal kivéltott HR-tipusi nekrdzis visszaszoruldsa mindig egyiitt jar-e
a rezisztencia hasonlé mértékli fokozodasaval (a TMV felhalmozddas hasonlé mértéki
csokkenésével)?

A TMV-re genetikailag rezisztens dohdnyban (cv. Samsun NN) az optimélis szulfat
ellatottsag (+S) szemmel lathatéan emelt szintli hiperszenzitiv rezisztencidt biztositott: a
virusfert6zés utan 2 és 4 nappal a +S novényekben a HR-tipusu lokalis nekrotikus 1ézidok
szdma és levélfeliilethez viszonyitott szdzalékos ardnya is kb. 50 %-a volt annak, amit a
szulfat-hidnyos (-S) dohdnyokban tapasztaltunk (6. abra). A TMV-vel szembeni
rezisztencia az inokuladlt +S levelekben a fertdzés utdn 2 nappal a HR-nekrozis
visszaszoruldsaval (50 %) Osszhangban valtozott: a TMV titer a hasonl6 -S levelekben
mértnek kb. 50 %-a volt (valés idejli, kvantitativ RT-PCR-rel mérve). A virusfert6zés utan
4 nappal viszont az inokulélt +S levelekben a TMV-szint a -S dohanyok hasonlé leveleiben
mért értéknek mar a 25 %-dra esett vissza, annak ellenére, hogy a HR-nekrozis
visszaszoruldsanak mértéke (50 %) nem valtozott (6. abra). Ezek szerint optimalis szulfat
ellatottsag (+S) esetén fokozodik a TMV-vel szembeni, genetikailag (az N gén altal)
meghatdrozott, HR-tipusi rezisztencia. Ugyanakkor a HR-tipusi lokdlis nekrézis
visszaszoruldsa nem jir egyiitt a rezisztencia hasonlé mértékli fokoz6dasaval (a TMV
felhalmozd6dds hasonld mértékii csokkenésével): a fertdzés elérehaladasdval a HR-tipusu
nekrozis visszaszoruldsandl a rezisztencia nagyobb mértékben fokozodik.
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6. abra: A Nicotiana tabacum cv. Samsun NN-ben az optimdlis szulfat ellatottsdg (+S) dltal biztositott emelt
szintll hiperszenzitiv rezisztencia dohdny mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) szemben: a HR-
tipusu lokdlis nekrézis visszaszoruldsandl a virus felhalmozdédas nagyobb mértékben csokkenhet (a virus
rezisztencia nagyobb mértékben fokozddhat). Felsé képek: HR-tipusu lokdlis nekrotikus tiinetek a TMV-vel
torténd inokuldcié utan 4 nappal (4 DAI). K6zEépso dbrarész: a TMV-fert6zés altal kivaltott HR-tipusu lokélis
nekrotikus 1éziok szdma és levélfeliilethez viszonyitott szdzalékos ardnya. Alsé dbrarész: TMV
felhalmozdédédsa az inokuldlt levelekben, valds idejli, kvantitativ RT-PCR-rel mérve. TMV-CP = TMV
kopenyfehérje gén. * és *** = szignifikdns kiillonbség (p<0,05 és p<0,001) a -S-hez képest.
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Osztrdk kutatdsi partneriinkkel (B. Zechmann és munkatarsai, University of Graz)
kozosen végzett mérések szerint a TMV-re genetikailag rezisztens dohdnyban (cv. Samsun
NN) az optimdlis szulfat ellatottsdg (+S) altal eldidézett emelt szintli hiperszenzitiv
rezisztencia elsdsorban a megnovekedett glutation €s cisztein tartalomra vezethetd vissza
(Id. Kirdly et al., 2012). Kivancsiak voltunk azonban arra is, hogy optimalis szulfat
ellatottsag (+S) mellett a TMV fert6zés erdsebben indukélja-e egyes védekezési gének
expresszigjat (pl. patogenezissel /PR/ €s a glutation védekezési funkcidjaval kapcsolatos,
ill. antioxidans gének) akkor is, ha a szulfit-hidnyos (-S) dohdnyhoz képest a HR-tipusu
nekrozis visszaszorul, de a rezisztencia ennél nagyobb mértékben fokozdédik? A TMV
fertozés els6 24 o6rdjaban a patogenezisssel kapcsolatos-1 tipusi védekezési marker
fehérjéket kodolo gének (NtPR-la, NtPR-1b, NtPR-1c és NtPRB-1b) kifejez0dése az
inokuldlt levelekben jelentésen megnétt. Az optimélis szulfat elldtottsdg (+S) azonban
ezeknek a géneknek a tovabbi, még erdsebb indukcidjat eredményezte (7. abra). A
tovabbiakban két olyan védekezési (stressz) gén mikodését vizsgaltuk, amelyek koziil az
egyik a glutation védekezési funkcidjaval kapcsolatos, un. Tau osztdlyu glutation-S-
transzferdz fehérjét kodolé gén (NtGSTTaul), a masik pedig a novényi betegség-
rezisztencidban szerepet jatsz6 antioxiddns, egy szalicilsav-kotd kataldaz génje (NtCATSAB)
(Id. Kirdly et al., 2012). A TMV fertézés elsd 24 o6rdjaban a +S dohdnyokban — a -S
novényekhez képest — mindkét gén (NtGSTTaul és NtCATSAB) expresszidja jelentdsen
indukélodott (7. abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az optimalis szulfat
ellatottsag, ill. a glutation €s a PR gének altal meghatarozott novényi védekezés jelentdsen
indukdlédik akkor is, ha a HR-tipusu lokdlis nekrdzis visszaszoruldsa nem jar egyiitt a
virus rezisztencia hasonlé mértékii fokozédasaval (a HR-tipust nekrdzis visszaszoruldsanal
a rezisztencia nagyobb mértékben fokozodik).
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7. abra: A Nicotiana tabacum cv. Samsun NN-ben az optimdlis szulfat elldtottsdg (+S) dltal biztositott emelt
szintll hiperszenzitiv rezisztencia dohdny mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) szemben (a HR-
tipusd nekrézis visszaszoruldsandl a rezisztencia nagyobb mértékben fokozddik, 1d. 6. dbra): védekezési
gének fokozott indukcidja a szulfit-hidnyos (-S) novényekhez képest. Fels6 dbrarész: patogenezisssel
kapcsolatos-1 tipust fehérjéket kdédol6é gének (NtPR-1a, NtPR-1b, NtPR-1c és NtPRB-1b) kifejezodése az
inokuldlt levelekben, a TMV fert6zés els6 24 o6rdjaban (szemikvantitativ RT-PCR). Referencidnak egy
dohéany aktin gén (NtAct) expresszidjat tekintettiik. Als6 dbrarész: egy Tau osztdlyu glutation-S-transzferazt
és egy szalicilsav-kotd kataldzt k6dold gén (NtGSTTaul, NtCATSAB) kifejez6dése az inokuldlt levelekben, a
TMYV fert6zés els6 24 6rdjaban (valds idejli, kvantitativ RT-PCR). * és *** = szignifikdns kiilonbség (p<0,05
és p<0,001) a -S-hez képest.
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A novényi antioxidans kapacitas fokozasa hidrogén-peroxid Kkezeléssel - a
virusfertozések altal kivaltott HR-tipusi nekrézis visszaszorulasaval a rezisztencia
nem valtozik

Ismert, hogy a novényi antioxiddns kapacitds fokozdsaval jaré kezelések (pl. S-
karvon vagy aszkorbinsav, emelt citokinin tartalom) jelentésen visszaszoritjdk a
virusfertdzésre adott HR-tipusu lokdlis nekrézist, de a rezisztencia lényegében nem
véltozik (Farkas et al., 1960; Gullner et al., 1999; Pogany et al., 2004). Kivancsiak voltunk
arra, hogy ugyanez a jelenség megfigyelhetd-e olyan, dohdny mozaik virus (TMV)
fertdzésre HR-rezisztenciat adé dohanyban (N. tabacum cv. Xanthi NN) is, amely kis
koncentracidji hidrogén-peroxid (H,O,) eldkezelést kapott? Kordbbi kutatdsok szerint
ugyanis a viszonylag kis koncentraciéju (5-20 mM) hidrogén-peroxiddal eldkezelt dohany
€s borso fokozottan tolerdns lesz tobbféle, nekrotikus tiinetekkel jar6 abiotikus stresszre €s
ezzel 6sszhangban a novényi antioxidans kapacitds is jelentdsen aktivalodik (Gechev et al.,
2002; Barba-Espin et al., 2010).

Kérdés, hogy a H,O, 4ltal biztositott, nekrotikus tiinetekkel szembeni ellendll6-
képességben milyen szerepet jatszanak egyes antioxiddnsok? Ennek tisztdzdsahoz a TMV-
vel fert6zott dohanyndvényeket nemcsak hidrogén-peroxiddal, hanem a H,0O,.szintet
szabalyozd két antioxiddns enzimmel (szuperoxid-dizmutdz, SOD és kataldz, CAT) is
kezeltiik, és arra is kivancsiak voltunk, hogy a H,O,, ill. SOD/CAT kezelések a HR-tipust
lokalis nekrotikus tiinetek visszaszoritdsa mellett befolyasoljdk-e a virus rezisztenciat? A
dohanyleveleket a TMV-inokuldcié el6tt 1 nappal 5, 7, 10 és 12,5 mM H,0O»-al
permeteztiik, ennek hatdsdra valamennyi kezelésnél jelentdsen csokkent a HR-nekrozist
mutatd levélfeliiletet. Hasonlé eredményt kaptunk, ha a novényeket a TMV-inokulacié
utan azonnal SOD és CAT keverékével (3000 U/ml SOD és 5000 U/ml CAT) infiltraltuk
(8. abra). Ugyanakkor a H,O,, ill. SOD/CAT kezelések a HR-tipusi lokélis nekrotikus
tilnetek visszaszoritdsa mellett nem befolydsoltdk a TMV-vel szembeni rezisztencidt: a
virus-inokul4cié utdn 3 nappal a TMYV titer valamennyi kezelés hatdsara teljesen azonos
szintl volt (8. dbra). Ez az eredmény megerdsiti azokat a kordbbi adatokat, melyek szerint
a novényi antioxidans kapacitds fokozdsaval jaré kezelések a virusfertézésre adott HR-
tipusu lokalis nekrdzist visszaszoritjdk, de a rezisztencia nem valtozik (Farkas et al., 1960;
Gullner et al., 1999; Pogény et al., 2004).
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8. abra: A dohdny mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) fertdzésére adott hiperszenzitiv (HR) tipusi
lokalis nekrézis visszaszoruldsa Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN-ben, a TMV-vel torténo6 inokulacié utdn 3
nappal, hidrogén-peroxid (H,0O,) és antioxiddns kezelések hatdsdra — a virus rezisztencia nem véltozik. Fels6
képek: a TMV-fertdzés 4ltal kivaltott HR-tipust lokdlis nekrotikus tiinetek. Kozépsd dbrarész: a TMV-
fertézés 4ltal kivaltott HR-tipusu lokalis nekrotikus 1ézidk szdma és mérete. * és ** = szignifikans kiillonbség
(p=<0,05 és p<0,01) a kontrollhoz képest. Alsé dbrarész: TMV felhalmozddasa az inokuldlt levelekben,
ELISA mddszerrel mérve. A dohdnyleveleket a TMV-inokulacié elétt 1 nappal csapvizzel és 5, 7, 10 és 12,5
mM H,0,-al permeteztiik., ill. a TMV-inokul4cié utidn azonnal szuperoxid-dizmutaz és kataldz keverékével
(3000 U/ml SOD és 5000 U/ml CAT) infiltraltuk. A felsé képeken és az alsé dbrarészen: H,O, = 5 mM
H,0,-vel torténd permetezés.
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Mivel a novények H,0O,-elokezelése altal biztositott abiotikus stressz tolerancia
fokozza az antioxiddns kapacitdst (Gechev et al., 2002; Barba-Espin et al., 2010) és a
H,0,, ill. antioxiddns (SOD/CAT) kezelések egyarant visszaszoritottdk a TMV altal
kivaltott HR-nekrézist (8. abra), ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a H,O;-al el6kezelt és
TMV-vel fert6zott dohdanyban fokozottan aktivdlédnak/indukdlédnak-e egyes antioxiddns
enzimek, ill. gének? A TMV-inokuldcié utdni 2., 3. és 4. napon a kataldz, gvajakol-
peroxiddz és aszkorbat-peroxiddz (APX) aktivitds jelentésen megemelkedett a H,O,-al
elékezelt novényekben, a csapvizzel permetezett kontrollokhoz képest (9. abra). Erdekes,
hogy az enzimaktivitisok a H,O,-eldkezelés hatdsara a kontroll (,,mock™) inokulélt
novényekben is kozel ugyanilyen mértékben emelkedtek (9. dbra), ami arra utal, hogy
ezek a folyamatok nagyrészt fiiggetlenek a TMV-vel szembeni rezisztenciitdl, amely a
H,0O,-el6kezelés hatasara nem valtozott (Id. 8. abra). A H,0O,-al elokezelt és TMV-vel
fert6zott dohdnyban harom, antioxiddns enzimeket k6dol6 gén (NtSOD, NtCAT, és NtAPX)
expresszidja is jelentdsen megemelkedett (a csapvizzel permetezett kontrollhoz képest),
mar 3 és 6 6raval a TMV-inokuléci6 utan (10. abra). Ezek az eredmények igazoljak, hogy
dohdnyban a kis koncentriciéji (5-10 mM) H,0,-elokezelés a ndvényi antioxiddns
kapacitds fokozdsdn keresztiil biztositjia a TMV dltal kivaltott HR-tipusi nekrdzis
visszaszorulasat, de a rezisztencia befolydsoldsa nélkiil.
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9. abra: A dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) fertézésére adott hiperszenzitiv (HR) tipusi
lokélis nekrézis visszaszoruldsa Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN-ben, hidrogén-peroxid (H,0O,) eldkezelés
hatdséra (a virus rezisztencia nem véltozik, 1d. 8. dbra): antioxiddns enzimaktivitisok fokozott indukcidja a
H,0,-al el6kezelt novények inokuldlt leveleiben, a TMV inokuldcié utdni 2., 3. és 4. napon (DAI). A
dohéanyleveleket a TMV-inokulacié el6tt 1 nappal csapvizzel, ill. 5 mM H,0,-al permeteztiik. ,,mock” =
kontroll inokuldlt levelek. * = szignifikans kiilonbség (p<0,05) a csapvizes kontrollhoz képest.
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10. abra: A dohdny mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) fertézésére adott hiperszenzitiv (HR) tipusd
lokalis nekrézis visszaszoruldsa Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN-ben, hidrogén-peroxid (H,0O,) el6kezelés
hatdséra (a virus rezisztencia nem valtozik, 1d. 8. dbra): antioxiddns enzimeket (szuperoxid-dizmutaz, kataldz,
aszkorbét-peroxiddz) koédolé gének fokozott indukcidja a H,0,-al elékezelt novények inokulélt leveleiben, a
TMV fert6zés elsé 24 o6rdjaban (valds idejli, kvantitativ RT-PCR). A dohédnyleveleket a TMV-inokul4cié
elétt 1 nappal csapvizzel, ill. 5 mM H,0,-al permeteztiik. *, ** és *** = szignifikdns kiilonbség (p<0,05,
p=<0,01 és p<0,001) a csapvizes kontrollhoz képest.
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A hiperszenzitiv nekrozissal (sejt/szovethalal) jaro, ill. tiilnetmentes (extrém) novényi
virus rezisztencia — kiilonbségek a védekezési gének és antioxidansok aktivalodasaban

A novények virusfertézésekkel szembeni rezisztencidjanak legismertebb formdja az
un. hiperszenzitiv reakci6 (HR), amikor a virus lokalizaldsit a gazddban sejt-, ill.
szovethaldl (nekrotikus 1€zidk) kiséri. Ugyanakkor a virusrezisztencia tiinetmentesen (pl.
sejt/szovethaldl nélkiil) is hatékony lehet, pl. az in. extrém rezisztencia (ER) sordn, amikor
a behatolds (inokuldcié) helyén a fertdz6 virus szinte teljes mértékben gatlodhat
(Bendahmane et al., 1999; Hajimorad et al., 2001). Mindezek alapjin feltételezhetd, hogy a
HR-tipusti nekrézissal jaro, ill. tiinetmentes (extrém) virus rezisztencia kialakulasa mogott
— legaldbb részben — eltérd novényi védekezési folyamatok &llnak. Az un. reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) és a ROS-szintet szabdlyozdé antioxiddnsok szerepe a HR-
tipusu virus rezisztencidban évtizedek 6ta ismert (Doke €s Ohashi, 1988; Moeder et al.,
2005; Kiraly et al., 2008; Lukan et al., 2020, 2023). Kivancsiak voltunk tehat arra, hogyan
valtozik egyes védekezési (Gn. patogenezissel kapcsolatos /PR/, sejthaldl-gatld, ill.
antioxiddns) gének expresszidja, valamint egyes nem enzimatikus és enzimatikus
antioxiddnsok mennyisége, ill. aktivitasa e két virusrezisztencia mechanizmus (tiinetmentes
ER és lokdlis nekrodzissal jar6 HR) soran?

A virus felhalmozddas eltéré mintazata a dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus,
TMYV) altal kivaltott HR-tipusi, és a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) altal
kivaltott tiinetmentes (extrém) rezisztencianal dohanyban

A HR-tipust, és a tiinetmentes (extrém) rezisztencia Osszehasonlitisdhoz a
Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1 dohdny genotipust hasznaltuk. Ebben a
dohdnyvonalban a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) fertdzésekor az RxI
rezisztenciagén altal meghatdrozott un. extrém rezisztencia (ER) tiinetmentes, mig az N
rezisztenciagén altal meghatarozott, dohdny mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV)
szembeni ellendllé képességet HR-tipusd lokdlis sejt- és szovetelhalds kiséri (Id.
Bendahmane et al., 1999) (11. abra). A PVX-szel szembeni tiinetmentes (ER) és a TMV-
vel szembeni HR tipusi virus rezisztencidt — a PVX, ill. TMV felhalmozédasat —
ugyanabban a dohdny genotipusban Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy az ER maér a
virusfertdz€s utdni 6. 6ratdl kialakul (a PVX gatolva van), mig a HR sordn a virusszint
(TMV) a lokalis nekrotikus 1éziok megjelenésével (2. nap) még emelkedik. Ezek szerint a
fert6zés utdni els0 2 napban a HR sordn a virus (TMV) felhalmozdédas kb. egy
nagysagrenddel nd, mig a tiinetmentes ER-nél a virus (PVX) a fert6zés utdn 2 nappal mar
szinte teljesen visszaszorul (11. abra). Eredményeink megerdsitik azt a kordbbi
megfigyelést (Id. Bendahmane et al., 1999), hogy a PVX dltal dohdnyban kivaltott, Rx/
rezisztenciagén altal meghatdrozott ER sokkal gyorsabb és hatékonyabb, mint a HR-tipusu
rezisztencia (pl. az N rezisztenciagén éltal meghatarozott, TMV altal kivaltott HR).
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11. abra: Tiinetmentes (extrém) és hiperszenzitiv (HR) virusrezisztencia dohanyban (Nicotiana tabacum cv.
Samsun NN Rx1). Baloldali kép: Az Rx!I rezisztenciagén &ltal meghatdrozott extrém rezisztencia (ER)
burgonya X virus (Potato virus X, PVX) fert6zésekor. Jobboldali kép: Az N rezisztenciagén éltal irdnyitott
HR dohdny mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) fert6zés esetén. A felvételek 2 nappal a virusfertdzés
utdn késziiltek. Alsé dbrarész: PVX és TMV felhalmozédasa a virusfertdzés utdn kiilonbozé idépontokban
(1, 3 és 6 6ra, 1 és 2 nap), val6s idejii, kvantitativ RT-PCR-rel mérve. PVX-CP = PVX kopenyfehérje gén,
TMV-CP = TMV kopenyfehérje gén. * és ** = szignifikdns kiilonbség (p<0,05 és p<0,01) a fertdzetlen
mintakhoz (-) képest.

Védekezési gének expresszioja a dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV)
altal kivaltott HR-tipusu, és a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) altal Kivaltott
tiinetmentes (extrém) rezisztencianal dohanyban
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A TMV-vel szembeni HR tipust, és a PVX-szel szembeni tiinetmentes (extrém)
rezisztencidnal (ER) el0szor két, un. patogenezissel kapcsolatos (PR) gén (NtPR-1a és
NtPRB-1b), valamint egy szintén PR génnek tekinthetd, tipikusan stressz-indukalt,
glutation-S-transzferazt kodol6 gén (NtGSTphil) expresszidjat vizsgaltuk N. tabacum cv.
Samsun NN Rx1 dohanyban. Az NtPR-1a gén kifejez0dése a PVX-inokulacio utédn 1 és 3
ordval kissé (de szignifikdnsan) ndtt, majd a fert6z€s 6. 6rdjatdl — az ER kialakuldsdval egy
idében — fokozatosan csokkent (12. abra, lasd még a 11. dbrat is). A TMV fert6zése altal
kivaltott HR-nél viszont az NtPR-la expresszi6 az inokuldcié utdn eldszor fokozatosan
emelkedett, majd a 2. és 5. napra (amikor a HR-l1ézidk kifejlddnek) mar kb. egy
nagysagrenddel (tizszeresére) nétt. (12. abra).
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12. abra: Harom védekezési (stressz) gén (NtPR-1a, NtPRB-1b és NtGSTphil) kifejez6dése burgonya X
virussal (Potato virus X, PVX) és dohdny mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) fert6zott, PVX-re és
TMV-re rezisztens dohdnyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) a virusfertdzés utan kiilonbozd
idépontokban (1, 3 és 6 6ra, 1, 2 és 5 nap), valds ideju, kvantitativ RT-PCR-rel mérve. *, ** s *** =
szignifikdns kiilonbség (p<0,05, p<0,01 és p<0,001) a fertdzetlen mintdkhoz (-) képest.
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Az NtPRB-1b gén expresszidja mindkét rezisztenciatipusndl kezdetben nétt, és a
fert6zést kovetd 2. napon tetdzott, de a PVX-fertdzott, ER-t mutaté levelekben az mRNS
szint csak toredéke (kb. 10 %-a) volt annak, amit a TMV-fertozott, HR-rezisztens
levelekben mértiink. A virusfertdzés 5. napjara az NtPRB-1b expresszidja mindkét novény-
virus kapcsolatban jelentdsen csokkent, de a PVX-fertozott, ER-t mutaté levelekben a
génkifejezodés teljesen visszaszorult (12. abra). Az NtGSTphil expresszidja a PVX-
fert6zott novényekben a fert6zés utani elsé 6 oraban (az ER kialakuldsaval parhuzamosan)
nott, de utdna fokozatosan visszaszorult, ill. stagnélt, mig a TMV fert6zés (HR) utdn 2 és 5
nappal az NtGSTphil kifejez6dése a tobbszorosére nétt (a NtPRB-1b-hez hasonld
expresszids trendet kovetve) (12. abra).

A PVX-szel szembeni tiinetmentes (ER) és a TMV-vel szembeni HR tipusd
rezisztencidndl figyelemmel kisértiik harom tovabbi olyan védekezési gén aktivitdsat is,
amelyek a sejthaldl gétlasban (BAX inhibitor-1, NtBI-I), ill. a ROS-felhalmozddés
szabdlyozédsaban (alternativ-oxiddz, NtAOXI-2 és kataldz, NtCatl) jatszanak szerepet.
PVX fertdzésnél az NtBI-1 gén expresszidja egy kezdeti dtmeneti visszaesést kovetden az
inokuléciét kovetd 6. 6ra utdn fokozatosan lecsokkent (6sszhangban az ER kialakuldsaval).
Ugyanakkor a TMV fert6zés 6. 6rdjatol a génexpresszié folyamatosan nétt és a 2. napra — a
HR-1éziok kialakuldsaval egyidoben — az NtBI-1 mRNS szint tobbszorosére emelkedett
(13. abra).
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13. abra: Sejthaldl gatlé (NtBI-1 = BAX inhibitor-1), ill. ROS felhalmozddast szabalyozé gének (NtAOXI-2
= alternativ-oxidaz és a NrCatl=kataldz) kifejez6dése burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) és dohdny
mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) fertézott, PVX-re és TMV-re rezisztens dohdnyban
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) a virusfert6zés utan kiilonboz6 idépontokban (1, 3 és 6 6ra, 1, 2 és
5 nap), kvantitativ RT-PCR-rel mérve. *, ** és *** = szignifikdns kiilonbség (p<0,05, p<0,01 és p<0,001) a
fertézetlen mintdkhoz (-) képest.

Az NtAOXI-2 expresszidja mindkét rezisztenciatipusndl (ER és HR) a fert6zést
kovetd 3. 6raban szintén dtmeneti visszaesést mutatott. A 6. 6ratdl a tiinetmentes ER-nél
(PVX fert6zés) a génexpresszid6 markansan csokkent, mig HR-nél (TMV fert6zés) az
NtAOXI-2 mRNS szintje ugyanebben az idOpontban kb. a kétszeresére emelkedett, még
joval a HR-1éziok megjelenése el6tt (13. abra). A hidrogén-peroxidot lebontd, katalazt
kodoloé NrCatl expresszidja ER-nél, a PVX fert6zés utdn 3 oraval jelentds mértékben ndtt,
de innentdl kezdve a génexpresszié mar fokozatosan csokkent. HR sordn (TMV fert6zés),
a BAX inhibitorhoz és az alternativ-oxiddzhoz hasonléan, az NtCatl génnél is
megfigyelhetd volt a fertdz€és utdn 3 6rdval az expresszié dtmeneti visszaesése, de ezutan
az NtCatl expresszidja tobb mint a kétszeresére nott, még a HR-1éziok megjelenése elott (a
fert6zés 1. napjara) (13. abra).

Osszefoglalva a fentieket: a vizsgilt védekezési (PR) gének expresszidja a
tinetmentes ER (PVX fertzés) esetén csak alig feleakkora mértékben vagy — a PR gének,
az NtBI-1 és NtGSTphil esetén — kb. egy nagysdgrenddel kisebb mértékben indukélddott,
mint a lokalis nekrotikus 1éziokkal jar6 HR-nél (TMV fert6zés). Ennek oka feltehetden az,
hogy az ER rendkiviil gyors lefolyast, mar a virusfertézés utdan 6 6raval kialakul (1d. 11.
abra), ezért hosszabb tdvon nincs sziikség a védekezési gének fokozott expresszidjara.

Antioxidansok mennyisége, ill. aktivitisa a dohany mozaik virus (Tobacco mosaic
virus, TMYV) altal kivaltott HR-tipusid, és a burgonya X virus (Potato virus X, PVX)
altal Kivaltott tiilnetmentes (extrém) rezisztencianal dohanyban

A TMV-vel szembeni HR tipusu, és a PVX-szel szembeni tiinetmentes (extrém)
rezisztencidndl (ER) a védekezési folyamatok jobb Osszehasonlitisa érdekében arra is
kivancsiak voltunk, hogyan valtozik egyes nem enzimatikus és enzimatikus antioxiddnsok
mennyisége, ill. aktivitdsa?

A glutation (GSH) egy antioxiddns hatasu tripeptid, amely jeldtvivoként tobbek
kozott a ndvényi virus rezisztencia egyik meghatdrozé tényezdje (De et al., 2018; Gullner
et al., 2017b; Kiinstler et al., 2019; Zechmann, 2020). A virusfert6zés késobbi szakaszaban
(4. nap) az Ossz-glutation szintje (redukalt és oxidalt glutation, GSH és GSSG) a
tinetmentes ER (PVX fert6zés) sordn nem valtozott szignifikdnsan az egészséges,
fertézetlen novényekben mért szinthez képest. Ugyanakkor a TMV-vel fertézott, HR-
tipusu rezisztencidt mutaté dohdnyban mind az 6ssz-glutation szintje, mind a redukalt és
oxidélt glutation ardnya (GSH:GSSG) kb. kétszer akkora volt, mint a PVX-fert6zott
levelekben és egészséges kontrollokban, ami feltehetden a nekrotikus (HR) 1ézidk
megjelenésével van 6sszefiiggésben (14. abra).
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A PVX-szel (ER) és TMV-vel (HR) fert6zott dohdnyokban két, a glutation
mukodésében szerepet jatszo €s a novényi virusfertdzések elleni védekezésében részt vevo,
antioxiddns hatdsu enzim, a glutation reduktdz (GR) €s a glutation-S-transzferaz (GST) (1d.
Gullner et al. 2018; Hernandez et al. 2017) aktivitasat is mértiik. A virusfertézés utan 4
nappal a GR és GST aktivitdsa a tiinetmentes ER (PVX fert6z€s) sordn nem véltozott
szignifikdnsan a fertdzetlen novényekhez képest. Ezzel ellentétben HR (TMV fertdzés
esetén a GR és GST aktivitds a PVX-fert6zott és egészséges kontroll novényekhez képest a
tobbszorosére nott, feltételezhetden a HR 1€ézidk megjelenésével Osszefiiggésben (14.
abra).
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14. abra: Glutation felhalmozddasa és az oxiddlt és redukalt glutation ardnya (legfelsé dbrarész) valamint
glutation-reduktdz (GR) és glutation-S-transzferdz (GST) enzimaktivitds (kozépso és als6 dbrarész) burgonya
X virussal (Potato virus X, PVX) és dohdny mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) fertézott, PVX-re
és TMV-re rezisztens dohdnyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1), a virusfertdzés utdn 4 nappal.
»~mock” = kontroll inokuldlt névények. * = szignifikdns kiilonbség (p<0,05) a fertézetlen mintdkhoz (-)
képest.
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Eredményeink szerint dohanyban (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1) a védekezési
gének €s antioxidansok (ROS-szabalyozdk) fokozott expresszidja, ill. aktivitdsa elsdsorban
a TMYV altal kivaltott rezisztencia késobbi szakaszdban (a 2. naptdl) kialakulé HR-tipusu
lokdlis nekrotikus 1éziok megjelenéséhez kothetd. Ugyanakkor a PVX fert6zés altal
kivaltott tiinetmentes extrém rezisztencia (ER) sordn ezek a védekezési folyamatok vagy
korén, ill. d&tmenetileg indukdlédnak vagy alig detektdlhatdk, kiillonosen a virusfertdzés
késObbi szakaszdban, ami 0sszhangban van az ER rendkiviil korai (a virusfert6zés utani 6.
oratdl) kialakulasaval (1d. 11. 4bra).

A HR-rel (sejt/szovethalal) jaro, ill. tiinetmentes (extrém) novényi virus rezisztencia —
a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) szerepe a rezisztencia, ill. sejthalal
kialakitasaban

Eredményeink szerint dohdny noévényekben a dohdny mozaik virus (Tobacco
mosaic virus, TMV) 4ltal kivaltott, lokdlis nekrotikus lézidkkal jar6 (HR-tipusu), és a
burgonya X virus (Potato virus X, PVX) éltal okozott tiinetmentes (extrém) virus
rezisztencia kialakulasa mogott — legalabb részben — eltérd idOzitésti védekezési
folyamatok allnak. A PVX fertdzés éltal kivdltott tiinetmentes extrém rezisztencia (ER)
soran egyes védekezési gének és antioxiddnsok (ROS-szabdlyozdk) vagy kordn, ill.
atmenetileg indukalédnak vagy alig detektalhatok, mig a TMV altal kivaltott HR-tipust
rezisztencidndl ezek a védekezési folyamatok csak késObb, lassabban aktivalodnak (Id. az
el6z6 fejezetet). Mivel a vizsgélt védekezési faktorok nagy része kozvetleniil vagy
kozvetve szabdlyozza a ROS-szintet (pl. glutation, glutation-S-transzferdz, katalaz,
alternativ-oxidaz), feltételezhetd, hogy a ROS-felhalmozddas eltérd — korai, ill. kés6i —
1dozitése meghatarozo6 szerepet jatszik a rezisztencia, ill. sejthalal kialakitasdban.

Mindezek alapjan tisztdzni kivantuk, hogy 1/ A TMV-fertézésre HR-tipusu
rezisztenciat adé dohanyban a ROS géitlasa, ill. a ROS-felhalmoz6dés iddzitése hogyan
befolyasolja a sejt/szovethaldlt (lokélis nekrdzist) és a tényleges virus rezisztencidt, 2/ A
PVX-fertdzésre tiinetmentes extrém rezisztencidt (ER) adé dohdnyban a ROS-
felhalmozddas hogyan jarul hozza az ER kialakuldsahoz?

A ROS gatlasa és a ROS-felhalmozodas idozitése — hatas a dohany mozaik virus
(Tobacco mosaic virus, TMV) altal kivaltott HR-t alkoté sejt/szovethalalra és
rezisztenciara

A ROS-termelés gdtldsa magas homérsékleten — hatas a TMV dltal kivdltott HR-tipusu
sejt/szovethaldlra és rezisztencidra

A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS), elsdsorban a szuperoxid (O;") és a beldle
képz6d6 hidrogén-peroxid (H,O,) meghatarozé szerepe a HR-tipusu virus rezisztencidban
évtizedek o6ta ismert (Doke €s Ohashi, 1988; Moeder et al., 2005; Kirdly et al., 2008;
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Lukan et al., 2020, 2023). Ha az N rezisztencia gént hordozd, TMV-fert6zésre HR-t ad6
dohdnyban a szuperoxid termelését transzgenikus tton gétoltdk (egy szuperoxid-termelést
gatlo fehérje tiltermelésével), a szokdsosndl kisebb HR-tipusti nekrotikus 1€zidk késve
jelentek meg, ami arra utal, hogy a ROS (szuperoxid) hidnydnak hatdsara feltehetfen a
virus rezisztencia is sériilt (Moeder et al., 2005). Régébta ismert az is, hogy az N gén altal
meghatdrozott TMV-rezisztencia magas homérsékleten (28 °C felett) szintén sériil: nem
alakul ki HR-tipusi nekrézis és a gazdanovény a virusfertézésre fogékony lesz (Samuel,
1931). Amennyiben a ROS-felhalmozédds valoban meghatdrozd szerepet jatszik a HR-
tipusu virus (TMV) rezisztencidban, akkor a magas homérséklettel jaré fogékonysag soran
is gatlédhat a ROS felhalmozdddsa. Kivancsiak voltunk tehdt arra, hogy az N gént
hordozé, 30 °C-on tartott dohdnyban (Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN) a TMV adltal
kivaltott HR-tipusu rezisztencia sériilése mennyiben jar egyiitt a ROS (szuperoxid és H,0,)
felhalmozddas gatlasaval?

A 20, ill. 30 °C-on tartott novények TMV-vel inokuldlt leveleiben a szuperoxid
(O77) és HyO, mennyiségét nitroblue-tetrazolium-kloridos (NBT), ill. diamino-benzidines
(DAB) szovetfestéssel hatdroztuk meg, az inokul4cié utdni 3 napon beliili idOpontokban. A
szuperoxid felhalmozdédasa 30 °C-on (a HR-tipusu rezisztencia hidnydban) jelentOs
mértékben visszaszorult a normdl hémérsékleten (20 °C) tartott novényekhez képest,
elsésorban a TMV-fert6zott, de a kontroll inokulalt (,,mock’) mintdkban is (15. abra). A
H,0O, mennyisége viszont nem mutatott szignifikdns eltérést a 30 °C-on, ill. 20 °C-on
tartott novények mintdiban (a kés6i idOpontokban a 30 °C hatdsdra a H,O,-szint enyhén
nétt) (15. abra). Ezek szerint a TMV-rezisztencia magas hémérsékleten (30 °C) torténd
visszaszoruldsanak egyik oka feltehetden a szuperoxid-szint jelentds, tobb mint 50 %-os
csokkenése lehet.
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15. abra: Szuperoxid (O,”) és hidrogén-peroxid (H,0,) felhalmozdddsa dohdny mozaik virussal (Tobacco
mosaic virus, TMV) fert6zott és kontroll inokuldlt (,,Mock”) dohdny (Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN)
levelekben, normdl (20 °C) és magas (30 °C) hdmérsékleten, a TMV inokul4cié utdni elsé 3 napon beliili
idépontokban. A 30 °C-on tartott ndvényekben a TMV-vel szembeni hiperszenzitiv (HR) tipusu rezisztencia
(lokélis nekrotikus 16zidk) nem alakul ki. A szuperoxidot NBT (nitroblue-tetrazolium-klorid), mig a
hidrogén-peroxidot DAB (diamino-benzidin) szovetfestéssel detektaltuk. * = szignifikdns kiilonbség (p<0,05)
a 20 °C-on tartott novényekhez képest.

A HR-tipusu virus rezisztencidban (tobbek k6zott TMV-fert6zésnél is) a szuperoxid
(O;7) felhalmozodasat a fertdzés helyén NADPH-oxiddz enzimek katalizaljadk (Doke és
Ohashi, 1988; Moeder et al., 2005; Lukan et al., 2020). Eredményeink szerint a 30 °C-on
tartott (HR-tipust rezisztencidt nem mutaté) dohdny TMV-vel inokuldlt leveleiben a
NADPH-oxiddz enzimaktivitds (az inokulacié utdni 5 napon beliil) jelentdsen kisebb volt,
mint a normdl hdmérsékleten (20 °C) tartott névényekben, mind a TMV-fert6zott, mind a
kontroll inokulélt (,,mock’) mintdkban (16. abra). A NADPH-oxidaz aktivitds csokkenése
hasonl6 trendet mutatott, mint a szuperoxid-szint csokkenése (lasd 15. és 16. dbra).
Kivéancsiak voltunk arra is, hogy a 30 °C-on tartott, a TMV-vel szemben HR-tipust
rezisztenciat nem mutaté dohanyban hogyan véltozik egy olyan, NADPH-oxidazt k6dol6
gén (NtRBOHD) expresszidja, amely a novényi rezisztencia vdlaszokban a szuperoxid-
felhalmozddast irdnyitja (Simon-Plas et al., 2002). Az NtRBOHD expresszidja a 30 °C-on
tartott dohdny TMV-vel inokuldlt leveleiben a virusfert6zés utdni korai idépontokban (6 és
12 6ra) jelentésen visszaszorult a normdl homérsékleten (20 °C) tartott ndvényekhez
képest (kontroll inokulélt /,,mock”/ mintdkban az NtRBOHD gén kifejez0dése nem
véltozott) (16. abra). Feltételezhet6 tehat, hogy az NtRBOHD Xkifejez6désének 30 °C-on
észlelt szuppresszidja hozzdjarul a NADPH-oxiddz aktivitds, ill. a szuperoxid-szint
csokkenéséhez, amely a HR-tipusi TMV-vel szembeni rezisztencia visszaszoruldsanak
egyik kivalt6 oka.
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16. abra: NADPH-oxiddz enzimaktivitds (felsé dbrarész) és egy NADPH-oxidazt kédolé gén (NtRBOHD)
expresszidja (alsé dbrarész) dohdny mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) fertézott és kontroll
inokuldlt (,,Mock’) dohdny (Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN) levelekben, normdl (20 °C) és magas (30 °C)
hémérsékleten, a TMV inokuldcié utdni els 4 napon, ill. 24 6ran beliili idépontokban. A 30 °C-on tartott
novényekben a TMV-vel szembeni hiperszenzitiv (HR) tipusu rezisztencia (lokalis nekrotikus 1éziék) nem
alakul ki. Az NtRBOHD gén expresszi6jat szemikvantitativ RT-PCR-rel mértiik, referencidnak egy dohdny
aktin gén (NrAct) expresszidjat tekintettiik. * = szignifikdns kiillonbség (p<0,05) a 20 °C-on tartott
novényekhez képest.

A ROS-felhalmozodds idozitése a virusfertézés utdn pdr nappal vagy pdr ordval — hatds a
TMV diltal kivdltott HR-tipusii sejt/szovethaldlra és rezisztencidra

Eredményeink szerint a HR-tipusi TMV-rezisztencia magas hdmérsékleten (30 °C)
torténd  visszaszoruldsdnak egyik oka a ROS - elsOsorban a szuperoxid -
felhalmozdédasdnak csokkenése lehet. Amennyiben a ROS ténylegesen szerepet jdtszik a
HR-t alkot6 virus rezisztencia, ill. sejthaldl kialakitasdban, akkor a 30 °C-on tartott dohdny
(N. tabacum cv. Xanthi NN) inokuldlt leveleiben a ROS-felhalmozédds mesterséges
eldidézése feltehetden visszadllitja a HR-tipusi TMV-rezisztencidt. Ha a 30 °C-on tartott
novények TMV-inokulalt leveleit az inokul4cié utdn 3 nappal szuperoxidot (O,") és HyO»-t
képzd agensekkel (riboflavin / metionin, gliikkéz / gliikkéz-oxiddz, H,O,) kezeltiik, tovabbi 3
nap elteltével a HR-tipusu 1€ézidk djra kialakultak, de a virusrezisztencia nem: a 30 °C-on
tartott novényekben a TMV titer egyformdn magas volt, fiiggetleniill a HR-nekr6zis
meglététél vagy hianyatél (17. abra). Ezek szerint 1/ a TMV titer elsdsorban a
hdmérséklettdl és nem a HR-tipusu nekrotikus tiinetektdl fiigg, 2/ a TMV-fert6zés utani 3.
nap mar tdl késé a HR-tipusu rezisztencia kialakitdsdhoz, a lokdlis nekrotikus 1ézidk
megjelenése bnmagaban ehhez nem elégséges.
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17. abra: A magas homérsékleten (30 °C) tartott dohdny névényekben (Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN) a
dohany mozaik virussal (Tobacco mosaic virus, TMV) szembeni hiperszenzitiv (HR) tipusd rezisztencia
(lokélis nekrotikus tiinetekkel) nem alakul ki — a 30 °C-on tartott névényekben a HR-tipusu lokdlis nekrézis
eldidézése sem befolydsolja a TMV felhalmozdddsat: ha a 30 °C-on tartott ndvények TMV-inokulélt leveleit
az inokuldcié utdn 3 nappal (3 DAI) reaktiv oxigénszarmazékokat (ROS) képz6 dgensekkel kezeljiik, a HR-
tipusu 1ézidk kialakulnak, de a virusrezisztencia nem. Felsdé dbrarész: TMV felhalmoz6dadsa az inokulalt
levelekben az inokuléci6 utdn 6 nappal, ELISA médszerrel mérve. Alsé dbrarész: a TMV-inokuldlt, 30 °C-on
tartott levelek kezelése (infiltrdlasa) ROS-képz6 dgensekkel (3 DAI) tovabbi 3 nap elteltével HR-tiineteket
eredményez. A magas hodmérséklet, ill. a ROS képz6 dgensek 6nmagukban nem okoztak HR-tiineteket. ROS
képz6 dgensek: GOX = 200 U ml" gliikéz-oxiddz, 2 mM gliikkéz; RF = 266 uM riboflavin, 10 mM L-
metionin; H,O, = 25 mM H,0,. A kontroll ndvények (,,TMV/30” és (,,TMV/20” ) csapvizes kezelést kaptak.
* = szignifikdns kiilonbség (p<0,05) a 30 °C-on tartott névényekhez képest.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy TMV-re fogékony dohdnyban a ROS-
felhalmoz6das mesterséges eldidézése a fertdzés utdni korai idopontokban (pér ordval az
inokulédcié utdn) képes-e — HR-tipusi nekrézissal vagy tiinetmentesen — kialakitani a
rezisztenciat? Ha a TMV-re genetikailag fogékony dohany novények (N. tabacum cv.
Samsun nn) inokuldlt leveleit a virus inokulacié utdn 2 éraval szuperoxidot (O;") és H,O,-t
képzd dgensekkel (riboflavin / metionin, gliikéz / gliikkéz-oxiddz, H,O,) kezeltiik, kialakult
a TMV-rezisztencia, de tiinetmentesen (HR-tipusti lokdlis nekrdzis nélkiil): a ROS-
kezelések hatdsara a TMV titer a kezeletlen kontrollhoz képest legaldbb a felére csokkent
(18. abra).
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18. abra: Rezisztencia eldidézése a dohany mozaik virusra (Tobacco mosaic virus, TMV) fogékony
dohdnyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun nn): ha a TMV-inokulalt leveleket az inokuldcié utan 2 6raval (2
HAI) reaktiv oxigénszarmazékokat (ROS) képzd agensekkel kezeljiik, kialakul a TMV-rezisztencia, de
tinetmentesen (HR-tipust lokdlis nekrézis nélkiil). Fels§ abrarész: TMV felhalmozdddsa az inokulalt
levelekben az inokuldcié utdn 6 nappal, valds idejli, kvantitativ RT-PCR-rel mérve. TMV-CP = TMV
kopenyfehérje gén. Alsé dbrarész: a TMV-inokuldlt levelek kezelése (infiltrdldsa) ROS-képzd dgensekkel (2
HALI) tovébbi 6 nap elteltével sem eredményez tiineteket. ROS képzé dgensek: GOX = 200 U ml" gliik6z-
oxiddz, 2 mM gliikéz; RF = 266 uM riboflavin, 10 mM L-metionin; H,O, = 25 mM H,0,. A kontroll
novények (,,TMV”) csapvizes kezelést kaptak. * = szignifikdns kiilonbség (p<0,05) a kontroll novényekhez
képest.

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy dohdnyban a TMV-vel szemben hatékony,
tiinetmentes rezisztencia alakithaté ki, ha a ROS (szuperoxid, ill. H,O,) felhalmozd6das
eldidézése a virusfertdzés utani korai idépontokban (pl. 2 éraval) torténik, mig a fertdzés
utdni késObbi idépontokban (pl. 3 nappal) adott ROS-kezeléseknél a HR-tipust nekrotikus
1éziok megjelenése nem jar egyiitt a virusrezisztencidval. Ezek szerint a fert6zott
novényben 1/ a megfelelden idozitett, korai (a fert6zés utdn par Ordval) ROS-
felhalmozddas sziikséges a virus rezisztencia kialakitdsdhoz, 2/ a késon idozitett ROS-
felhalmozd6dds hatdsdra kialakul6 HR-tipusd, lokdlis nekrotikus tiinetek nem feltétleniil
jelzik a virus rezisztencia meglétét.

A ROS-felhalmozédas szerepe a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) altal
kivaltott tiinetmentes, extrém rezisztenciaban (ER)

Eredményeink alapjan a TMV-fert6zott, fogékony dohdnyban a tiinetmentes (HR
nélkiili) virus rezisztencia kialakitisdhoz a ROS korai (a fertdzés utan 2 Ooraval)
felhalmozddasa sziikséges (1d. el6zd fejezet). Ezek szerint a korai ROS (pl. szuperoxid)
felhalmozdédas lehet az egyik oka a gyors és hatékony, tiinetmentes, Un. extrém
rezisztencidnak (ER) is az olyan virusokkal szemben, mint pl. a burgonya X virus (Potato
virus X, PVX), ahogy azt mar tébb mint 20 éve feltételezték (Bendahmane et al., 1999). A
burgonydban a PVX legtobb torzse ellen hatdsos ER-t az Rx rezisztencia gének (Rx/ és
Rx2) biztositjdk, és ez a tlinetmentes rezisztencia az Rx/ gént kifejezd transzgenikus
dohanyban (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1) is megnyilvanul (Id. Bendahmane et al.,
1999). Kivancsiak voltunk arra, hogy az Rx/ gént kifejezd transzgenikus dohdnynak a
PVX-fertdzésre adott tiinetmentes, extrém rezisztencidjaban van-e tényleges szerepe a
ROS - els6sorban a szuperoxid - korai (a fertdzés utdn par Ordan beliili)
felhalmozdédasanak?

A burgonya X virus (Potato virus X, PVX) dltal az Rx1 gént kifejezo dohdnyban kivdltott
tiinetmentes, extrém rezisztencia 6-24 ordn beliil kialakul

Ismert, hogy az &ltalunk hasznélt magyar PVX izoldtum (PVX-Ny) tiinetmentes,

extrém ellendllésdgot (ER) valt ki az Rx/ rezisztencia gént kifejez0 burgonydban
(Ahmadvand et al., 2012). Kimutattuk, hogy a PVX-Ny az Rx/ gént kifejez6 transzgenikus
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dohédnyban (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1) szintén nem okoz makroszkopikus tiineteket,
sem az inokulalt, sem a felsO, nem-inokulalt levelekben, ami az ER kialakulasara utal (a
fogékony — RxI gént nem tartalmaz6é — dohdnyban a PVX-Ny enyhe lokalis sargulést és
szisztemikus mozaikot okozott). Az ER-t mutaté Rx1 dohdny inokulélt leveleiben a PVX
felhalmozdddasa az inokuléci6 utdni 6. 6rat kovetden meredeken csokkent, mig a vadtipus,
fogékony novényekben a virus titer folyamatosan emelkedett (19. abra). A virus
inokuldcié utdn 5 nappal a PVX szint az ER-t mutat6 Rx1 dohdnyban mir kb. egy
nagysagrenddel volt kisebb, mint a fogékony novényekben. Eredményeink szerint a PVX
altal az RxI gént kifejez6 dohdnyban kivéltott tiinetmentes, extrém rezisztencia
meglehetdsen kordn, az inokuldcié utdn 6-24 6ran beliil kialakul.
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19. abra: Burgonya X virus (Potato virus X, PVX) felhalmozéddsa az Rx/ extrém rezisztenciagént kifejez6
dohdnyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és a fogékony kontroll névényekben (N. tabacum cv.
Samsun NN), a virusfert6zés utdn kiilonb6zé idépontokban (1, 3 és 6 6ra, 1, 2 és 5 nap), valds idejt,
kvantitativ RT-PCR-rel mérve. PVX-CP = PVX kopenyfehérje gén. * és ** = szignifikans kiilonbség (p<0,05
és p<0,01) a fertézetlen mintdkhoz (-) képest.
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A burgonya X virus (Potato virus X, PVX) dltal az Rx1 gént kifejezo dohdnyban kivdltott
tiinetmentes, extrém rezisztencidt megelozi a szuperoxid korai felhalmozoddsa

Korabbi kutatasok feltételezték, hogy a PVX fertdzésére burgonyaban, ill.
dohdnyban kialakul6, az Rx/ gén altal meghatdrozott tiinetmentes, extrém rezisztencidban
(ER) meghataroz6 szerepe lehet a ROS, elsdsorban a szuperoxid (O,”) gyors, korai
felhalmozéddsanak (Bendahmane et al., 1999). E hipotézis alapjan egyik {6 célkitlizésiink
volt annak tisztdzdsa, hogy az RxI gént kifejezd transzgenikus dohdnynak a PVX-
fert6zésre adott extrém rezisztencidjaban van-e tényleges szerepe a fert6zés utani korai (a
fert6zés utan par 6ran beliili) szuperoxid felhalmozddasnak? A szuperoxid szintet egy ER-t
mutat6 €s fogékony dohany vonalban (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1 és NN) nitroblue-
tetrazolium-kloridos (NBT) szovetfestéssel detektaltuk, a PVX-inokulacié utan 1, 2, 3 és 6
ordval, valamint 2 nappal. Kimutattuk, hogy a szuperoxid az ER-t mutat6 levelekben (Rx1
dohany) a PVX-fert6z€s utdn mdr 1 és 2 6ran beliil is joval intenzivebben halmozddik fel,
mint a fogékony novényekben (20. abra). Az NBT szovetfestés kvantifikdldsa alapjan
viszont egyértelmi volt az is, hogy a virusfertdzés utani 2. napra a szuperoxid mennyisége
az ER-t mutaté Rx1 dohdnylevelekben a fertdzetlen, ill. PVX-re fogékony novényekre
jellemzd szintre esik vissza (20. abra).
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20. abra: A burgonya X virus (Potato virus X, PVX) altal dohdnyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN
Rx1) kivaltott tiinetmentes, extrém rezisztencia egyiitt jar a szuperoxid (O,") korai felhalmoz6dasaval és a
fokozott NADPH-oxiddz enzimaktivitdssal. Felsé dbrarész: Szuperoxid felhalmozéddsa a PVX-re extrém
rezisztens Rx1 dohdnyban és a fogékony kontroll novényekben (N. fabacum cv. Samsun NN), a PVX
inokul4cié utdn 1, 2, 3 és 6 6rdval (- = fertdzetlen ndvények). A szuperoxidot NBT (nitroblue-tetrazolium-
klorid) szovetfestéssel detektaltuk. A panel alsé részén levd gélkép a PVX-szel szembeni extrém rezisztencia
meglétét/hidnyat szemlélteti a vizsgélt ndvényekben, 7 nappal a virus inokuldcié utdn (a PVX mennyisége
szemikvantitativ RT-PCR-rel mérve, PVX-CP = PVX kopenyfehérje gén). K6zEéps6 dbrarész: A szuperoxid
felhalmozdédds (NBT szovetfestéssel detektdlva) kvantifikdldsa, a PVX-re extrém rezisztens Rx1 dohdnyban
és a fogékony kontroll novényekben, a PVX inokuldcié utdn 1, 2, 3 és 6 6rdval valamint 2 nappal (- =
fertdzetlen novények). Alsé dbrarész: NADPH-oxiddz enzimaktivitds a PVX-re extrém rezisztens Rx1
dohdnyban és a fogékony kontroll novényekben, a PVX inokuldcié utdn 0,5 és 2 érdaval valamint 1 és 2
nappal. * = szignifikdns kiilonbség (p<0,05) a fogékony kontroll n6vényekhez képest.

Eredményeink szerint tehdt a PVX dltal kivaltott tiinetmentes ER sordn a
szuperoxid a virusfertdzés utdni 6 6ran beliil halmozddik fel jelentds mértékben, mig a
PVX titer csak ezt kovetden (az inokuldcié utan 6-24 o6ran beliil) esik vissza (vo. a 19. és
20. abrat). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a tiinetmentes ER sordn a szuperoxid
kozvetleniil is hozzdjarulhat a fert6z6 virus (PVX) gétldsahoz.

Mivel a NADPH-oxidazoktdl fiiggd szuperoxid felhalmozddas a HR-tipusu virus
rezisztencia egyik jellemzdje (Doke és Ohashi 1988; Rossetti és Bonatti, 2001; Kirdly et
al., 2008), feltételezhetd, hogy egy hasonlé folyamat a tiinetmentes ER kialakitasdhoz is
hozzajarulhat. A NADPH-oxiddz enzimaktivitist ER-t mutaté és fogékony dohédny
vonalban (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1 és NN) mérve azt tapasztaltuk, hogy az ER
soran jelentkezd fokozott, korai (a PVX-inokul4cié utdn 1 napon beliili) NADPH-oxidaz
aktivitds jol koveti a szuperoxid felhalmozédasanak idébeli mintazatat (20. abra). Ezek
szerint a NADPH-oxiddz aktivitassal 6sszefiiggd szuperoxid felhalmozdédas fontos szerepet
jatszhat a PVX-szel szembeni tiinetmentes, extrém rezisztencia kialakitasdban.

A szuperoxid-felhalmozodds hozzdjdarul a PVX dltal dohdnyban kivdltott extrém
rezisztencidahoz: antioxiddns enzimek (SOD és CAT) infiltrdldsa visszaszoritia a
szuperoxidot és a rezisztencidt

Megfigyeltiik, hogy a PVX dltal kivaltott tiinetmentes ER soran jelentkezd korai
szuperoxid-felhalmozddas, ill. NBT szovetfestés (Id. 20. dbra) visszaszorithatd, ha az
inokulélt leveleket az NBT mellett antioxiddns enzimekkel (szuperoxid-dizmutdz, SOD és
katalaz, CAT) infiltrdljuk a PVX fert6zés utani 1. és 2. 6raban (1 és 2 HAI) (21. abra). A
SOD a szuperoxidnak (O;7) hidrogén-peroxiddd (H,0,) torténd atalakuldsaért
(dizmutécigjaért), mig a CAT a H,O, lebomlésaért felelds (Halliwell és Gutteridge 2015).
Ezzel a kisérlettel tehat igazoltuk, hogy 1/ a PVX-szel fert6zott, extrém rezisztens (ER)
dohanylevelekben az NBT specifikusan reagdl a szuperoxiddal, 2/ a SOD és CAT
infiltrdlasa a PVX 4ltal kivéltott ER-t megel6zden (1 és 2 HAI) termelt rendkiviil nagy
mennyiségli szuperoxidot is képes visszaszoritani. Mindezek alapjan feltételeztiik, hogy a
PVX fertdzés kezdetétdl biztositott nagy in planta antioxiddns kapacitids nemcsak a
szuperoxid szintet csokkenti, de a tiinetmentes, extrém virus rezisztencidt is képes
visszaszoritani. Kordbbi kutatdsok alapjan ugyanis ismert, hogy pl. drpdban a lisztharmat
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(Blumeria graminis f. sp. hordei) altal kivaltott tiinetmentes rezisztencia antioxidans (SOD
és CAT) kezelések hatdsara jelentdsen csokken (Hafez és Kirdly, 2003).
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21. abra: A szuperoxid (O,") korai felhalmozdédéasa és a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) édltal
dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) kivdltott tiinetmentes, extrém rezisztencia (ER)
visszaszorithat, ha a PVX-szel inokuldlt leveleket antioxiddns enzimekkel (szuperoxid-dizmutdz, SOD és
kataldz, CAT) infiltraljuk. Fels6 dbrarész: A szuperoxidot NBT (nitroblue-tetrazolium-klorid) szovetfestéssel
detektaltuk. A PVX inokul4cié utdn 1, ill. 2 érdaval (HAI) a baloldali leveleket NBT-vel, mig a jobboldali
leveleket ugyanezekben az idépontokban NBT-vel, valamint SOD (3000 U/ml) és CAT (CAT, 5000 U/ml)
enzimekkel infiltraltuk. Az NBT specifikusan reagdl a szuperoxiddal, mivel az NBT-festés (szuperoxid
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felhalmozédas) SOD és CAT jelenlétében visszaszorul. K6zépsd dbrarész: A PVX 4ltal dohanyban kivéltott
tiinetmentes ER antioxiddns (SOD és CAT) kezelések hatdsdra részlegesen visszaszorul, ez a virusfert6zés
utan 2 és 7 nappal is észlelhet6. Az ER-t mutat6 és fogékony dohdnyok (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1 és
NN) PVX-szel inokulalt leveleinek bal, ill. jobb felét a virusfertézés utan kozvetleniil SOD (3000 U/ml) és
CAT (5000 U/ml) oldattal, ill. 10 mM kalium-foszfat pufferrel (pH=7,8) infiltraltuk. A ,,SOD-CAT” és
,.puffer” jelzésii oszlopok a PVX felhalmozdéddsit mutatjadk egy adott inokulalt levél bal, ill. jobb felében. HR
= hiperszenzitiv lokdlis nekrézisra (HR) emlékeztetd tiinetek az inokuldlt levelek bal felében. A PVX
felhalmozddasat valds idejli, kvantitativ RT-PCR-rel (RT-qPCR) mértiik. PVX-CP = PVX kopenyfehérje
gén. Alsé dbrarész: A PVX 4ltal dohdnyban kivéltott tiinetmentes ER visszaszoruldsa egyiitt jar a HR
megjelenésével és egy patogenezissel-kapcsolatos (PR) gén, az NtPR-la fokozott expresszidjaval (RT-
gqPCR). * és ** = szignifikans kiilonbség (p<0,05 és p<0,01) a pufferrel infiltralt levélfelekhez képest.

Amennyiben tehat az Rx/ gént kifejez0 dohdnyban a PVX fert6zésénél tapasztalt
korai szuperoxid felhalmozddas ténylegesen hozzajarul az ER-hez, akkor a szuperoxid
szint csokkentése antioxidans (SOD és CAT) kezelésekkel legalabb részben megtorheti ezt
a tlinetmentes virus rezisztencidt is. A hipotézis bizonyitdsdhoz az ER-t mutaté és
fogékony dohanyok (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1 és NN) PVX-szel inokulélt
leveleinek bal, ill. jobb felét a virusfertdzés utan kozvetleniil SOD (3000 U/ml) és CAT
(5000 U/ml) oldattal, ill. pufferrel infiltraltuk. Az Rx1 dohdnyok a PVX fert6zésére ER-t
adtak, de a virusfert6zés utdn 2-7 nappal a novények kb. felénél az antioxiddns enzimekkel
(SOD és CAT) infiltralt levélfélben szabad szemmel l4thatd, hiperszenzitiv lokalis
nekrézisra (HR) emlékeztetd tiinetek alakultak ki és ezzel egyiitt a PVX mennyisége is
jelentdsen (kb. kétszeresére) nétt a tobbi, tiinetmentes (SOD/CAT-infiltralt, ill. puffer-
infiltralt) levélfélhez képest. Ugyanakkor a PVX-re fogékony dohanynovények inokulalt
levelei enyhe sarguldsos tiineteket és nagyon magas virus titert mutattak, fiiggetleniil az
antioxidans (SOD/CAT) kezelések meglététdl vagy hidnyatdl (nem bemutatott adatok, 21.
abra).

Erdekes, hogy a PVX iltal kiviltott ER részleges visszaszoruldsa és a HR-re
emlékeztetd szoveti nekrézis megjelenése jOl korrelalt egy tin. patogenezissel kapcsolatos
(PR) gén, az NtPR-la fokozott expresszidjaval, amely a HR-szerli tiineteket mutato,
SOD/CAT-infiltralt levélfelekben a PVX fert6zés utdn mar 2 nappal észlelhetd volt (21.
abra). Ez a megfigyelésiink megerdsiti azokat a kordbbi eredményeket, amelyek szerint
virusfertdzések sordn egyes PR gének, ill. fehérjék (pl. PR-1a) a rezisztencidval jard
szoveti stressz (HR-nekrézis) markerei, de a rezisztencidban nincs tényleges szerepiik
(Cutt et al., 1989; Linthorst et al., 1989).

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy a szuperoxid ténylegesen hozzdjarul a PVX
fertdzés altal kivaltott tiinetmentes, extrém virus rezisztencidhoz (ER), mivel a szokasosnal
nagyobb in planta antioxiddns kapacitds nemcsak a korai szuperoxid-felhalmozddast, de az
ER-t is képes — legaldbb részben — visszaszoritani. Ugyanakkor a szuperoxid-
felhalmozdédas és az ER gitldisa egy HR-tipusi (lokdlis nekrotikus 1ézidkkal jaro)
rezisztencidhoz vezet, amely mar nem képes hatékonyan csokkenteni a fert6z0 virus
replikacidjat (Id. Bendahmane et al., 1999).

A hidroxilgyok (OH') is hozzdjdrulhat a PVX dltal dohdnyban kivdltott extrém
rezisztencidhoz: a ferritin tiltermelése (OH hidnya) visszaszoritja a rezisztencidt
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Ujabb kutatdsok szerint egy ROS, a hidrogén-peroxid (H,0,) a PVX dltal kivéltott
extrém rezisztencia egyik lehetséges OsszetevOje: Nicotiana benthamiana-ban a PVX
mesterségesen termelt effektora (a virus kopenyfehérje) az Rx1 fehérje aktivaldsa utdn 1-2
Orén beliil jelentds mértékii hidrogén-peroxid felhalmozddast okoz (Knip et al., 2019). Ha
a ROS (pl. szuperoxid és esetleg H,O, vagy mas ROS) korai felhalmozddédsa valéban
hozzdjarul a PVX dltal dohdnyban kivaltott extrém rezisztencidhoz (ER), akkor az in
planta ROS-termelddés gatldsa legalabb részben visszaszorithatja ezt a tiinetmentes virus
rezisztenciat.

A fentiek alapjdn tisztazni szerettiik volna, hogy a hidroxilgyok (OH’) — az egyik
leginkdbb reakcidképes ROS, amely pl. H,O,-bdl és szabad vasbol (Fez+) keletkezhet —
milyen szerepet jatszik a PVX dltal dohdnyban kivéltott ER-ban? A kisérletekhez olyan
transzgenikus dohdnyokat haszndltunk, amelyek tidltermelnek egy lucerndbdl szarmazd,
vasat megkotd (raktarozo) fehérjét, a ferritint (Dedk et al., 1999). A ferritinek a névényi
sejtek oxidativ stressz elleni védelméhez jarulnak hozzd ugy, hogy megkotik a OH'-
termelésben részt vevd Fe®-t, igy a ferritin-tiltermelé ndvények OH-hidnyosnak
tekinthetok (Dedk et al., 1999; Van Wuytswinkel et al., 1999; Ravet et al., 2009; Zang et
al., 2017).

Feltételeztiik, hogy az ER-t mutat6 Rx1 dohdnyvonalat a ferritint tultermel6
novényekkel keresztezve az F; utddokban csokken a ROS képzddés és igy a PVX
fertdzésével szemben az ER helyett egy legalabb részleges fogékonysag alakulhat ki. Az
Rx1 dohanyokat (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1) két ferritin tdltermelé dohdnnyal (V.
tabacum cv. SR1: C8 és F9 vonal) kereszteztiikk: a C8 vonalban a lucerna ferritin gén
(MsFer) rovidebb formdja expresszalodik (a szigndl peptid nélkiil), mig az F9 vonal a
teljes fehérjét fejezi ki (Dedk et al., 1999). Kontrollként az Rx1 dohdnyt a — normal ferritin
szintet mutatd — vadtipusu SR1 vonallal is kereszteztiik.

A keresztezésekbdl kapott F; utédgeneraciokban a PVX felhalmozddasat mérve azt
tapasztaltuk, hogy a ferritin tiltermeld F; hibrid egyedekben (Rx1 x C8 és Rx1 x F9) az
ER részlegesen visszaszorult, mivel az inokuldlt levelekben a PVX titer kb. egy
nagysagrenddel nagyobb volt, mint az Rx1 dohdnyban, de csak a virusfert6zés elsd 2
napjdban. Erdekes viszont, hogy a normdl ferritin szintet mutaté F, hibrid egyedekben
(Rx1 x SR1) a PVX éltal kivaltott ER — a ferritin tdltermeld F; novényekhez képest — alig
szorult vissza. Ezek szerint az in planta ROS (OH’) képzddés ferritin tiltermelés miatti
gatlasa specifikusan képes visszaszoritani ezt a tiinetmentes virus rezisztenciat. A kapott
eredményt meger0siti az a megfigyelésiink is, hogy a ferritin tultermeld sziild
dohanyvonalak (cv. SR1: C8 és F9) sokkal fogékonyabbak voltak a PVX fert6zésére, mint
a — normdl ferritin szintet mutatdé — vadtipusd vonalak (cv. SR1 és cv. Samsun NN) (22.
abra). A ferritin tiltermelésnek a PVX elleni ER visszaszoruldsaban jatszott szerepét jelzi
az is, hogy a virusfertzés utdn 5 nappal a legtobb ferritin tiltermeld F; egyed (Rx1 x C8
és Rx1 x F9) inokuldlt leveleiben szabad szemmel lathaté HR-tipusti nekrotikus 1€zidk
alakultak ki, mig a normdl ferritin szintet mutaté F; hibrid egyedek (Rx1 x SRI)
tiinetmentesek maradtak (22. abra). Eredményeink szerint az in planta ROS (OH’)
képzddés ferritin tdltermelés miatti géitldsa részlegesen, de kimutathatéan képes
visszaszoritani a PVX dltal kivaltott tiinetmentes, extrém rezisztenciat, és egy HR-tipusu
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(lokalis nekrotikus 1ézidkkal jard) rezisztencidhoz vezet, amely mar joval kevésbé képes
csokkenteni a fert6zd virus replikacigjat (1d. Bendahmane et al., 1999).
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22. abra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni tiinetmentes, extrém rezisztencia (ER)
részleges megtorése ER-t mutaté dohany (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN Rx1) és két fogékony, ferritint
tdltermeld dohanyvonal (N. tabacum cv. SR1: C8 és F9) keresztezésébdl kapott F, utédnévényekben, a PVX
fert6zés els6 5 napjan. Kontrollként az Rx1 dohdnyt a — normal ferritin szintet mutaté — vadtipusi SR1
vonallal is kereszteztiik (- = fertdzetlen novények; SNN = fogékony kontroll vadtipusd cv. Samsun NN
dohdnyvonal). Felsé d&brarész: Az inokuldlt levelekben a PVX felhalmozddasat (PVX-CP relativ
génexpresszid) valds idejii, kvantitativ RT-PCR-rel kovettiik a PVX inokul4ci6 utdn 1, 2, és 3 nappal. * és **
= szignifikdns kiilonbség (p<0,05 és p<0,01) a PVX-szel inokuldlt mintdkban az Rx1 — Rx1 x F9 F1, Rx1 —
Rx1 x C8 F1 és Rxl — Rx1 x SR1 F1 novények kozott. Alsé dbrarész: A PVX dltal dohdanyban kivéltott
tinetmentes ER részleges visszaszoruldsa az inokuldlt levelekben a fertézés 5. napjan egyiitt jar a
hiperszenzitiv lokdlis nekrotikus 1ézi6k megjelenésével (HR, nyilakkal jelolve) az Rx1 x C8 F1 és Rx1 x F9
F1 novényekben, de nem az Rx1 x SR1 F1 dohdnyban.
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A kiilsoleg eloidézett szuperoxid-felhalmozoddas PVX-rezisztencidt alakit ki fogékony
dohdnyban (cv. Samsun NN)

Kordbban kimutattuk, hogy TMV-vel fertézott, fogékony dohdnyban tiinetmentes
(HR nélkiili) virus rezisztencia alakithaté ki, ha a fert6zés utan 2 o6rdval az inokuldlt
leveleket egy szuperoxidot (O;”) képzd dgenssel (riboflavin/metionin) infiltraljuk (1d. 18.
abra). Azt is megfigyeltiik, hogy a PVX-re tiinetmentes extrém rezisztencidt (ER) adé Rx1
dohdnyban a virusfertdzés utdn mar 1 és 2 6rdval intenziven felhalmozddik a szuperoxid
(1d. 20. dbra). Ha az Rx1 gént kifejez6 PV X-rezisztens dohdnyban a ROS (pl. szuperoxid és
OH’) korai felhalmozddasa ténylegesen hozzdjarul az ER-hez, akkor fogékony dohdnyban
az in planta szuperoxid szint novelése mérsékelheti a fogékonysdgot (azaz a fogékony
dohanyban legalabb részleges rezisztencia alakul ki a PVX fert6zésével szemben).

A fenti hipotézis bizonyitdsdhoz PVX fert6zésére fogékony dohany (N. tabacum cv.
Samsun NN) inokulélt leveleinek egyik felét a virusfert6zés utan 2 ordval szuperoxidot
képz6 dgenssel (RF = 66 puM riboflavin €s 10 mM L-metionin), mig a masik levélfelet
pufferrel infiltrdltuk. Ezek a novények tovédbbra is fogékonyak voltak a PVX-re, de a
virusfertézés utdn 3 és 7 nappal az inokuldlt levelek RF-infiltrlt felében a virusszint
jelentdsen (kb. 50 %-al) kisebb volt a pufferrel infiltralt levélfélhez képest (23. abra).
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23. abra: A burgonya X virussal (Potato virus X, PVX) szembeni részleges rezisztencia kialakitasa fogékony
dohanyban (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) a PVX fert6zés utini elsé 7 napon, szuperoxidot (O™
képz6 agens (66 uM riboflavin, 10 mM L-metionin) infiltrdlasaval az inokuldlt levelek egyik felébe (RF) a
virusfertézést kovetéen 2 éraval. A levelek masik felét 10 mM kdlium-foszfat pufferrel (pH=7,8) infiltraltuk.
Fels6 dbrarész: Az inokuldlt levelekben a PVX felhalmozddasat (PVX-CP relativ génexpresszid) valds idejl,
kvantitativ RT-PCR-rel kovettiik a PVX inokuldcié utdn 2, 3, 5 és 7 nappal. - = fertézetlen novények. * =
szignifikdns kiilonbség (p<0,05) a pufferrel infiltrdlt levélfelekhez képest. Alsé dbrarész: Az RF-infiltrélt
levélfelekben a PVX-szel szembeni részleges rezisztencia kialakitdsa egyiitt jar a hiperszenzitiv lokalis
nekrézisra (HR) emlékeztetd tiinetek megjelenésével a virusfertdzés 5. napjdn. mock = kontroll inokulalt
novények.

A PVX fert6zés utani 5. napra ugyanakkor az RF-infiltralt levélfelek nagy részében
szabad szemmel lathatd, er6sebb vagy gyengébb, HR-tipusu lokalis nekrdzisra emlékeztetd
tiinetek alakultak ki (23. abra). Eredményeink szerint a PVX-re fogékony dohanyban az in
planta szuperoxid (ROS) szint mesterséges novelése feltehetéen nem képes extrém
rezisztenciat el6idézni, de részben képes visszaszoritani a PVX replikacigjat, és igy egy
lassabb, HR-tipusu rezisztencidhoz vezet (Id. Bendahmane et al., 1999).

Eredményeink ramutatnak arra, hogy 1/ a PVX fert6zésével szembeni tiinetmentes,
extrém rezisztenciandl a ROS (pl. szuperoxid és OH’) korai felhalmozddasa ténylegesen
hozzdjarul a virus replikécié gitldsahoz, és 2/ megerdsitik azokat a kordbbi eredményeket,
amelyek szerint a virusfertozések dltal indukalt HR-tipusu (lokalis nekrotikus 1ézidkkal
jaro) rezisztencia egy viszonylag késon, lassabban kialakulé védekezési folyamat, mint a
tiinetmentes extrém rezisztencia (1d. pl. Bendahmane et al., 1999; Herndndez et al., 2016;
Kiinstler et al., 2016).

Tiinetmentes nemgazda rezisztencia biotrof sombakorokozokkal (pl. lisztharmat)
szemben — a szuperoxid (0,") korai felhalmozodasanak szerepe

Kutatdsaink sordn tisztaztuk, hogy egyes novényi virusfert6zéseknél a reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) — elsOsorban a szuperoxid (O,") — korai felhalmozddasanak
meghatdroz6 szerepe van abban, hogy a rezisztencia gyors €s tiinetmentes legyen, €s ne
alakuljon ki a sejt/szovethaléllal jaré hiperszenzitiv reakcié (HR) (1d. az Eredmények el6z6
fejezetét). Emellett azonban kivancsiak voltunk arra is, hogy a ROS (szuperoxid) milyen
funkciét toltenek be abban a tiinetmentes (Un. 1. tipust) nemgazda rezisztencidban, amelyet
a biotrof (a fertézéskor €16 novényi sejtekbdl tiplidlkozd) gombakoérokozdok — elsdsorban
lisztharmatok és rozsdak — valtanak ki azokon a novényfajokon, amelyeket nem tudnak
megfertdzni?
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A szuperoxid (O,7) korai felhalmozodasa a biotréof gombakoérokozok altal Kivaltott
tiinetmentes nemgazda rezisztencia jellemzadje

A szuperoxid (O;") felhalmoz6édds mintdzatat haromféle tipusi novény-koérokozd
kapcsolatban hasonlitottuk ©ssze, amelyek 1/ fogékonysdggal, 2/ tiinetmentes (Un. I
tipusi) nemgazda rezisztencidval vagy 3/ sejt/szovethaléllal (lokdlis nekrotikus 1ézidk)
kisért, HR-tipusi gazda rezisztencidval jarnak. Valamennyi altalunk vizsgdlt novény-
koérokozé kapcsolatban biotréf gombakdérokozdkat (lisztharmatok [Blumeria és Erysiphe
spp.] és rozsdak [Puccinia spp.]) hasznaltunk, ill. a hemibiotréf (= csak a fert6zés korai
szakaszdban biotr6f) burgonyavész kérokozot (Phytophthora infestans). A szuperoxidot az
inokuldcié utan 1, 2, 3 vagy 4 nappal detektdltuk, az inokulalt levelek nitroblue-
tetrazolium-kloridos (NBT) szovetfestésével. Eredményeink szerint a vizsgalt
idopontokban a szuperoxid felhalmozoddsa mindkét rezisztencia tipusndl (tiinetmentes
nemgazda- és HR-tipusi gazda rezisztencia) észlelhetd volt, mig a tipikus
betegségtiinetekkel jar6 fogékony novény-patogén kapcsolatokban nem. Hangsilyozandé
ugyanakkor, hogy a szuperoxid-felhalmozdédas a tiinetmentes nemgazda rezisztencidnal
mindig kb. 24 6raval korabban jelentkezett, mint a HR-tipusu gazda rezisztencidnal (3.
tablazat).

A 24. abran bemutatott képek alapjan az darpanak (cv. Ingrid Mlal2) a
buzalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. tritici, Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencidjat jol jelzi a szuperoxid korai (1 nappal az inokuldcié utdn, 1 DAI)
felhalmozddasa, mig az arpalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) szembeni
HR-tipusd gazda rezisztencia sordn ebben az idépontban (1 DAI) nem detektalhat6 jelentds
mennyiségli szuperoxid. A lisztharmat inokulédcié utdn 2 nappal (2 DAI) viszont mindkét
rezisztencia tipusndl (tiinetmentes nemgazda rezisztencia Bgt-re és HR-tipusd gazda
rezisztencia Bgh-ra) nagy mennyiségli szuperoxid halmozédott fel a cv. Ingrid Mlal2 arpa
levelekben. Az arpalisztharmatra (Bgh) fogékony cv. Ingrid Mlo (vadtipusd) arpa
leveleiben a Bgh inokuldciéja utdni 2. napig (2 DAI) nem észleltiink szuperoxid
felhalmozddast (24. abra). Az arpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztenciaja
€s a korai szuperoxid-felhalmoz6dés kozotti kapcsolatot a cv. Ingrid drpa harom, un. kozel
izogén vonaldban (Mlal2, Mlo és mlo5) is sikeriilt kimutatnunk. Ezekben a novény-
koérokozé kapcsolatokban, amennyiben a levelekbe a Bgt-inokuldcié utdn kozvetleniil két
antioxiddns enzimet (szuperoxid-dizmutdz, SOD és katalaz, CAT) infiltraltunk, jelentdsen
visszaszorult az NBT szovetfestés mértéke. Mivel a SOD és CAT a szuperoxid (O;")
H,0,-d4 torténd dtalakuldsaért (dizmutacidjaért), ill. a HyO, lebomldsaért felelds (Halliwell
€s Gutteridge 2015), ezért ez az eredményiink igazolta, hogy a Bgt-vel fertdzott,
tiinetmentes nemgazda rezisztencidt mutatd arpa levelekben az NBT specifikusan reagél a
szuperoxiddal (24. abra).
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3. tablazat: A szuperoxid (O,") felhalmozdédas mintdzata fertdzott levelekben, haromféle
tipusu névény-korokozo kapcsolatban, amelyek fogékonysdggal, sejt/szovethaléllal (lokalis
nekrotikus 16zidk) kisért, HR-tipusi gazda rezisztencidval vagy tiinetmentes (I. tipusi)

nemgazda rezisztencidval jarnak

novény — korokozo kapcsolat

novényi valasz

szuperoxid (0,")*

Hordeum vulgare — Blumeria graminis f.sp. hordei, A6

cv. Ingrid Mlo (wt)

fogékonysag

- (48 HAL-g)

H. vulgare — B. graminis f. sp. hordei, A6 gazda rezisztencia + (44-48 HAI)
cv. Ingrid Mlal2 (HR)"

H. vulgare — Blumeria graminis f. sp. tritici, nemgazda + (22-24 HAY)
cv. Ingrid Mlal2 magyar izoldtum rezisztencia®

H. vulgare, — Puccinia hordei, magyar izolatum fogékonysag - (48 HALig)
cv. Ingrid Mlo (wt)

H. vulgare — Puccinia hordei, magyar izolatum gazda rezisztencia + (44-48 HA)
cv. Botond (HR)

H. vulgare — Puccinia triticina, 77-es rassz nemgazda + (22-24 HAY)
cv. Botond rezisztencia

Triticum aestivum — Puccinia triticina, 77-es rassz fogékonysag

cv. Buzogany

- (96 HAL-ig)

T. aestivum — Puccinia triticina, 77-es rassz gazda rezisztencia + (92-96 HAI)
cv. MV-Emma (HR)

T. aestivum — Puccinia hordei, magyar izolatum nemgazda + (68-72 HAI)
cv. MV-Emma rezisztencia

Vitis vinifera — Erysiphe necator, fogékonysag

cv. Nimrang magyar izoldtum

V. vinifera — Erysiphe necator
cv. Kishmish vatkana magyar izolditum

gazda rezisztencia’

- (48 HAL-g)

+ (44-48 HAI)

V. vinifera — B. graminis f. sp. hordei, A6 nemgazda
cv. Kishmish vatkana rezisztencia + (22-24 HAI)
Solanum tuberosum  — Phytophthora infestans, K-39 fogékonysag

cv. Hopehely

Solanum tuberosum
cv. White Lady

— Phytophthora infestans, K-39

Solanum tuberosum — B. graminis f.sp. hordei, A6
cv. White Lady

gazda rezisztencia
(HR)

nemgazda
rezisztencia

- (48 HAI-ig)

+ (44-48 HAI)

+ (22-24 HAID)

* A szuperoxidot (O,") az inokuldci6 utédn kiilonboz6 iddpontokban (HAI = az inokuldcié utdn eltelt
orak) detektaltuk, az inokulalt levelek nitroblue-tetrazolium-kloridos (NBT) szovetfestésével. A
mintdkat szuperoxid-pozitivnak (“+”) tekintettiikk, ha az NBT-vel festddott levélfeliilet nagyobb

volt, mint 5 %
"HR= hiperszenzitiv reakcié (lokélis nekrotikus 1€zidk)

“nemgazda rezisztencia = I. tipusu, ldthaté HR-tiinetek nélkiil

¢ makroszkopikusan lathaté HR-tiinetek nélkiil.
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24. abra: Baloldali &brarész: Az drpanak (Hordeum vulgare cv. Ingrid Mlal2) a bizalisztharmattal
(Blumeria graminis f. sp. tritici, Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjat jol jelzi a szuperoxid
(0;7) korai felhalmozddésa (1 nappal az inokuldcié utdn, 1 DAI) az inokuldlt levelekben. A szuperoxidot
NBT (nitroblue-tetrazolium-klorid) szovetfestéssel detektaltuk. ,.Bgh gazda rezisztens (HR)” = az 4rpanak
(cv. Ingrid Mlal2) az 4rpalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) szembeni HR-tipusu (lokélis
nekrotikus 1ézidkkal jard) gazda rezisztencidja. ,,Bgh fogékony” = az arpdnak (cv. Ingrid Mlo, vadtipus) az
arpalisztharmattal szembeni fogékonysdga. Jobboldali dbrarész: Az arpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes
nemgazda rezisztencidja és a korai szuperoxid-felhalmozédas kozotti kapesolat a cv. Ingrid arpa harom, n.
kozel izogén vonaldban (Mlal2, Mlo és mlo5). A leveleket infiltrdldsa antioxiddns enzimekkel (szuperoxid-
dizmutdz, SOD [2500 U/ml] és kataldz, CAT [5000 U/ml]) kozvetleniil a Bgt-inokuldcié utdn visszaszoritja a
szuperoxid felhalmozdédasat (az NBT tehat specifikusan reagdl a szuperoxiddal). A szuperoxid felhalmozddas

/////

A szuperoxid (O;") korai felhalmozodasa a buzalisztharmattal szemben tiinetmentes
nemgazda rezisztenciat mutaté6 arpaban az inokulalt levelek mezofill sejtjeiben (a
kloroplasztiszokban) figyelhet6 meg

Kivéancsiak voltunk arra, hogy arpdban a szuperoxid (O,") korai felhalmozddasa a
buzalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. tritici, Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencia sordn milyen szovetekben, sejtekben, ill. milyen sejtorganellumokban
figyelhet6 meg? Ennek érdekében a Bgt-vel inokulélt levelek NBT-vel torténd festodését
sejtszinten (mikroszképpal) is detektdltuk. Els6sorban a levelek mezofill szovetét
vizsgaltuk, két okbdl: 1/ ismert, hogy az arpanak (cv. Pallas Mlal2) a sajat lisztharmat
kérokozdjaval (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) szembeni HR-tipusid (lokalis
sejt/szovethaldl) gazda rezisztencidja sordn a szuperoxid elsOsorban a fert6zési helyekkel
szomszédos mezofill sejtek kloroplasztiszaiban halmozddik fel, de csak viszonylag késon,
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a fertdz€és utdn 2 nappal (a HR megjelenésével osszhangban) (Hiickelhoven és Kogel,
1998), 2/ az arpéanak (cv. Pallas Mlg) a Bgh-val szembeni tiinetmentes gazda rezisztencidja
sordin a szuperoxid szintén a fertdzési helyekkel szomszédos mezofill sejtek
kloroplasztiszaiban akkumuldlédik, de kordbban, a fertdzés utdn mar 1 nappal
(Hiickelhoven és Kogel, 1998). Hangsilyozandé ugyanakkor, hogy &4rpaban az Mig
rezisztenciagén daltal meghatarozott, makroszkopikusan tiinetmentes, Bgh-val szembeni
gazda rezisztencia korélettani szempontb6l nagyon hasonlé a Bgt-vel szembeni
tiinetmentes nemgazda rezisztencidhoz (Hiickelhoven és Kogel, 1998; Trujillo et al.,
2004b). Mindezek alapjan feltételeztiik, hogy az 4rpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes
nemgazda rezisztencidja sordn a szuperoxid korai (I nappal a fertdzés utdn)
felhalmozdddsa szintén a mezofill sejtekben, ill. azok kloroplasztiszaiban lokalizalhato.
Eredményeink szerint a lisztharmat-fertézések utdn 1 nappal a cv. Ingrid Mlal2 arpa Bgt-
vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjandl a szuperoxid egyértelmiien a
mezofill sejtek kloroplasztiszaiban akkumulédlédott, mig a Bgh-val szembeni HR-tipust
gazda rezisztenciandl mindezt nem tapasztaltuk (25. abra).

) I I
Bgh Bgt

gazda rezisztens (HR) nemgazda rezisztens

1 DAI
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25. abra: Az arpanak (Hordeum vulgare cv. Ingrid Mlal2) a buzalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp.
tritici, Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjat (felsd dbrarész) jol jelzi a szuperoxid (O,”) korai
felhalmozédasa (1 nappal az inokuldcié utdn, 1 DAI) az inokuldlt levelekben, a mezofill sejtek
kloroplasztiszaiban (k6z€ps6é és alsé dbrarész). A szuperoxidot NBT (nitroblue-tetrazolium-klorid)
szovetfestéssel detektaltuk. ,Bgh gazda rezisztens (HR)” = az drpdnak (cv. Ingrid Mlal2) az
arpalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) szembeni HR-tipusu (lokélis nekrotikus 1ézidkkal
jaré) gazda rezisztencidja. ,,-” (k6zéps6 dbrarész) = 40 pm; ,,-” (alsé dbrarész) = 20 um.

A szuperoxid (0;") korai felhalmozodasa a buzalisztharmattal szemben tiinetmentes
nemgazda rezisztenciat mutaté arpaban fokozott NADPH-oxidaz enzimaktivitassal és
jellegzetes génexpresszios valtozasokkal jar egyiitt

Korabbi kutatdsok szerint a szuperoxid-termelésben szerepet jatsz6 NADPH-oxidaz
enzimek fontos komponensei a ndvényi rezisztencia védlaszoknak, tobbek kozott a ludfi
(Arabidopsis thaliana) és arpa lisztharmat-fertdzésekkel szembeni rezisztencidjdban is
(Berrocal-Lobo et al., 2010; Proels et al., 2010). Kivancsiak voltunk arra, hogy arpdban a
buzalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. tritici, Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencianal megfigyelhetd korai szuperoxid (O,") felhalmoz6ddshoz milyen mértékben
jarul hozzda a novényi NADPH-oxiddz enzimaktivitds? Fertdzetlen és lisztharmattal
inokuldlt arpaban (cv. Ingrid Mlal2) mértikk a NADPH-oxiddz enzimaktivitast a Bgt-vel
szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencia €s az arpalisztharmattal (Blumeria graminis
f. sp. hordei, Bgh) szembeni HR-tipusu (lokélis sejt/szovethalal) gazda rezisztencia soran.
Eredményeink szerint a NADPH-oxid4z enzimaktivitds valtozdsa jol koveti a szuperoxid-
felhalmozdédds mintdzatat. A lisztharmat-inokuldcié utdn 1 nappal a NADPH-oxidaz
aktivitds a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencia sordn kb. hiromszor
akkora volt, mint a Bgh-val szembeni, HR-rel egyiitt jar6 gazda rezisztencidndl és a
fertozetlen kontroll novényekben. Ugyanakkor az inokuldcié utdn 2 nappal a NADPH-
oxid4z aktivitdis mar hasonléan nagy volt mindkét rezisztencia tipusndl, a fertzetlen
kontroll névényekhez képest (26. abra).

Ofertdzetlen ndvények
NADPH oxidaz enzimaktivitas mBgh gazda rezisztens (HR)

20 - — m Bgt nemgazda rezisztens

* %

Hmol szuperoxid/ g friss levél/ perc

1 DAI 2 DAI 3 DAI
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26. abra: Az arpa (Hordeum vulgare cv. Ingrid Mlal2) bizalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. tritici,
Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjanak markere a patogenezishez kothetd szuperoxid (O,")
termelésben kozremiikodd NADPH-oxiddz enzim aktivitdsdnak korai indukcidja (1 nappal az inokuldcié
utdn, 1 DAI) az inokuldlt levelekben. ,Bgh gazda rezisztens (HR)” = az arpdnak (cv. Ingrid Mlal2) az
arpalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) szembeni HR-tipusu (lokélis nekrotikus 1ézidkkal
jardé) gazda rezisztencidja. * és ** = szignifikdns kiilonbség (p<0,05 és p<0,01) a fertdzetlen mintdkhoz
képest.

Az arpanak a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjanal
megfigyelhetd6 — a NADPH-oxiddz aktivitdssal kapcsolatos korai szuperoxid-
felhalmozédashoz kothetd — génexpresszids valtozasok jellemzéséhez olyan gének
kifejez0dését kovettik nyomon, amelyek a szuperoxid-szintet, ill. a novényi sejthalélt
szabdlyozzak (szuperoxid-dizmutdz, HvSODI és BAX inhibitor-1, HvBI-1). Mindkét gén
esetében a tiinetmentes nemgazda rezisztenciat mutatd levelekben a Bgt-inokul4ci6 utén 24
ordval (24 HAI) az expresszi6 atmenetileg megemelkedett — ugyanabban az idépontban,
amikor a fokozott szuperoxid-felhalmozddas és NADPH-oxidadz aktivités is észlelhetd. A
Bgh-val szembeni, HR-rel egyiitt jaré gazda rezisztencidndl a fokozott HvSOD1 és HvBI-1
expresszié mar 12 HAI-ndl észlelhetd volt, mig 24 HAI-ndl a génexpresszié ugyanolyan
nagy volt, mint a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidndl. Erdekes
viszont, hogy a Bgh-val szembeni, HR-rel egyiitt jar6 gazda rezisztencidnal a fokozott
HvSODI és HvBI-1 expresszié a késébbi idépontokban (48 és 72 HAI) is megmaradt,
ellentétben a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidval, ahol a
génexpresszio a fertdzetlen kontroll szintjére szorult vissza (27. abra).

ofertézetlen novények H VS OD 1

| * % x
mBgh gazda rezisztens (HR)
# 1 mBgt nemgazda rezisztens
*
4 *
N r—- ‘—I

0 HAI 6 HAI 12 HAI 24 HAI 48 HAI? 72 HAI
Dfertdzetlen novények HvBI-1

w

relativ génexpresszié
¥

|m Bgh gazda rezisztens (HR)

v

| mBgt nemgazda rezisztens
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27. abra: Az drpa (Hordeum vulgare cv. Ingrid Mlal2) buzalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. tritici,
Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjanak markere egy szuperoxid (O,”) felhalmozddast, ill.
sejthaldlt szabalyoz6 gén (szuperoxid dizmutdz, HvSODI és BAX inhibitor-1, HvBI-1) korai, tranziens
indukcidja (az inokuldcié utdn 24 draval, 24 HAI) az inokuldlt levelekben, kvantitativ RT-PCR-rel mérve.
,.Bgh gazda rezisztens (HR)” = az drpanak (cv. Ingrid Mlal2) az 4rpalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp.
hordei, Bgh) szembeni HR-tipusu (lokdlis nekrotikus 1ézidkkal jar6) gazda rezisztencidja. * = szignifikans
kiilonbség (p<0,05) a fertdzetlen mintdkhoz képest.

A szuperoxid (O;") felhalmozodas gatlasa arpaban visszaszoritja a buzalisztharmattal
szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztenciat

Ha a szuperoxid (O,") valéban hozzdjarul az &rpanak a buzalisztharmattal
(Blumeria graminis f. sp. tritici, Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjahoz,
akkor feltételezhetd, hogy a szuperoxid-felhalmozddas in planta gatldsa legalabb részben
visszaszoritja ezt a tipusu rezisztencidt. Kordbbi kutatdsok szerint az arpanak a sajat
lisztharmataval (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) szembeni, ROS (H,;0,)
kezelésekkel kivaltott tiinetmentes gazda rezisztencidja antioxiddns enzimekkel
(szuperoxid-dizmutdz, SOD és katalaz, CAT) visszaszorithatd (Hafez és Kirdly, 2003).
Sajit eredményeink szerint dohdnyban (N. tabacum) a burgonya X virus (Potato virus X,
PVX) elleni tiinetmentes (extrém) gazda rezisztencia szintén visszaszorithaté a novények
antioxidans (SOD + CAT) kezelésével (Kirdly et al., 2021; Id. el6z6 fejezet). Mindezek
alapjan feltételeztiilk, hogy a fent leirt kisérleti megkozelités (SOD és CAT egyideji
infiltrdldsa az inokuldlt arpa levelekbe, kozvetleniil az inokulacié utdn) képes csokkenteni
vagy visszaszoritani az arpanak a buzalisztharmattal (Bgt) szembeni tiinetmentes
nemgazda rezisztencidjat, tobbek kozott a szuperoxid-felhalmozdédds gdtldsa miatt.
Meglepetésiinkre azonban a SOD és CAT kezelés szemmel ldthatéan nem befolydsolta az
arpdnak a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjat, legaldbbis a
makroszkopikus fogékonysagi tiinetek (a gombatelepek novekedésével kialakuld
lisztharmat) nem jelentek meg (adatok nem kozolve). Ugyanaz a SOD és CAT kezelés
viszont jelentdsen csokkentette a szuperoxid felhalmozddasat (1d. 24. dbra).

Annak bizonyitdsara, hogy a szuperoxid-felhalmozd6das in planta gétldsa valéban
képes visszaszoritani az arpanak a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztenciajat,
a lisztharmattal (Bgt) inokuldlt arpat egy rovid hé-elokezelésnek (hd-sokk) vetettiik ald (a
levelek bemartasa 49 °C-os vizbe 45 mp-re, az inokulacié eldtt 30 perccel). Kordbbi
kutatdsokbdl ugyanis ismert, hogy az emlitett h6-sokknak kitett cv. Ingrid arpdban a ROS
(szuperoxid és H,0,) felhalmozddéds csokkenését az drpalisztharmattal (Bgh) szembeni
tiinetmentes és HR-tipusi gazda rezisztencia visszaszoruldsa (részleges fogékonysdg
kialakuldsa) koveti (Barna et al., 2003b, 2014; Kiinstler et al., 2018). Ezen eredmények
alapjan feltételeztiik, hogy egy ugyanilyen hdé-sokk legaldabb részben visszaszoritja az
arpanak a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjat. A hdé-sokk azonban
onmagaban, hasonléan a SOD és CAT kezeléshez (Id. fent), nem volt képes ezt a
nemgazda rezisztencidt makroszkopikus szinten visszaszoritani (azaz nem jelentek meg a
lisztharmatos tiinetek) (adatok nem kozolve). Ugyanakkor a kombindlt ho-sokk és
antioxiddns (SOD + CAT) kezelés hatdsara az arpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes

86



nemgazda rezisztencidja lathatéan visszaszorult, ugyanis a kezelt és inokuldlt leveleken
gyenge lisztharmatos tiinetek jelentek meg (28. &abra). A lisztharmattal boritott
levélrészeken HR-tipusud, lokdlis nekrotikus 1ézidk is kialakultak, ami feltehetden a
korokozo behatolas egyes pontjai koriili korlatozott lisztharmat-terjedésre utal. Mindez arra
enged kovetkeztetni, hogy az arpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjat
a kombindlt ho-sokk és antioxidans (SOD + CAT) kezelés csak részben tudta
visszaszoritani (28. abra). Annak bizonyitdsara, hogy az arpdn megjelend gyenge
lisztharmatos tiineteket valéban a Bgt fertdzése okozta, az arpa levelekrdl izolalt
lisztharmat telepekkel (micélium és konidiumok) Bgt-re fogékony buizandvényeket
fertdztiink vissza, amelyeken szabad szemmel lathaté lisztharmatos tiinetek alakultak ki
(adatok nem kozolve). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a szuperoxid-felhalmozddas
gitldsa — legaldbb részben — szerepet jatszik az arpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes
nemgazda rezisztencidjanak visszaszoritisdban (azaz a részleges fogékonysag
kialakul4saban).

Bgt - a nemgazda rezisztencia részleges visszaszorulasa

7 DAl

28. abra: Az arpa (Hordeum vulgare cv. Ingrid Mlal2) bizalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. tritici,
Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidja kombinalt h6-sokk és antioxidans (szuperoxid-dizmutdz,
SOD és kataldz, CAT) kezelés hatdsara részlegesen visszaszorul. Gyenge lisztharmatos tiinetek és HR-tipusu,
lokalis nekrotikus 1éziok megjelenése az inokuldci6é utdn 7 nappal (7 DAI). A baloldali képen négyszoggel
jelolt teriilet mikroszképos felvétele lathaté a jobboldali képen. ,,-” = 100 pm. A hé-sokk kezelés (a levelek
bemartdsa 49 °C-os vizbe 45 mp-re) az inokulacié elétt 30 perccel, mig a levelek infiltrdldsa antioxiddns
enzimekkel (SOD [2500 U/ml] és CAT [5000 U/ml]) kozvetleniil a Bgt-inokul4ci6 utan tortént.

A 29. abra a kombindlt hé-sokk és antioxidans (SOD + CAT) kezelésnek a Bgt-vel
szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidra gyakorolt hatdsat mutatja be a cv. Ingrid
arpa harom, kozel izogén vonaldban (Mlo, Mlal2 és mloS). A hé-sokknak kitett novények
leveleiben — mindhdrom darpa vonal esetén — a Bgt micéliumainak novekedése
kismértékben, de egyértelmiien fokozodott, a kezeletlen (nemgazda rezisztens)
kontrollokhoz képest. Hangsulyozand6 ugyanakkor, hogy a hd-sokkal eldkezelt novények
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infiltralasa antioxidansokkal (SOD + CAT) tovabb fokozta a micélium-ndvekedést, ami a
szuperoxidnak a nemgazda rezisztencidban jatszott szerepére utal. Mindezt megerdsiti,
hogy az drpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjdnak visszaszoritdsa a
hé-sokk, ill. antioxiddns (SOD + CAT) kezelésekkel mindig egyiitt jart a szuperoxid-
felhalmozaodas csokkenésével (1d. 29. abra alsé része).

Eredményeink szerint tehat drpdban a szuperoxid korai (az inokuldcié utin 1
nappal) felhalmozddédsa ténylegesen szerepet jatszik a buzalisztharmattal szembeni
tiinetmentes nemgazda rezisztencidban.

Bgh fogékony Bgt — a nemgazda rezisztenciarészleges visszaszorulasa

g
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29. abra: Fels6 dbrarész: Az arpa (Hordeum vulgare cv. Ingrid) buzalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp.
tritici, Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidja kombindlt hé-sokk és antioxidans (szuperoxid-
dizmutdz, SOD és kataldz, CAT) kezelés hatdsdra részlegesen visszaszorul — a hé-sokk &ltal eldidézett
rezisztencia-csokkenés az antioxiddns kezelések hatdsdra tovdbb fokozddik (a tiinetmentes nemgazda
rezisztencia még jobban visszaszorul). A Bgt terjedése a kezelt és fertdzott levelekben az inokuldcié utdn 3
nappal (3 DAI) a cv. Ingrid arpa kiilonboz6, tn. kozel-izogén vonalaiban (Mlo, Mlal2, mlo5). A bal felsé
képen a gazda fogékonysag pozitiv kontrollja az arpalisztharmat (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh)
terjedése vad tipusd cv. Ingrid (Mlo) drpin. Als6é dbrarész: A Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencia h6-sokk és antioxiddns kezelés altali visszaszoruldsa a cv. Ingrid arpa kiilonb6z6 kozel-izogén
vonalaiban (Mlo, Mlal2, mlo5) egyiitt jar a szuperoxid (O,") felhalmoz6das csokkenésével. A szuperoxidot
NBT  (nitroblue-tetrazolium-klorid)  szovetfestéssel detektdltuk. A szuperoxid felhalmozddas
kvantifikdldsdhoz az NBT-vel festett levélfeliilet % van megadva. A hé-sokk kezelés (a levelek bemartdsa 49
°C-os vizbe 45 mp-re) az inokulacié eldtt 30 perccel, mig a levelek infiltrdldsa antioxidans enzimekkel (SOD
[2500 U/ml] és CAT [5000 U/ml]) kdzvetleniil a Bgt-inokuldcid utdn tortént. A mikroszképos felvételeken a
gomba struktirdkat Pelikan Blue festéssel hivtuk eld. ,,-” = 50 um.
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A paprika lisztharmattal (Leveillula taurica) szembeni, oltassal atviheté tiinetmentes
rezisztenciaja — a szuperoxid (0,") felhalmozodasanak meghatarozo szerepe

Kutatdsaink sordn tisztiztuk, hogy a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) -
elsOsorban a szuperoxid (O, ") — korai felhalmozddasdnak meghataroz6 szerepe van a gyors
és tiinetmentes betegség ellendllosag kialakuldsaban, egyes novényi virusok valamint
biotréf (a fertdzéskor €10 novényi sejtekbol tdplalkozd) gombakdrokozok — elsdsorban
lisztharmatok és rozsddk — fertdzésekor egyardnt. Ezen eredmények alapjan a
tovdbbiakban kivancsiak voltunk arra, hogy a cseresznyepaprikaban (Capsicum annuum
var. cerasiforme cv. Szentesi) megfigyelt, oltdssal dtvihetd tiinetmentes lisztharmat
rezisztencidhoz mennyiben jarul hozza a szuperoxid felhalmozddas és az ezzel 6sszefiiggd
védekezési folyamatok?

A cseresznyepaprika (cv. Szentesi) oltassal atviheté lisztharmat rezisztenciajanak
altalanos jellemzése

Az iiveghazi koriilmények kozott végzett eldzetes provokacids kisérleteink
eredményei arra utaltak, hogy egy hazai cseresznyepaprika fajta (C. annuum var.
cerasiforme cv. Szentesi) a lisztharmattal (Leveillula taurica) szemben tiinetmentes
rezisztenciat mutat, amely oltdssal atvihetd.

Uveghdzban, illetve féliasitorban torténd termesztés sordn az étkezési paprika (C.
annuum) fajtak 4altalaban igen fogékonyak a lisztharmatra (Glits és Folk, 2000). Sajat
tiveghdzi kisérleteinkben a teljesen kifejlett, sajat gyokerli cv. Totdl étkezési paprika
valamennyi egyede a lisztharmat (L. taurica) fert6z€s tipikus tiineteit mutatta (klorotikus
foltok a levelek szinén, ezekkel atellenben lisztharmat telepek a levelek fondkjan).
Ugyanakkor a lisztharmat ellendllé cv. Szentesi cseresznyepaprika alanyra oltott fogékony
cv. Totél étkezési paprikan (Szentesi+Totdl) alig jelentkeztek l4thaté tiinetek: csak az also,
szeneszcens levelek feliiletének maximum 30%-dn észleltiink enyhe klordzist, ill.
lisztharmatos telepeket. Ezekben az oltott paprikdkban (Szentesi+Totdl) a bogydtermés
mérete, ill. mennyisége hasonlé volt, mint az egészséges kontroll, sajat gyokerli cv. Totél
étkezési paprikdban. Megfigyeléseink szerint a sajat gyokerli cv. Szentesi
cseresznyepaprika egyedek tobb mint 95 %-a nem mutatott szabad szemmel lathato
lisztharmatos tiineteket és mas tiinetet sem, ami a lisztharmattal (L. faurica) szembeni
tiinetmentes rezisztenciara utalt (1d. Albert et al., 2017).

A cseresznyepaprika (cv. Szentesi) oltassal atvihet6 lisztharmat-rezisztenciaja egyiitt
jar a korokoz6 (L. taurica) jelentés mértékii gatlasaval
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A cseresznyepaprikdnak (cv. Szentesi) a lisztharmattal szembeni, oltdssal 4tvihetd
tiinetmentes rezisztencidjit kontrollalt laboratériumi koriilmények kozott (novényneveld
kamrdban) is igazoltuk. A fent emlitett paprika novényeket egy dél-alfoldi (Szentes)
foliasatorbdl szarmazo paprikalisztharmat (L. taurica) izoldtummal inokuléltuk. 45 nappal
a lisztharmat inokulédcié utdn a sajat gyokerli cv. Totdl novények egységesen a tipikus
betegségtiineteket (lisztharmat, ill. klorézis) mutattdk, a cv. Szentesi egyedek nem mutattak
lathato tiineteket, mig az oltott novények (Szentesi+Totél) alsd, szeneszcens levelein csak
ritkdn eldforduld, enyhe lisztharmatos tiineteket észleltiink, hasonléan az {iveghdzi
provokaciés kisérletekhez (30. abra).

Kivéancsiak voltunk arra is, hogy paprikdban a lisztharmatos tiinetek hidnya egyiitt
jar-e a korokoz6 jelentds visszaszoruldsdval (azaz valddi rezisztencidval &llunk-e
szemben)? A kérokoz6 (L. taurica) felhalmozddasit qPCR-rel mértikk. A lisztharmat
patogenezis elérehaladott szakaszdban (45 nappal az inokuléci6 utdn) a L. taurica genomi
DNS szintje (a gomba biomassza) szignifikdnsan (kb. 50 %-al) alacsonyabb volt a
tilnetekkel szemben ellendlld paprikdkban (sajat gyokerli cv. Szentesi és Szentesi+Totél
oltvanyok), mint a lisztharmat-fogékony cv. Total étkezési paprikaban (30. abra). A kapott
eredmények alapjdn a cv. Szentesi cseresznyepaprika valdban rezisztens a lisztharmat (L.
taurica) fertézésre és ez a tipusd rezisztencia kertészeti oltdssal atvihetd egy étkezési
paprika fajtara (cv. Totdl).

1,5
" LtLV (L. taurica genomi DNS)
L
3a ——
=
a
5 0,5 -
=
[:1]
[-T:]
=
E 0 S T T
2 cv. Totdl (LH fogékony) cv. Szentesi Szentesi+Totél oltott
(LH rezisztens) (LH rezisztens)

30. abra: A cv. Szentesi cseresznyepaprika (Capsicum annuum var. cerasiforme) lisztharmattal (Leveillula
taurica, LH) szembeni rezisztencidja oltdssal atvihetd: a cv. Szentesi cseresznyepaprikdra oltott, eredetileg
fogékony cv. Totdl étkezési paprikdban (Szentesi+Totdl) lisztharmat rezisztencia indukélddik. Felsd dbrarész:
A lisztharmat fert6zés tipikus tiinetei paprika leveleken, 45 nappal az inokuldcié utdn. Felsé képek:
klorotikus foltok a levél szinén; alsé képek: a klorotikus foltokkal 4tellenben lisztharmat telepek a levél
fondkjan. Baloldali, kozépsé és jobboldali képek: lisztharmatra fogékony (sajat gyokerti cv. Totdl) és
rezisztens (sajat gyOkeri cv. Szentesi és oltott Szentesi+Totdl) paprika levelei. Alsé dbrarész: A
paprikalisztharmat (L. taurica) felhalmozdédasat kvantitativ  PCR-rel kovettik nyomon 45 nappal az
inokuldcié utdn, egy L. taurica-ra specifikus ITS szekvencia (LzLV) detektdlasaval (relativ genomi DNS-
szint). * = szignifikdns kiilonbség (p<0,05) a fogékony (cv. Totdl) mintdkhoz képest.
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A szuperoxid (0O;") felhalmozédas és a NADPH-oxidaz aktivitas szerepe a
cseresznyepaprika (cv. Szentesi) oltassal atvihet6 lisztharmat rezisztenciajaban

Tisztazni kivantuk, hogy a cseresznyepaprikaban (cv. Szentesi) megfigyelt, oltdssal
atviheto tiinetmentes lisztharmat (L. taurica) rezisztencidhoz mennyiben jarul hozza egy a
novényi betegség ellendllosagban meghatdrozé ROS, a szuperoxid (O,") felhalmozodasa?
A szuperoxid felhalmozddasat egészséges (fertézetlen) és lisztharmattal fert6zott paprika
levelekben kovettik nyomon (45 nappal az inokuldcié utdn), nitroblue-tetrazolium-
kloridos (NBT) szovetfestéssel. A fertézetlen novényeknél a lisztharmat-fogékony cv.
Totdl levelekben elhanyagolhaté mennyiségli szuperoxid termelddott, mig a lisztharmat-
rezisztens paprikdkban (sajat gyokeri cv. Szentesi és Szentesi+Totdl oltvanyok)
szignifikdnsan nagyobb (tobb mint kétszer akkora) szuperoxid-felhalmozddést tudtunk
kimutatni (31. abra felsé része). A lisztharmat-inokuldciét kovetden 45 nappal a
szuperoxid mennyisége valamennyi novénynél emelkedett: a fogékony cv. Total
levelekben azonban tovabbra is Iényegesen alacsonyabb volt a szuperoxid-szint, mint a
rezisztens paprikdk leveleiben (31. abra also része). Az eredmények alapjan a szuperoxid-
felhalmozddas a cseresznyepaprika (cv. Szentesi) oltdssal atvihetd tiinetmentes lisztharmat
rezisztencidjanak markere és feltehetden meghatarozé komponense.
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31. abra: A cv. Szentesi cseresznyepaprika (Capsicum annuum var. cerasiforme) lisztharmattal (Leveillula
taurica, LH) szembeni, oltdssal atvihetd rezisztencidjanak markere a szuperoxid (0™)-felhalmoz6das és a
fokozott NADPH-oxiddz enzimaktivitds, a fertozetlen (fels6 abrarész) és lisztharmattal fertozott (alséd
dbrarész) novényekben (45 nappal az inokuldcié utdn). Grafikonok feletti képek: szuperoxid-felhalmozédas
kimutatdsa fert8zetlen és lisztharmattal fert6zott paprika levelekben, nitroblue-tetrazolium-klorid (NBT)
festéssel. A szuperoxid felhalmozdédds kvantifikdldsdhoz az NBT-vel festett levélfeliilet % van megadva.
Baloldali, kdzéps6 és jobboldali képek: lisztharmatra fogékony (sajit gyokerli cv. Totdl) és rezisztens (sajat
gyokerll cv. Szentesi és oltott Szentesi+Total) paprika levelei. Grafikonok: NADPH-oxid4z enzimaktivitds
fertdzetlen és lisztharmattal fertézott paprika levelekben. ** = szignifikdns kiilonbség (p<0,01) a fogékony
(cv. Totdl) mintdkhoz képest.

Mivel novényekben a betegség rezisztencidval kapcsolatos szuperoxid termelés
elsésorban a NADPH-oxid4z enzim miikodéséhez kothetd (Pogany et al., 2009; Marino et
al.,, 2012; Kadota et al., 2015), feltételeztiik, hogy a cseresznyepaprika (cv. Szentesi)
oltassal 4tvihetd tiinetmentes lisztharmat rezisztencidjanal megfigyelt fokozott szuperoxid-
felhalmozddas is a novényi NADPH-oxidaz aktivitds kovetkezménye lehet. A hipotézis
igazolasdhoz a NADPH-oxiddz enzimaktivitast egészséges (fertdzetlen) és lisztharmattal
fertézott paprika levelekben kovettik nyomon (45 nappal az inokuldcié utdn). A
fertdzetlen novényeknél a lisztharmat-fogékony cv. Totdl levelekben viszonylag Kkis
NADPH-oxiddz aktivitist detetdltunk, mig a lisztharmat rezisztens paprikdkban (sajét
gyokerli cv. Szentesi és Szentesi+Totdl oltvdnyok) az enzimaktivitds szignifikdnsan
nagyobb volt (kozel haromszor akkora) (31. abra felsé része). A lisztharmat-inokulacié
utdn 45 nappal a NADPH-oxiddz enzimaktivitds valamennyi novénynél jelentés mértékben
emelkedett: a fogékony cv. Totél levelekben azonban tovabbra is 1ényegesen alacsonyabb
volt az enzimaktivitds, mint a rezisztens paprikdk leveleiben (31. dbra alsé része).
Eredményeink szerint a cseresznyepaprika (cv. Szentesi) oltdssal atvihetd tiinetmentes
lisztharmat rezisztencidja sordn a fokozott szuperoxid-felhalmoz6déds jol korreldl a
NADPH-oxidaz enzimaktivitassal. Ezek alapjan valdsziniisithetd, hogy a NADPH-oxidaz
segiségével termelddd szuperoxid meghatdroz6 komponense ennek a rezisztencia tipusnak.

A spontan sejtelhalasok és a patogenezissel kapcsolatos, ill. sejthalal szabalyoz6 gének
szerepe a cseresznyepaprika (cv. Szentesi) oltassal atviheté lisztharmat-
rezisztencidjaban

Magasabb rendli novényekben a ROS szokdsosndl nagyobb mértékii termelodése
hozzajarulhat egy késobbi fertdzéssel szembeni rezisztencidhoz, ennek egyik jele, hogy az
érzékenyitett szovetekben mikrolézidk (,,mikro-HR”), azaz egyes novényi sejtek spontan
elhaldsa alakul ki (Alvarez et al., 1998; Alvarez, 2000). Mivel a lisztharmatnak ellenall6
cv. Szentesi cseresznyepaprika mar fertdzés nélkiil is nagy mennyiségli szuperoxidot
termel (Id. 31. dbra), kivancsiak voltunk arra, hogy ez a jelenség egyiitt jar-e a fokozott
mértékii spontdn sejtelhaldssal? Fertdzetlen paprikdk leveleit Tripan-kékkel festettiik,
amely novényekben specifikusan az elhalt sejtekhez kotddik. A lisztharmat rezisztens
paprika (sajat gyokerli cv. Szentesi) leveleiben a spontdn sejtelhalds mértéke (stirlisége)
joval nagyobb volt, mint a fogé€kony sajat gyokerii cv. Totdl novényekben, és a sejtelhalds
els6sorban az erek kornyékén volt nyilvanval6 (32. abra). A cv. Szentesi levelekben a
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fokozott spontdn sejtelhaldssal egyiitt siirlibben el6forduld, szintén az erek mentén
koncentrdl6d6 barna foltokat is észleltink. Mindez feltételezhetben a fajta nagy
kalciumtartalmdnak (Lantos, 2011) kovetkezménye és az egyes sejtek vakudlumaiban
felhalmoz6dd kalcium-oxalat kristdlyok jelenlétére utal (Weryszko-Chmielewska és
Michatoj¢, 2009) (32. abra).

cv. Total étkezési paprika cv. Szentesi cseresznyepaprika

. P A
/ L ﬁ, ;E‘!'[ g S '-m\?,.k'f

32. abra: A cv. Szentesi cseresznyepaprika (Capsicum annuum var. cerasiforme) lisztharmattal (Leveillula
taurica) szembeni, oltdssal atvihetd rezisztencidjat a fokozott mértékldi spontdn sejtelhalds is jelezheti.
Spontén sejtelhalds lisztharmatra fogékony (sajit gyokerti cv. Totdl) és rezisztens (sajat gyokert cv. Szentesi)
paprika fert6zetlen leveleiben. Az elhalt sejteket Tripan kék-festés segitségével hivtuk eld. A sotétbarna
foltok valészinileg az egyes sejtek vakudlumaiban felhalmoz6dé kalcium-oxalat kristdlyok jelenlétére
utalnak (1d. Weryszko-Chmielewska és Michatoj¢,2009).

A cseresznyepaprikdban (cv. Szentesi) megfigyelt, oltdssal dtvihetd tiinetmentes
lisztharmat rezisztencia mechanizmusdnak jobb megértéséhez két, uin. patogenezissel
kapcsolatos (PR) védekezési gén expresszidjat is nyomon kovettik egészséges
(fertdzetlen) és lisztharmattal fert6zott paprika levelekben (45 nappal az inokuldcié utén).
A novényi fertdzések sordn termelt ROS ugyanis tobbek kozott a PR géneket, ill.
fehérjéket is  aktivalja, amely tovabbi  védekezési  folyamatokhoz  és
betegségrezisztencidhoz vezethet (Van Loon et al., 2006; Torres, 2010; Lehmann et al.,
2015). A vizsgdlatokhoz a CaPR-1 és CaPR-2 gént vélasztottuk, mivel ismert, hogy ezek a
védekezési gének szerepet jatszanak egyes baktérium- é€s oomicéta kérokozdkkal szembeni
ellendll6 képességben (Sarowar et al., 2005; Silvar et al., 2008). Fert6zetlen novényekben a
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CaPR-1 expresszidja a lisztharmat-ellendllé paprikdkban tobbszordsen nagyobb volt, mint
a fogékony cv. Totdl novényekben. Ugyanakkor a CaPR-1 kifejezddése a lisztharmat
rezisztens, sajat gyokert cv. Szentesi cseresznyepaprikdban volt messze a legnagyobb, és
ennél joval kisebb expressziot detektdltunk a szintén lisztharmat ellendlld, cv. Szentesi
cseresznyepaprikdra oltott cv. Totdl paprikakban (Szentesi+Totdl) (33. abra). A CaPR-2
fokozott kifejezOdése viszont csak részben korrelélt a rezisztencidval, ugyanis csak a sajit
gyokerli cv. Szentesi’ cseresznyepaprikdban volt detektdlhatd, mig az oltott
(Szentesi+Totdl) és sajat gydkerti cv. Totdl étkezési paprikdban nem (33. abra). Erdekes
azonban, hogy a lisztharmattal fert6zott paprikdkban (45 nappal az inokuldci6 utdn) a PR
gének expresszidos mintdzata gyakorlatilag pont forditott volt, mint a fertzetlen
novényekben, mivel a sajat gyokerli cv. Totdl paprikdban a rendkiviil nagy CaPR-1 és
CaPR-2 expresszio a lisztharmat fogékonysaggal korreldlt, mig a rezisztens névényekben
(sajat gyokerli cv. Szentesi és oltott Szentesi+Totédl) alig volt kimutathaté a gének
kifejez6dése (33. abra).
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33. abra: A cv. Szentesi cseresznyepaprika (Capsicum annuum var. cerasiforme) lisztharmattal (Leveillula
taurica, LH) szembeni, oltassal atvihetd rezisztencidjanak markere a CaPR-1 és CaPR-2 gén fokozott
kifejez6dése (kvantitativ RT-PCR-rel mérve) a fertdzetlen novényekben (fels§ dbrarész) de nem a
lisztharmattal fert6zott paprikdban (alsé dbrarész) (45 nappal az inokuldcié utdn). Sajit gyokerii cv. Szentesi
és Szentesi+Totdl oltott: lisztharmat rezisztens paprika; sajat gyokerli cv. Totdl: lisztharmat fogékony
paprika. ** és *** = szignifikdns kiilonbség (p<0,01 és p<0,001) a fogékony (cv. Total) mintdkhoz képest.

Eredményeink szerint a lisztharmat ellendllé cv. Szentesi cseresznyepaprika
leveleiben mar fertdz€és nélkiil is a szokdsosndl joval intenzivebb a spontdn sejtelhalds
mértéke (Id. 32. dbra). Elképzelhetd, hogy a cv. Szentesi makroszkopikusan tiinetmentes
lisztharmat rezisztencidjaban szerepet jatszik a sejtelhaldst szabdlyoz6 Mlo gén(ek)
csokkent mértékli miikodése is, hasonléan pl. a lisztharmat rezisztens mlo mutdns
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arpavonalakhoz, amelyek szintén nagymértékli spontan sejtelhaldst mutatnak (Wolter et al.,
1993; Biischges et al., 1997). Fertdzetlen és lisztharmat fert6zott (45 nappal az inokulédcié
utdn) paprikdkban kisértiik figyelemmel a két ismert Mlo gén, a CaMlol és CaMlo2
(Zheng et al., 2013a) aktivitasit. Fertdzetlen novényekben mindkét gén kifejezddése joval
kisebb volt a lisztharmat ellendll6 paprikdkban, mint a fogékony cv. Total étkezési
paprikdban, viszont a sajat gyokerli cv. Szentesi cseresznyepaprikdban volt messze a
legkisebb, ennél nagyobb (de a cv. Totédl-ban mértnél kisebb) expressziot detektaltunk a
szintén lisztharmat rezisztens cv. Szentesi cseresznyepaprikdra oltott cv.Totdl étkezési
paprikaban (Szentesi+Totdl) (34. abra). Lisztharmat fertézés hatdsidra a két Mlo gén
expresszids profilja lényegében nem valtozott, kivéve az CaMlo2 gént, ahol a
génkifejez0dés a fogékony cv. Totdl-hoz képest mindkét rezisztens paprikdban (sajat
gyokerl cv. Szentesi és oltott Szentesi+Totdl) igen alacsony szintre esett vissza (34. abra).
Ezek szerint paprikdban az Mlo gének expresszidja a lisztharmat rezisztencidval forditottan
ardnyos €s ez elsdsorban a CaMlo2 génnél szembetiing.
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34. abra: A cv. Szentesi cseresznyepaprika (Capsicum annuum var. cerasiforme) lisztharmattal (Leveillula
taurica, LH) szembeni, oltdssal atvihetd rezisztencidjanak markere a CaMlol és CaMlo2 gén csokkent
mértéki kifejezddése (kvantitativ RT-PCR-rel mérve) a fert6zetlen (fels dbrarész) és lisztharmattal fert6zott
(als6 dbrarész) novényekben egyardnt (45 nappal az inokuldcié utdn). Sajat gyokerli cv. Szentesi és
Szentesi+Totdl oltott: lisztharmat rezisztens paprika; sajat gyokerti cv. Total: lisztharmat fogékony paprika. *
és *** = gzignifikdns kiilonbség (p<0,05 és p<0,001) a fogékony (cv. Totdl) mintdkhoz képest.

Eredményeink szerint a cv. Szentesi cseresznyepaprika oltdssal datvihetd,
tilnetmentes lisztharmat rezisztencidjdban meghatdroz6 szerepe van a NADPH-oxidaz
enzimaktivitassal Osszefliggd fokozott szuperoxid felhalmozdéddsnak. A rezisztenciat jol
jelzi tovdbba a szokdsosndl nagyobb mértékli spontdn sejtelhalds valamint egyes
védekezési gének (CaPR-1 és CaPR-2) fokozott indukcidja és két sejtelhalast szabilyoz6
gén (CaMlol és CaMlo2) expresszidjanak visszaszoruldsa.
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EREDMENYEK MEGVITATASA

A novényi virusfertozésekkel szembeni hiperszenzitiv reakcioban (HR) a rezisztencia
és a sejt/szovethalal egymastol fiiggetleniil 6roklédhet

A Kkarfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal Nicotiana
edwardsonii-ban Kkivaltott HR - a HR-t alkoté rezisztencia és sejt/szovethalal
genetikailag fiiggetlen

Kétféle kisérleti megkozelitéssel bizonyitottuk, hogy a karfiol mozaik virus
(Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal kivéltott hiperszenzitiv reakcié (HR)
esetétben a HR-t alkoté rezisztencia és sejt/szovethaldl (nekrdzis) genetikailag
szétvalaszthato.

Egyrészt a Nicotiana glutinosa-nak a CaMV W260-ra adott nem-nekrotikus
rezisztencidja HR-rd alakult, amikor ezeket a novényeket a N. clevelandii-val kereszteztiik,
amely a CaMV W260 virus fertzésére szisztemikus nekrdzissal reagal. Normal kdrnyezeti
koriilmények kozott a N. glutinosa lokalis klorotikus 1ézidkat képez a CaMV W260-val
torténd inokuldcié utdn (Schoelz és Wintermantel, 1993). A N. glutinosa és N. clevelandii
keresztezésébdl szdrmazd, kolhicin-kezelt novények (N. edwardsonii var. Columbia)
azonban a CaMV W260-ra HR-tipusu rezisztencidval (lokélis nekrotikus 1€zidk) reagéltak
— mindez arra utal, hogy egy N. clevelandii-bél szarmazé faktor (gén) jarul hozzd a
(lokalis) sejt/szovethalal kialakitdsdhoz. A ndvényi virus rezisztencidnak — igy a CaMV-vel
szembeni ellendllé képességnek is — tobb olyan tipusa is van, amely nem HR form4jaban
nyilvdnul meg (tehat nem fiigg a HR-tipusu sejt/szdvethalaltol) (Callaway et al., 1996;
Bendahmane et al., 1999; Hajimorad és Hill, 2001; Rui et al., 2017; Ross et al., 2021).
Eredményeink ramutatnak arra, hogy pl. a N. glutinosa és a CaMV W260 interakcidjabol
kialakul6 rezisztencia (lokdlis klorotikus 1éziok) hasonlit a HR-hez (ugyanigy gatolja a
koérokozét), de a HR-re jellemzd sejt/szovethaldlt eredményez0 komponens nélkiil
miikodik.

Egy masik kisérleti megkozelités alapjan kimutattuk, hogy N. edwardsonii var.
Columbia €s a N. clevelandii keresztez€sébdl szarmaz6 F, populdcidban a rezisztencia €s a
sejt/szovethaldl egymastdl fliggetleniil szegregdlodott. Az F, novények négy kiillonbozo
fenotipust mutattak: 1/ rezisztens, HR-tipusi nekrotikus 1€zidk, 2/ rezisztens, lokdlis
klorotikus 1€éziok, 3/ fogékony, szisztemikus nekrézis és 4/ fogékony, szisztemikus mozaik
— erre a jelenségre leginkdbb az adhat magyardzatot, ha a rezisztencidt, ill. sejt/szovethalalt
meghatdroz6 gének egymastol fiiggetlenek. A N. edwardsonii var. Columbia (n = 36) és a
N. clevelandii (n = 24) keresztezésének genetikai komplexitdsa miatt elképzelhetd, hogy az
F, populdcioban a rezisztenciat és a sejt/szovethaldl szegregicidjat egész kromoszémak
elvesztése is befolyadsolhatja. Kordbban kimutattuk, hogy CaMV W260 fert6zésére adott
sejt/szovethaldl egygénes tulajdonsag, amit a N. clevelandii-bdl szarmaz6 recessziv ccdl
(CaMV cell death) gén hatiroz meg (Kirdly et al.,, 1999; Cawly et al., 2005). Ennek
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megfelelden azok az F, novények, amelyek nem mutattak lokalis vagy szisztemikus
sejthaldlt, feltehetden nem Orokoltek két kopidt a ccdl gént hordozé kromoszémabol.
Ugyanakkor a CaMV W260-ra fogékony F, novények nem orokolték a virus ellen hatdsos
rezisztencia gént hordoz6 kromoszomat. Kutatdsaink soran sikeriilt igazolnunk, hogy a N.
edwardsonii var. Columbia-ban a CaMV W260-al szembeni rezisztencia a N. glutinosa
sziilobdl szarmazd egygénes, domindns (feltehetéen szemidomindns) tulajdonsag. Ismert,
hogy a N. glutinosa tobb virus rezisztencia gént is hordoz. Klasszikus genetikai
modszerekkel mér tobb, mint 80 éve kimutattdk, hogy a dohdny mozaik virus (Tobacco
mosaic virus, TMV) ellen haté6 (HR-t kivalté) N rezisztencia gén a N. glutinosa-bol
szarmazik (Holmes, 1938). Azdbta tisztaztdk azt is, hogy legalabb 67 tovabbi virusfaj valt ki
rezisztenciat a N. glutinosa-ban, ugyanakkor képes megfertdzni a N. clevelandii-t,
hasonléan a CaMV W260-hoz (1d. Schoelz et al., 2006). Tovabbi kutatasok feladata lesz
tisztdzni a N. glutinosa-bdl szarmazd, CaMV W260-al szembeni HR nélkiili rezisztencia
pontos genetikai hatterét.

A N. glutinosa-bol szarmazé CaMV rezisztencia jellemzéséhez hasonld stratégiat
alkalmaztunk ahhoz, amit kozel 100 éve hasznaltak eloszor a TMV elleni N rezisztencia
gén klasszikus genetikai jellemzéséhez (Clausen és Goodspeed, 1925). Az N gént N.
glutinosa-bol (n = 12) keresztezéssel a N. tabacum cv. Purpurea-ba (n = 24) vitték at, a
folyamat eredménye egy interspecifikus hibrid, a N. digluta (n = 36) lett. Ezeket a
novényeket (N. digluta) aztan a TMV-re fogékony dohannyal (N. tabacum cv. Purpurea)
keresztezték, és TMV fertézésre valamennyi F; egyed HR-t adott. A TMV rezisztencia
egygénes, domindns jellegét tigy bizonyitottdk, hogy az F; novényeket beltenyésztették, ill.
visszakeresztezték a fogékony N. tabacum cv. Purpurea-val (1d. Dunigan et al., 1987). A
sajat kisérleteinkben a N. edwardsonii var. Columbia interspecifikus hibridet (n = 36) a N.
glutinosa (n = 12) és a N. clevelandii (n = 24) keresztezésébdl éllitottuk eld, majd a
Columbia novényeket a CaMV W260-ra fogékony N. clevelandii-val kereszteztiik €s szinte
az Osszes F; utdd HR-tipusu rezisztencidt adott. A CaMV-vel szembeni rezisztencia
oroklodését az F, utédokban, (ill. a fogékony N. clevelandii-vel visszakeresztezett F;
novények utédaiban, 1d. Cole et al., 2001) kovettiik nyomon. Amerikai kutatasi partneriink
(J. Schoelz és munkatérsai) tisztaztdk azt is, hogy az F, utédokban az N gén (és a TMV
rezisztencia) 6roklédése is kovethetd volt, ami arra utal, hogy a keresztezéseinkben tobb
gén is képes egymadstodl fiiggetleniil szegregdlddni (Cole et al., 2001).

A CaMV W260 dltal kivaltott HR-t alkotd rezisztencia és sejt/szovethaldl
(nekrézis) genetikai fiiggetlenségét bizonyitja az is, hogy eredményeink szerint a CaMV
W260 okozta lokalis (HR-tipusi) és szisztemikus nekrdzis (sejt/szovethaldl) nem
befolydsolja a virus rezisztenciat Nicotiana gazdandvényekben. Kimutattuk, hogy a virusra
fogékony N. clevelandii-ben és N. bigelovii-ben is a CaMV W260 titer — az inokulélt és
felsd, szisztemikus levelekben egyarant — sokkal kisebb, mint egy masik CaMV torzs (D4)
fertézésekor, fliggetleniil attél, hogy a CaMV W260 az egyik gazdidban (N. clevelandii)
lokdlis és szisztemikus nekrdzist, mig a masikban (N. bigelovii) lokdlis klordzist és
szisztemikus mozaikot vélt ki. Ezt az eredményt tdmasztja ald, hogy a N. edwardsonii és N.
bigelovii keresztez€sébdl kapott F; novények a CaMV W260-ra rezisztensek voltak, de a
ccdl gén éltal meghatdrozott sejt/szovethaldl visszaszorult, a HR helyett lokélis klorotikus
1ézi6k fejlédtek ki, ami a N. bigelovii-b6l szarmaz6é dominans allél (CCD1) jelenlétére utal
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(Cawly et al., 2005). A fentiek alapjdn, amennyiben a virusfertézésekre adott HR két
komponense (rezisztencia és sejthaldl) genetikailag valéban szétvalaszthatd, akkor a
rezisztencia egy sejthaldl gatld gén jelenlétében nem jar egyiitt HR-tipusu
sejt/szovethaldllal. Ezt igazoltdk a 14dfli (A. thaliana) dndl (defence no death) mutansanak
segitségével (Takahashi et al., 2012). Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus,
CMV) ellen haté RCY rezisztencia gént hordozé dndl mutans novényekben ugyanis a HR-
sejthaldl visszaszorult, de a rezisztencia tovabbra is ugyanigy mikodott, mint a
vadtipusban.

A HR-t alkoté rezisztencia és sejthaldl teljesen fiiggetlen, eltérd gének 4ltal
meghatdrozott, 6roklodését baktériumos fertdzéseknél is igazoltdk (Gassmann, 2005).
Egyes ladfli (A. thaliana) vonalakban a Pseudomonas syringae pv. syringae 61 baktérium
HR-t, mig mds novényvonalakban HR-sejthaldl nélkiili, tiinetmentes rezisztenciat képes
kivaltani. Két rezisztens, de eltérd fenotipusu (tiinetmentes rezisztencia, ill. HR) ladft
vonalat keresztezve tisztaztdk, hogy a rezisztenciat a domindns RPS6 gén, mig a sejthalalt
a recessziv hedl 16kusz hatirozza meg, a két gén egyideji mikodése pedig HR-t
(rezisztencia €s sejthaldl) eredményez (Gassmann et al., 2005; Kim et al., 2009).

A HR-t alkoté rezisztencia és sejt/szovethalal fiiggetlen oroklodésének lehetséges
modellje a karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal
fertozott Nicotiana edwardsonii-ban

Kutatdsaink célja a CaMV W260 dltal kivaltott HR-t alkoté rezisztencia és
sejt/szovethaldl genetikai hétterének feltardsa volt, elsésorban a gazdanovény(ek) oldalardl.
Ugyanakkor régéta ismert, hogy a CaMV P6 fehérjéjét kodolo virus gén felelos a
rezisztencia kivaltasaért, a P6 tehat a CaMV effektoraként mikodik (Daubert et al., 1984).
A P6 gén terméke N. edwardsonii-ban HR-t (Schoelz és Shepherd, 1988; Palanichelvam et
al., 2000), N. glutinosa-ban lokélis klorotikus 1éziokkal kisért rezisztenciat (Schoelz és
Wintermantel 1993), a N. clevelandii-ben pedig szisztemikus nekrézist képes kivéltani
(Kirdly et al., 1999; Palanichelvam et al., 2000). Ennek megfeleléen a CaMV és egyes
Nicotiana fajok kozotti kérokozdé-gazda kapcsolat egy sajatos ,,gén-génnel szembeni”
(gene for gene) rendszerben értelmezhet6 (35. abra). Ebben a modellben a HR-t egy virus
avirulencia (effektor) gén, a CaMV P6 és két gazdanovény gén fehérjetermékének
interakcidja véltja ki. A két novényi gén egyike a sejthaldl (ccdl), a mésik viszont a
rezisztencia kialakit4saért felel.

Hangsulyozand6, hogy az dltalunk bemutatott rezisztencia modell a sejthalal
kialakuldsat a novényi védekezési folyamatok (rezisztencia) mellé helyezi (35. dbra), mig a
legtobb hasonlé modell azt feltételezi, hogy — legalabb részben — a sejthaldl indukdlja a
novényi védekezést (azaz a rezisztencia a sejthaldl kovetkezménye) (Dangl et al., 1996;
Ryals et al., 1996).
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35. abra: A virusfert6zéssel szembeni hiperszenzitiv reakciét (HR) alkot rezisztencia és nekrozis
(sejt/szovethaldl) fliggetlen oroklddésének (genetikai szétvdlasztdsdnak) lehetséges modellje Nicotiana
edwardsonii fajhibridben. A karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus, CaMV) W260 torzse altal
kivaltott HR sorédn a rezisztenciat (R) egy a N. glutinosa-bdl szarmazé gén, mig a nekrézist a N. clevelandii-
bol szarmazé ccdl (CaMV cell death 1) gén fehérjeterméke hatdrozza meg. A HR-t kozvetleniil az valtja ki,
hogy a CaMV W260 avirulencia (Avr) génjének terméke (P6 effektor) interakcioba 1ép a N. edwardsonii-ban
miik6dd rezisztencia €s nekrdzis (sejt/szovethaldl) gén termékével (Cole et al., 2001 és Cawly et al., 2005
nyomdn).

Ugyanakkor az utébbi évtizedek kutatdsai alapjan feltételezhetd, hogy a kérokozé (virus)
rezisztencia legtobb esetében a sejthaldl inkdbb a — kevésbé hatékonyan mikodo —
rezisztencia kovetkezménye (Brown et al., 1966; Kirdly et al., 1972; Bendahmane et al.,
1999; Cooley et al., 2000; Kachroo et al., 2000; Sekine et al., 2008; Kiinstler et al., 2016).
Egy ilyen modellel magyardzhaté tobb virus rezisztencia gén (Rx, HRT és RCYI)
mukodése is: ezek szerint az Rx gének normadl vagy fokozott expresszidja a burgonya X
virussal (Potato virus X, PVX) szemben tiinetmentes extrém rezisztenciat valt ki, mig egy
gyengébb promoter 4ltal irdnyitott kisebb mértékli génexpresszi6 HR-t eredményez
(Bendahmane et al., 1999, 2000). Hasonldképpen a HRT, ill. RCYI rezisztencia gént
hordoz¢ ladfii (A. thaliana) novények HR-tipusu ellendllé képességet mutatnak a tarlérépa
gondorodés virus (Turnip crinkle virus, TCV) és uborka mozaik virus Cucumber mosaic
virus, CMV) fert6zésével szemben (Cooley et al., 2000; Sekine et al., 2008). Ugyanakkor a
HRT vagy RCYI gént tultermel6 transzgenikus novényekben a virusfertdzésre nem alakul
ki HR, hanem tiinetmentes (extrém) rezisztencia, feltehetéen azért, mert ilyenkor a
novények rendkiviil gyorsan reagdlnak a TCV, ill. CMV fert6zésére (Cooley et al., 2000;
Sekine et al., 2008). Ez a rezisztencia modell a novényi betegség ellendllosag kiillonbozo
erdsségli fokozatait a legerdsebb (leghatékonyabb) tiinetmentes, extrém rezisztenciatdl az
egy-két sejtes (mikro) HR-en 4t a makroszkopikus HR-ig értelmezi (Bendahmane et al.,
1999; Cooley et al., 2000). Sajat kisérleteinkben a CaMV W260 4ltal a N. edwardsonii var.
Columbia és N. clevelandii keresztezésébdl szarmaz6 F, populacidban, ill. a N. glutinosa-
ban kivéltott nem-nekrotikus rezisztencia klorotikus lokélis 1éziokkal jar egyiitt és a virust
csak részben gitolja, ezek alapjan tehat inkdabb a CaMV Adltal kivéltott HR-hez hasonlit,
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mint a tiinetmentes extrém rezisztencidhoz. Eredményeink szerint ezt a CaMV dltal
kivaltott nem-nekrotikus (klorotikus 1ézidkkal jard) ellendlld képességet egy sejthalélt
meghatirozo gén (ccdl) jelenlétében HR-tipusu rezisztencidva tudtuk konvertalni.

A fentiek alapjan tehat sikeriilt kimutatnunk, hogy a CaMV W260 altal kivaltott HR-tipusu
rezisztencia esetében a HR-t alkot6 rezisztencia és sejt/szovethaldl (nekrézis) genetikailag
szétvalaszthat6 és kombindlhatd, valoban fiiggetleniil 6roklédé tulajdonsagok.

A novényi védekezés fokozasa — eltéré hatasok a virusfertozésekkel szembeni
hiperszenzitiv reakciot (HR) alkoté rezisztenciara és nekrozisra (sejt/szovethalalra)

Szalicilsav és glutation hatiasa a HR-re — eltéré mértékben fokozédhat az antioxidans
védelem (csokkeno HR-nekrozis) és a virus rezisztencia

A hiperszenzitiv reakci6 (HR) a novényi rezisztencia egyik leginkdbb
tanulmanyozott formdja, amelyben a kérokoz6 gatldsit a behatolds helyén programozott
sejt/szovethaldl kiséri (Kiinstler et al., 2016; Balint-Kurti, 2019). Ugyanakkor a HR-t
alkot6 rezisztencia és lokalizalt sejt/szovethaldl (nekrézis) sokszor egymadstol fiiggetlen
folyamatok eredménye lehet pl. virusfertozéseknél is, mivel a nekrotikus tiinetek
visszaszoruldsa nem mindig van szinkronban a kérokozé gatldsival (Mandadi és
Scholthof, 2013; Kiinstler et al., 2016).

Eredményeink szerint az dltalunk létrehozott interspecifikus hibrid, a Nicotiana
edwardsonii var. Columbia novényekben (1d. el6z6 rész) a virusfertdzésre adott HR-1€ziok
mérete lathatéan kisebb volt, mint az ugyanazon sziilloktdl szdrmazd (és 2 péar
kromoszomaval kevesebbet hordozé) hibridben (N. edwardsonii). Ezt elészor a CaMV
W260 fertdzésénél észleltik, de a Columbia novényekben ennél sokkal nagyobb
mértékben szorult vissza a HR-tipust nekrozis a TMV és a TNV (dohany nekrozis virus,
Tobacco necrosis virus) fertézését kovetéen. A HR-nekrotizicié feliiletének jelentds
csokkenése TNV fert6zésnél egyiitt jart a virus titer hasonlé mértékii (kb. 75%-0s)
visszaesésével, mig a TMV fert6zésénél a virusszint a HR-tiineteknél (50%-os csokkenés)
joval kisebb mértékben (csak kb. 20%-al) csokkent.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a virusfert6zott N. edwardsonii var.
Columbia-ban tapasztalt kisebb mértékli HR-tiinetek nem feltétleniil jelentik a virus
felhalmozd6dds hasonlé mértékli gitlasat (a rezisztencia hasonldé mértékii novekedését), ez
nyilvdn az adott virus altal a gazddban kivéltott reakcidk fiiggvénye is. Az eredeti N.
edwardsonii-t és a N. edwardsonii var. Columbia-t két, egymdstél rendszertani
szempontbdl tavol all6 virus kérokozoval fertdztiik, a TNV-vel, ill. TMV-vel, amelyek az
emlitett gazdanovényekben mads jellegli rezisztencidt okoznak. A TNV a legtobb
novényben — igy a Nicotiana nemzetség tagjaiban is — egy HR-tipusi nemgazda-
rezisztenciat okoz, TNV éltali szisztemikus fert6zés (fogékonysag) igen ritkan fordul eld
(1d. pl. Adhab et al., 2019), bar a virus Nicotiana benthamiana-ban szisztemikus nekroézist,
mig ludfliben (Arabidopsis thaliana) tinetmentes szisztemikus fertézést okozhat (Molnér
et al., 1997; Bacsé et al.,, 2016). A TMV ezzel szemben mindkét N. edwardsonii
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fajhibridben egy olyan, HR-tipusu gazda-rezisztenciat valt ki, amelyet a jol ismert N
rezisztencia gén hataroz meg (Christie, 1969; Cole et al., 2004). Egy ilyen tipust — az adott
gazdanovény fajtara, ill. kérokozé izolatumra specifikus — rezisztencia rovid tavon (a
patogenezis kezdetén) hatdsosabb, és erdsebb lehet, mint a széles spektrumi nemgazda-
rezisztencia, mivel egy korokozé effektor és egy gazda rezisztencia gén termékének
felismerési reakcidja valtja ki (Id. Pruitt et al., 2021) — ez lehet az egyik lehetséges oka
annak, hogy az eredeti N. edwardsonii-hoz képest a N. edwardsonii var. Columbia a TMV
fertdzést (az elsd 5 napon beliil) kevésbé képes gatolni (a rezisztencidt tovabb fokozni),
mint a nemgazda-rezisztenciat kivalté TNV fert6zését.

A N. edwardsonii var. Columbia novények mar virusfert6zés nélkiil, de a TNV és
TMV fertdzés utani 1-3 napon beliil is sokkal nagyobb koncentracidban tartalmaztak kotott
(glikozildlt), ill. szabad szalicilsavat, ill. joval erGsebben expresszaltak a virusrezisztencia
markerének szamité6 NgPR-1 gént, mint az N. edwardsonii, ami az emelt szinti TMV- és
TNV-rezisztencia egyik oka lehet. A TNV, ill. TMV inokuldci6 utin a Columbia
novényekben hasonlé mértékben — tobbszorosére — nétt mind a szabad, mind a kotott
szalicilsav szintje, bar TMV fert6zésnél a kisebb mértékii HR-tiinetek nem jartak egyiitt a
virus titer hasonlé mértékli gitlasdval. A szalicilsav (SA) az egyik legfontosabb, névényi
védekezéssel kapcsolatos hormon, amely kiemelt szerepet jitszik elsOsorban a biotréf
koérokozokkal (igy a virusokkal) szembeni rezisztencidban (Id. pl. Vlot et al., 2009). Virus
rezisztens novényekben a fertdzést kovetden jelentdsen megnd a szabad SA szintje, amely
aktival egyes szalicilsav glikozil-transzferaz izoenzimeket, ennek nyoman felhalmozddik a
novényben a kotott SA (Enyedi és Raskin, 1993; Fu és Dong 2013). A kotott SA bioldgiai
szerepe nem teljesen tisztazott, de a novényi vakudlumokban tarolt inaktiv (kotott) SA
aktiv (szabad) formdva hidrolizdlhatd, amely a sejt tobbi részébe is eljuthat (Vaca et al.,
2017). A N. edwardsonii var. Columbia hibridben taldlhaté nagy mennyiségli kotott SA
jelentdsen hozzdjarulhat a virus rezisztencidhoz, mivel a kotott formabdl a szabad SA a
novényben kb. 2 6ra alatt kialakul (Hennig et al., 1993), mig TMV fert6zésnél a SA de
novo szintézise kb. egy napot vesz igénybe (Malamy et al., 1990). Ugyanakkor az SA a
kérokozé rezisztencia mellett fontos az abiotikus stresszel (pl. novényi sejt/szovetelhalds)
szembeni védekezésben is (Horvath et al., 2007; Liu et al., 2022). Az SA-nak az abiotikus
stressz védelemben jatszott szerepét tdmasztja ald, hogy szalicilsavat felhalmozni képtelen
dohdnyban a TMV-vel szembeni rezisztencia sériilése, ill. a fokozott HR-nekrotizaci
mellett az antioxiddns kapacitds is erdsen visszaszorul (Kirdly et al., 2002). A SA tehat
képes indukdlni egyes antioxiddnsokat, de az tn. patogenezissel kapcsolatos (PR)
fehérjéket is (Ward et al., 1991; Delaney et al., 1994; Van Loon et al., 2000).
Eredményeink szerint a N. edwardsonii var. Columbia-ban az NgPR-1 gén konstitutivan
expresszdlodik, ami megerdsiti az SA szerepét a TNV-vel, ill. TMV-vel szembeni
rezisztencidban €s egybevag azzal a kordbbi eredménnyel, amely szerint az NgPR-1 fehérje
a fertzetlen (egészséges) Columbia novényekben is nagy mennyiségben termelddik (Cole
et al., 2004). A patogenezis korai szakaszaban (a fert6zés utan 1-2 napon beliil) a PR gének
fokozott expresszidja a SA 4ltal irdnyitott rezisztencia markere (Van Loon et al., 2006;
Gullner et al., 2017b; Klessig et al., 2018), mig a kdrfolyamat késObbi szakaszdban (pl.
TMV fert6z€s utan 5-7 nappal) a sikertelen rezisztenciat és az azt kisérd abiotikus stresszt
(fokozott szoveti nekrozist) jelzi (Delaney et al., 1994; Gullner et al., 2017b).
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Eredményeink alapjan a Columbia hibridben a fokozott SA termelés és NgPR-1 expresszio
nemcsak a fokozott virus rezisztencidt, hanem elsdsorban az abiotikus stressz gatlasit
(kisebb mértékilit HR-nekrotizacio) jelzi. Ezek szerint a N. edwardsonii var. Columbia-ban a
szalicilsav és a PR gének daltal meghatdrozott novényi védekezés hasonlé mértékben
indukdlédik akkor is, ha a HR-tipusu lokdlis nekrdzis visszaszoruldsa nem jar egyiitt a
virus rezisztencia hasonlé mértékii fokozddasaval.

Ujabb kisérleti eredményeink szerint a a N. edwardsonii var. Columbia fokozott
TMV rezisztencidjahoz hozzdjarulhat a virusfert6zés soran indukélt emelt szinti glutation
(GSH) tartalom is (Kirdly et al., 2023, biralat alatt). Ezek szerint ezekben a novényekben a
szokdsosndl nagyobb SA tartalom a GSH-val egyiittmiikodve képes fokozni a TMV-vel
szembeni HR-tipusu rezisztenciat. Korabbi kutatdsok szerint az SA 4ltal iranyitott ndvényi
betegség rezisztencia pozitivan korreldl a nagy GSH tartalommal. A novény szalicilsav
szintjének novelése a GSH felhalmozddasat is eredményezi és forditva, ami végsdé soron
fokozott ellendllé képességhez vezet tobbféle korokozdval (virus, baktérium, gomba)
szemben (Fodor et al., 1997; Kirdly et al., 2002; Ghanta et al., 2011, 2014; Kovéacs et al.,
2015; Kiinstler et al., 2019; Zhu et al., 2021).

Dohanyban (N. tabacum cv. Samsun) az optimdlis szulfat ellatottsag (+S) — a
szulfat hidnyos (-S) allapothoz képest — a glutation tartalom névekedésével jar egyiitt (1d.
Kiraly et al., 2012). Eredményeink szerint ezekben a GSH felhalmozé (+S) novényekben
fokozodik a TMV-vel szembeni (az N gén 4ltal meghatarozott), HR-tipusi rezisztencia,
azonban a fert6zés eldrehaladdsdval a HR-tipusi nekrdzis visszaszoruldsandl a TMV
felhalmozddas nagyobb mértékben csokken. A GSH a novényi stressz védelemben kettds
hatast fejt ki: antioxiddns hatdsa (ROS elimindlds) révén fontos szerepet jatszik pl. a
sejt/szovetelhalds gatlasaban (Noctor et al., 2012; Hasanuzzaman et al., 2017, 2019), de
emellett a betegség rezisztencia fontos faktora, tobbek kozott virusfertézéseknél is (1d.
fentebb). Ugy tiinik, hogy a cv. Samsun NN dohdnyban a TMV-vel szembeni HR sorin a
GSH-nak elsOsorban a rezisztencidt fokozd hatdsa a meghatiarozé. Kordbbi kutatdsi
eredmények fényében mindez nem meglepd. Az N gént nem tartalmazd, TMV-re fogékony
Samsun dohdnyban az optimadlis szulfat ellatottsag (+S) altal megnovelt GSH tartalom
rezisztenciat indukalt (késve jelentkezd szisztemikus mozaik és csokkent TMV titer)
(Holler et al., 2010). Szalicilsav hidnyos novényekben ugyanakkor a sériilt HR-tipusu
TMV rezisztencidt a megnovelt GSH tartalom helyreéllitotta (Kiinstler et al., 2019). A
glutation bioszintézisben kulcsszerepet jatszo6 GSHI és GSH2 gén csendesitése pedig N.
benthamiana-ban gatolta a TMV-vel és a PVX fertdzésével szembeni rezisztenciat (De et
al., 2018; Zhu et al., 2021).

A TMV fertdzés els6 24 o6rajaban a PR-1 tipusi védekezési marker fehérjéket
k6dold dohdny gének (NtPR-1a, NtPR-1b, NtPR-1c és NtPRB-1D) kifejezddése az inokulalt
levelekben jelentésen megndétt, de elsdsorban az optimadlis szulfat ellatottsagi (+S)
novényekben. Ismert, hogy az NtPR-1a fokozott expresszidja TMV-re fogékony, de GSH-t
felhalmoz6 (+S) Samsun dohdnyban is a rezisztencia indukalasat jelzi (Holler et al., 2010).
Eredményeink szerint az emlitett PR-/ génekhez hasonldéan a +S dohanyban a fokozott
mértékli HR tipusu rezisztenciat két masik védekezéssel kapcsolatos gén, egy tn. tau
osztalyu glutation-S-transzferdz fehérjét kodold gén (NtGSTTaul), és egy szalicilsav-kotod
kataldz gén (NtCATSAB) erételjes kifejezddése is jelezte a TMV fertdzés elso 24 ordjaban.
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A ndvényi GST-k id6ben torténd (korai) indukcidja meghatarozé szerepet jatszhat a HR-
tipusu rezisztencidban elsdsorban azdltal, hogy a GST-k méregtelenitd és — tobbek kozott a
tau osztdlyd novényi GST enzimeknél — antioxiddns hatdsuk éltal szabalyozzdk a lokalis
sejt/szovethaldlt (Levine et al., 1994; Fodor et al., 1997; Gullner et al., 2018). A dohanybdl
izolalt szalicilsav-kotd katalaz (NtCATSAB) pedig, antioxiddns hatdsa mellett, az SA-hoz
kotédve tobbek kozott a szerzett rezisztenciat is indukélja (Chen et al., 1993).
Osszefoglalva, eredményeink rdmutatnak arra, hogy egyes virusfertzéseknél
(TNV, TMV) az emelt szintli szalicilsav, optimadlis szulfdt (glutation) ellatottsdg és a PR
gének 4altal meghatdrozott novényi védekezés jelentdsen indukdlédik fiiggetleniil attol,
hogy a HR-tipusu lokélis nekrozis visszaszoruldsa egyiitt jar-e a virus rezisztencia hasonld
mértékli fokozddasaval (a virus titer hasonld mértékii csokkenésével). Mds szoval a
novényi védekezd rendszer egyes elemeinek fokozott indukcidja eltéréen hathat a
virusfertdzés altal kivaltott HR-t alkoto rezisztencidra és lokdlis sejt/szovethaldlra.

Antioxidansok hatasa a HR-re - fokozott antioxidans védelem (csokkené HR-
nekrozis) de valtozatlan virus rezisztencia

A novényi antioxidans kapacitast fokozd kezelések jelentOsen visszaszoritjadk a
virusfertdzésre adott HR-tipusui lokdlis nekrézist, de a rezisztencia lényegében nem
valtozik (Farkas et al., 1960; Gullner et al., 1999; Pogany et al., 2004). Kivancsiak voltunk
arra, hogy ugyanez a jelenség megfigyelheté-e olyan, a TMV fertdzésére HR-rezisztenciat
adé dohanyban (N. tabacum cv. Xanthi NN) is, amely kis koncentraciéji (5-10 mM)
hidrogén-peroxid (H,O,) eldkezelést kapott? Eredményeink szerint, ha a TMV-re HR-t ad6
dohany leveleit egy nappal az inokulécié eldtt viszonylag kis koncentracidji hidrogén-
peroxiddal (H,O,) kezeljiik (permetezziik), az antioxidans kapacitds fokozodasa mellett a
HR-nekrézist mutaté levélfeliilet jelentdsen csokken. Ugyanakkor ez a H,O, dltal indukalt
tiineti rezisztencia (a nekrotikus tiinetekkel szembeni ,,immuniz4lds”) nem jar egyiitt a
kérokozé (TMV) gatlasaval.

Novényekben a ROS, pl. a H,O,, nagy koncentriciéban torténd felhalmozdédasa a
kérokozé behatolds helyén (,,oxidativ robbands”) tobbféle védekezési folyamatot is
indukdl, amelyek végeredménye gyakran a lokdlis sejt/szovethaldllal kisért, HR-tipusu
rezisztencia (Doke €s Ohashi 1988; Goodman és Novacky, 1994; Alvarez et al. 1998;
Balint-Kurti, 2019; Lukan et al., 2020, 2023; Dalio et al., 2021). A ROS (oxidativ stressz)
karos hatédsait a novényekben termelddd enzimatikus és nem enzimatikus antioxiddnsok
képesek ellenstilyozni (Elstner, 1982 Barna et al., 2003a; Foyer és Noctor, 2005). Halliwell
és Gutteridge (2015) szerint az in vivo kialakul6 oxidativ stresszt gyakran csak az
antioxidansok indukciéja jelzi. A ROS, els6sorban a H,O,, a novényi védekezésben kettds
szerepet jatszik, mivel nagy koncentraciéban kozvetleniil a gazdasejtek elhalasat és egyben
a behatolé koérokozdé gatlasat idézi eld, mig kisebb koncentriciéban a szomszédos
sejtekben antioxiddns és PR géneket aktivdl (Levine et al., 1994; Chamnongpol et al.,
1998; Wu et al., 1997; Pogany et al., 2009; Torres, 2010; Halliwell és Gutteridge, 2015).

Ismert, hogy a ndvényi antioxidans kapacitds fokozdsdval jar6 egyes kezelések (pl.
S-karvon vagy aszkorbinsav, emelt citokinin tartalom) visszaszoritjdk a virusfertdzésre
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adott HR-tipusu lokélis nekrozist, de a rezisztencia nem vagy alig véltozik (Farkas et al.,
1960; Gullner et al., 1999; Pogany et al., 2004). Els6ként mutattuk ki, hogy a TMV-re HR-
rel reagalé dohdny leveleit kis koncentracidji (5-10 mM) H,0O;.val eldkezelve jelentdsen
csokken a HR-nekrézist mutatd levélfeliilet, de nem a kérokozd (TMYV) felhalmozddasa,
mig harom antioxiddns enzim (kataldaz /CAT/, gvajakol-peroxiddz, aszkorbat peroxidaz
/APX/) aktivitdsa is fokozdodik. A H,O,.eldkezelés hatdsdra megnétt antioxidans kapacitést
jelzi harom, antioxiddns enzimet kdédold gén (NtSOD, NtCAT, és NtAPX) fokozott
expresszidja is. Két antioxiddns enzimmel (SOD és CAT) torténd kezelés (kozvetleniil a
TMV-inokulédcié utdn) a H,0O,-el6kezeléshez hasonlé mdédon csokkentette a HR-tipust
nekrotizdcié mértékét ami arra utal, hogy a H,O, éltal indukalt, ,,immunizédlds” a novényi
antioxiddns kapacitds fokozdsan keresztiil fejti ki hatdsat.

Eredményeink Osszhangban édllnak azokkal a kordbbi kutatdsokkal, melyek szerint a
viszonylag kis koncentraci6ji (5-20 mM) hidrogén-peroxiddal eldkezelt dohdny és borsé
fokozottan tolerdns lesz tobbféle, nekrotikus tiinetekkel jaré abiotikus stresszre, javul a
novények csirdzdsa és novekedése valamint a névényi antioxidans kapacitds is jelentdsen
emelkedik, els6sorban a CAT, APX és mas antioxidans enzimek nagyobb aktivitdsa miatt
(Gechev et al., 2002; Barba-Espin et al., 2010). Ismert az is, hogy paprika termések
kezelése 20 mM H,0,-dal jelentOsen javitja a termés eltarthatésdgat (Hafez, 2010). A CAT
és APX fokozott aktivitasat észlelték olyan transzgenikus dohanyban is, amely egy gliikdz-
oxiddzt kodolé gomba gént fejez ki és ezaltal folyamatosan hidrogén-peroxidot termel,
ezek a novények egyuttal fokozott hidegtlirést is mutattak (Maruthasalam et al., 2010).
Hasonl6 eredmény, hogy egy buza oxaldt-oxidazt kodolé gén kifejezddése transzgenikus
dohdnyban szintén megnoveli tobb antioxiddns enzim aktivitdsat, €s a novényekben a
hidrogén-peroxid folyamatos termelése egyiitt jart a herbicid (paraquat) és nagy
fényintenzitas éltal okozott oxidativ stressz fokozott tolerdldsaval (Wan et al., 2009). Az
antioxiddns kapacitds fokozdsa dltal haté, H,O, 4ltal indukalt ,,immunizalds”
novénykorokozd baktériumokndl is észlelhetd: Agrobacterium tumefaciens és Ralstonia
solanacearum sejtek kezelése igen kis koncentracioju (250 puM) H»O,-dal a
baktériumokban jelentésen megnovelte a CAT és peroxiddz aktivitdst, javitva ezzel a
koérokozdk életképességét (Nakjarung et al., 2003; Flores-Cruz és Allen, 2011).

A H;0, 4ltal indukalt tiineti rezisztencia (,,immunizdlds”) alapvetden abban
kiilonbozik a tipikus novényi betegség rezisztenciatdl, hogy a koérokozé dltal kivaltott
lokdlis nekrotikus (HR) tiineteket mérsékeli, de maga a kodrokozé nem gatlédik.
Hangsulyozandé viszont. hogy bar kis koncentraciéban a H,0, gétolhatja a ndvényi
védekezési valaszok egy részét (a HR-tipusu sejt/szovethaldlt), ez nem sziikségszeriien jar
egylitt a nagyobb mértékli kérokozo-felhalmozddassal. Virusos, de baktériumos €s gombads
fertdzéseknél is, mar tobb évtizede ismert, hogy a HR-t alkot6 rezisztencia és sejthaldl sok
esetben egymastdl fliggetlen genetikai és élettani folyamatok eredménye (Bendahmane et
al., 1999; Cole et al., 2001; Kiunstler et al., 2016; Balint-Kurti et al., 2019; Dalio et al.,
2021). Eredményeink szerint hasonl6 jelenség figyelheté meg, amikor a TMV-re rezisztens
(HR-t ad6) dohdnyban a kis koncentracidji H,O,- vagy antioxiddns (SOD és CAT) kezelés
hatdsdra a HR-tipusi nekrotikus tiinetek visszaszorulnak, de a TMV titer nem valtozik.
Kimutattuk tovabbd, hogy dohanyban a H,0, 4ltal indukdlt tiineti rezisztencia
(,immunizalds”) HR-t kivalté baktériumos (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola)
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fert6zésnél is érvényesiil, mivel a HR-nekrézis csokkenése mellett az in planta
baktériumszam valtozatlan marad (Hafez et al.,, 2012). Kordbbi kutatisok mindezt
megerdsitik, ugyanis HR-t eredményezd baktériumos fertézéseknél az albumin-kezelés, ill.
a citokinin tdltermelése transzgenikus dohdnyban noveli az antioxiddns kapacitdst és
gitolja a HR-nekrdzist, de a baktérium szaporoddsa nem véltozik (Kirdly et al., 1977;
Barna et al., 2008).

Sajat kutatdsaink alapjan tgy tlinik, hogy a H,O, éltal indukélt tiineti

rezisztencidban (,,immunizalds”) az antioxiddnsok igen, de a szalicilsav felhalmozddasa
nem jatszik szerepet. A kis koncentricidju H,O,- vagy antioxidans (SOD és CAT) kezelés
hatdsara TMV fert6zott dohdnyban a csokkent HR-tipusti nekrozis és véltozatlan TMV
titer mellett a szabad €s kotott szalicilsav szintje nem valtozott szignifikansan (Hafez et al.,
2012). Tobbek kozott ez kiilonbozteti meg a H,O, altal indukdlt ,,immunizalds”-t a
szalicilsav dltal irdnyitott novényi betegség rezisztenciatdl (Gaffney et al., 1993; Delaney
et al., 1994; Fodor et al., 1997; Lee et al., 2016; Klessig et al., 2018; Zhang és Li, 2019;
Vlot et al., 2009, 2021). Az altalunk leirt tiineti rezisztencia feltehetden a szokasoshoz
képest valtozatlan szalicilsav szint miatt sem képes a (virus) kérokozé gatlasara.
A fentiek alapjan TMV fert6zott dohdnyban a H,O,- vagy SOD és CAT kezeléssel
megnovelt antioxidans kapacitds hatdsara a HR-nekrozist mutaté levélfeliilet csokken, de a
virus titer nem valtozik. Osszefoglalva, eredményeink ramutatnak arra, hogy névényi
védekezd rendszer egyes elemeinek (szalicilsav, glutation, PR gének, antioxiddns
kapacitds) fokozott indukcidja eltéréen hathat a virusfertézés éltal kivaltott HR-t alkoto
rezisztencidra és lokalis sejt/szovethalélra.

A hiperszenzitiv nekrozissal (sejt/szovethalal) jaro, ill. tiilnetmentes (extrém) novényi
virus rezisztencia — kiilonbségek a védekezési gének és antioxidansok aktivalodasaban

Feltételezhetd, hogy a HR-tipusti nekroézissal jard, ill. tiinetmentes (extrém) virus
rezisztencia kialakuldsa mogott — legaldbb részben — eltéré novényi védekezési folyamatok
allnak. Ezek szerint a gazdandvény megfelel6 idoben — kordn — aktivalodd védekezési
folyamatai tiinetmentes (extrém) rezisztencidt (ER) eredményezhetnek a HR helyett
(Bendahmane et al., 1999; Cooley et al., 2000; Sekine et al., 2008; Herndndez et al., 2016;
Kiinstler et al., 2016; Baebler et al. 2020). Eredményeink megerdsitik ezt a koncepciot,
mivel ugyanabban a dohdny genotipusban (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1) a PVX dltal
kivaltott ER a virusfertozés utdn méar 6 o6rdval detektdlhaté és 1 nap elteltével teljesen
kifejlodik, mig a TMV altal eldidézett HR-tipusu rezisztenciandl a virusszint nem csokken,
hanem a HR-nekro6zis (lokdlis 1é€ziok) megjelenésével egyiitt (2. nap) tovabb nd. A korai
védekezés jelentOségét az ER vs. HR kialakuldsdban az is aldtimasztja, hogy a PVX
fert6zés utdn mar 1-6 ordval jelentkezd szuperoxid felhalmoz6dds megelézi az ER
kialakuldsat (1d. Eredmények; Kirély et al., 2021), mig a TMV Adltal kivaltott HR-nél a
szuperoxid szint csak a virusfert6zés utan 6-10 6rdval emelkedik meg (Rossetti €s Bonatti,
2001).
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A TMV-vel szembeni HR tipusu, és a PVX-szel szembeni tiinetmentes (extrém)
rezisztenciat (ER) Samsun NN Rx1 genotipusi dohdnyban 6sszehasonlitva kimutattuk,
hogy 0Osszességében az un. patogenezissel kapcsolatos (PR), sejthalél-gatlo, ill. ROS-
szabdlyozé (antioxidans) védekezési gének expresszidja az ER sordan — a HR-hez képest —
nem valtozik szignifikdnsan. Mindez arra utal, hogy a novényi védekezési gének korai és
tranziens indukcidja jelezheti az extrém rezisztencia kialakuldsat. Ennek megfeleléen
harom, védekezéssel kapcsolatos (PR) gén (NtPR-1a, NtPRB-1b és NtGSTphil) alapvetéen
stressz markerként miikodott, mivel a PVX éltal kivaltott ER sordn, a HR-hez képest, alig
indukalédtak. Kordbbi kutatdsok szerint ugyanakkor az NtPR-la és NtPRB-1b gének
kifejez0dése nemcsak a HR-tipusu sejt/szovethaldl, hanem kifejezetten a virusrezisztencia
markere is lehet (Ward et al. 1991; Delaney et al., 1994; Holler et al. 2010; Kirdly et al.,
2012). Sajat eredményeinkhez hasonléan az NtPR-la indukciéjat az RxI géntdl fliggo,
PVX altal kivaltott tiinetmentes ER soran mar masok is kimutattak, de csak a fertoz€s utan
1 nappal (Liu et al., 2010). Ugyanakkor ismert, hogy dohdnyban a glutation-S-transzferazt
kodold NtGSTphil gén expresszidja leginkabb az erés HR-tipusu sejt/szovethaléllal és nem
a virus (TMV) rezisztencidval jar egyiitt (Kiinstler et al., 2019). Mindez nem meglepd
annak fényében, hogy N. benthamiana-ban a homolég NbGSTphil fokozott indukcigjat
el0szor nekrozissal jard kompatibilis gombds fertézéseknél figyelték meg (Dean et al.,
2005).

A programozott sejthaldl (PCD) gétlasdban szerepet jatsz6 BAX inhibitor-1 (NtBI-
1) gén expresszidja az egészséges novényekhez viszonyitva a HR esetén (TMV fertdzés)
tobbszor akkora, mint a PVX 4ltal kivaltott tiinetmentes ER-nél, ami a PCD-nek a HR-
tipusi sejt/szovethaldlban jitszott szerepét jelzi (Id. pl. Watanabe és Lam, 2009). Erdekes
viszont, hogy a PVX-inokuldlt levelekben az NtBI-1 indukcidja csak a virusfert6zés elsé 6
ordjaban észlelhetd, megeldzve az ER kialakuldsit, de a szuperoxid felhalmozddassal
parhuzamosan (Id. Eredmények; Kirdly et al., 2021). Hasonlé expresszidés mintdzatot
figyeltiink meg a homoldg HvBI-1 génnél arpaban, a buza lisztharmat (B. graminis f. sp.
tritici) fert6zésére adott tiinetmentes nemgazda rezisztencidndl (1d. Eredmények; Kiinstler
et al., 2018). Eredményeink alapjan az NtBI-1 mind a PCD gatldsdban, mind a PVX és
TMV rezisztencidban szerepet jatszhat, osszhangban azzal, amit N. benthamiana-ban
figyeltek meg, ahol a homolég NbBI-1 gén csendesitése fokozta a PVX és a burgonya Y
virus (Potato virus Y, PVY) szisztemikus felhalmozédasat (Gaguancela et al., 2016). Egy
alternativ-oxidazt és egy katalazt kodolé gén (NtAOXI-2 és NtCatl) expresszidja a HR
(TMV fertdzés) soran szintén sokkal nagyobb mértékben ndétt, mint az ER (PVX fertdzés)
esetén. Az alternativ oxiddzok a mitokondriumokban és kloroplasztiszokban csokkentik a
ROS felhalmozddasat abiotikus stressz és korokozd fert6zés esetén egyardnt, €s részt
vesznek a virusokkal (pl. TMV) szembeni lokdlis és szisztemikus rezisztencia
kialakitasaban (Kirdly et al., 2008; Hanquing et al., 2010; Zhu et al., 2015). Az NtCatl gén
a H,O,-lebont6 kataldz enzimet termeli, tobbek kozott a TMV dltal kivéltott HR-tipust
sejt/szovethaldl kialakuldsaval parhuzamosan (Dorey et al., 1998; Yi et al., 2003; Kiinstler
et al., 2007a). Eredményeink szerint, a NbBI-I-hez hasonléan, ennek a két ROS-
szabdlyoz6 génnek (NtAOXI-2 és NtCatl) a korai, tranziens indukcidja jelzi az extrém
rezisztencia kialakuldsidt, mig a PVX gatlas kezdetétdl (a fert6zés 6. Ordja utdn) a
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génexpresszid fokozatosan csokken, ami a korai ROS (szuperoxid) felhalmozddédsnak az
ER-ben jatszott szerepére utal (1d. Eredmények; Kiraly et al., 2021).

A TMV-vel szembeni HR tipusu, és a PVX-szel szembeni tiinetmentes (extrém)
rezisztencia sordn egyes novényi antioxiddnsok felhalmozoddasat, ill. aktivitdsat is
figyelemmel kisértik. A HR (TMV fertdz€s) sordn a glutation szintje (kiilonosen a
redukalt glutation /GSH/ esetében) és a glutation mukodésében szerepet jatszo két
antioxiddns hatdsi enzim, a glutation reduktdz (GR) és a glutation-S-transzferaz (GST)
aktivitdsa 4 nappal a TMV fert6zés utdn jelentdsen megndtt, dsszhangban a HR-tipusu
nekrotikus 1ézidk kifejlodésével. Ugyanakkor az ER (PVX fert6z€s) alatt a GSH szint, ill.
GR és GST aktivitdis 1ényegében nem valtozott. Novényi koérokozd fertdzéseknél a
glutationnak két alapvetd szerepe van. Antioxid4ns hatdsa miatt, tobbek kozott a TMV altal
kivaltott HR-tipust rezisztencidndl, gatolja a sejt/szovethaldlt, parhuzamosan a fokoz6dé
GR és GST aktivitassal (Farkas et al., 1960; Fodor et al. 1997; Kiinstler et al., 2019). A
glutation azonban jelatvivoként a betegség rezisztencidban is fontos funkciét tolt be, mivel
az in planta glutation szint mesterséges fokozasa inkompatibilis (pl. HR) és kompatibilis
novény-virus interakciok sordn egyardnt a tiinetek €s a virus titer gatlasdt eredményezi
(Gullner et al., 1999; Zechmann et al., 2007; Holler et al., 2010; Kirdly et al., 2012;
Kiinstler et al., 2019). Annak ellenére, hogy eredményeink szerint a PVX éltal kivaltott
tilnetmentes ER-nél a glutation szint a fert6zés utidn 4 nappal nem ndtt (alacsony maradt),
elképzelhetd, hogy a patogenezis korai szakaszaban a glutation felhalmozddasa hozzdjarul
az ER-hez. Ismert ugyanis, hogy N. benthamiana-ban a glutation bioszintézis génjeinek
(GSH1 és GSH?2) csendesitése, és ezaltal a glutation felhalmozddas gatlasa, fokozza a PVX
€s TMV replikacidéjat, azaz csokkenti a virus rezisztenciat (De et al., 2018; Zhu et al.,
2021).

Eredményeinket — miszerint a novényi védekezés (védekezési gének) korai, gyors
aktivdlasa hozzdjarulhat a PVX-szel szembeni tiinetmentes, extrém rezisztencia
kialakuldsdhoz — tobb més kutatds is megerdsiti. Burgonydban a PVY"'™™ fertézésével
szembeni korai novényi vélaszok transzkriptomikai felmérését végezték el egy extrém
rezisztens (cv. Santé) és egy fogékony (cv. Igor) fajtdban (Baebler et al., 2009). Az ER
soran sokkal tobb védekezési gén expresszidja valtozott meg mar a virusfertézés utan fél
oraval, mig a fogékony cv. Igor hasonlé reakcidkat csak joval késdbb, a fert6zés utan 12
oraval mutatott (Baebler et al., 2009). A szerzdk szerint az ER sordn a fogékony vélaszhoz
képest észlelhetd joval gyorsabb kérokozd felismerés és jelatvitel biztosithatja a
hatékonyabb védekezést, amit tobbek kozott egyes védekezési (PR) gének fokozott
expresszidja, antimikrobidlis vegyiiletek (alkaloidok), hormonok (brasszinoszteroidok), a
lignin és proteindz inhibitorok bioszintézise valamint a poliamin védekezési utak
aktivdlodasa jelez (Baebler et al., 2009, 2020). Ismert az is, hogy az uborka mozaik virus
(Cucumber mosaic virus, CMV) fertozésével szemben extrém rezisztens uborkdban a
fertdzés utdn 18 nappal (a patogenezis igen késdi fazisdban) csak 9 gén mutat expresszid
valtozast, mig a fogékony novényekben ugyanekkor tobb, mint 1600 gén kifejezddése
moédosul, ami arra utal, hogy a CMV-vel szembeni tiinetmentes ER sordn a védekezési
reakcidk a virusfertézés uténi korai idépontokban indukalédnak (Subr et al., 2020).

A fent targyalt kutatdsi eredményekkel Osszhangban sajat kisérleteinkben
kimutattuk, hogy egyes védekezési (PR, sejthalél-gitlo, ill. antioxiddns) gének korai
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indukcidja a PVX fertzésével szembeni extrém rezisztenciat mar a virusfertdzés els6 6
ordjan beliil — az ER kialakulésa eldtt — megbizhatdan jelzi.

A HR-rel (sejt/szovethalal) jaro, ill. tilnetmentes (extrém) novényi virus rezisztencia —
a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) szerepe a rezisztencia, ill. sejthalal
kialakitasaban

A ROS gatlasa és a ROS-felhalmozédas idozitése — hatas a dohany mozaik virus
(Tobacco mosaic virus, TMV) altal kivaltott HR-t alkoté sejt/szovethalalra és
rezisztenciara

Az N gén éltal meghatarozott, HR-tipusi TMV-rezisztencia magas homérsékleten
(28 °C felett) sériil: nem alakul ki HR-tipust nekrézis és a gazdanovény a virusfertdzésre
fogékony lesz (Samuel, 1931). Eredményeink szerint a HR-tipusi TMV-rezisztencia 30
°C-on torténd visszaszoruldsanak egyik kivalt6 oka a ROS — elsdsorban a szuperoxid
(0,7) — felhalmozddas, valamint a szuperoxid termelésben meghatdaroz6 NADPH-oxidéz
enzimaktivitds, 1ill. génexpresszi6 (NtRBOHD) jelentds mértéki csokkenése.
Dohanylevelekben a ROS (O, és H,0,) szinteket mérve azt tapasztaltuk, hogy 30 °C-on a
szuperoxid-felhalmozodas jelentds mértékben, kb. a felére, esett vissza (a 20 °C-on tartott
novényekhez képest), mind a TMV-inokuldlt, mind a kontroll (,,mock™) inokulalt
mintdkban. Ugyanakkor a H,O, szintje nem véltozott jelentésen. A ROS — elsdsorban a
szuperoxid — meghatarozé szerepére a TMV dltal kivaltott HR-ben (sejt/szovethaldl és
rezisztencia) tobbek kozott azok a kutatdsok is utalnak, amelyek szerint a nodvényi
védekezé€s korai szakaszdban az antioxiddns enzimaktivitds, ill. génexpresszié dtmenetileg
visszaszorul (Fodor et al., 1997; Dorey et al., 1998; Mittler et al., 1998; Yi et al., 1999;
Kiinstler et al., 2007a).

A dohanylevelek szuperoxid-szintjének 30 °C-on észlelt jelentds visszaesését tobb
olyan élettani hatds is okozhatja, amely magas hémérsékleten fokozottan érvényesiilhet. A
szuperoxid (O,") egy meglehetésen instabil kémiai csoport, amely rovid életideji (felezési
ideje kb. 1-4 us) és terjedése is korlatozott (30 nm) (Mittler, 2017; Podr, 2020), de ennek
ellenére tobb molekuldval is reagdlhat in vivo (Halliwell, 2006). A szuperoxidbdl és
nitrogén-monoxidbdl (NO") peroxinitrit (ONOQ") keletkezik, amirdl kimutattdk, hogy nem
jarul hozza a baktériumos fertozés 4dltal kivaltott HR-tipusi novényi sejthaldlhoz
(Delledonne et al., 2001) — ez lehet az egyik lehetséges magyardzata annak, hogy magas
homérsékleten a TMV nem képes HR-tipusi nekrotikus 1ézidkat okozni még egy
genetikailag rezisztens gazdanovényen sem. Nem kizdrhaté az sem, hogy magas
hémérsékleten (30 °C-on) a szuperoxid spontan és/vagy SOD dltal katalizalt 4talakuldsa
(dizmutécidja) hidrogén-peroxiddad szintén hozzdjarul a szuperoxid szint visszaeséséhez,
bar eredményeink szerint 30 °C-on a kontroll-, ill. TMV-inokulalt dohdnylevelekben — a
H,0, mennyiségéhez hasonléan — a SOD enzimaktivitds és génexpresszié nem véltozott
szignifikdnsan a 20 °C-on tartott ndvényekhez képest (Kirdly et al., 2008).
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A magas homérséklet tovdbbi hatdsa lehet még a kérokozoé felismerésben/rezisztencidban
is szerepet jatsz0, a ROS (szuperoxid) termeléséért felelos novényi enzimek — tobbek
kozott a NADPH-oxidazok — aktivitasanak csokkenése (Lamb és Dixon, 1997; Torres és
Dangl, 2005; Hu et al., 2020). Eredményeink szerint a 30 °C-on tartott (HR-tipusu
rezisztenciat nem mutatd) dohdnyban a NADPH-oxiddz enzimaktivitds és egy kérokozo
rezisztencidban szerepet jatsz6 NADPH-oxiddz gén (NtRBOHD) expresszidja jelentOsen
kisebb volt, mint a normal hémérsékleten (20 °C) tartott névényekben, mind a TMV-
fertozott, mind a kontroll inokulalt (,,mock”) mintdkban. Az NtRBOHD altal kédolt
enzimfehérjének a rezisztencidban jatszott funkcidjara elsdként azok a kisérletek mutattak
rd, amelyek szerint korokozo elicitorral (kriptogein) kezelt novényekben az NtRBOHD
részt vesz a ROS (szuperoxid) termelésben (Simon-Plas et al., 2002). Feltételezhetd, hogy
sajat kisérleteinkben a TMV-fertozott dohdnyban 30 °C-on megfigyelt, virus
fogékonysdggal egyiitt jaré kisebb szuperoxid szint oka (legaldbb részben) a csokkent
mértékii NADPH-oxiddz enzimaktivitds és NtRBOHD génexpresszio. Egy NADPH-
oxidazt szabdlyozd fehérjének (Racl) a hibas (mutdns) formdjat tdltermeld, TMV-
rezisztens (NN genotipust) dohdnyban a HR késve jelenik meg, a lokdlis nekrotikus 1€zidk
kisebbek és lényegesen kevesebb ROS (szuperoxid és hidrogén-peroxid) termelddik
(Moeder et al., 2005), ami arra utal, hogy a NADPH-oxid4z aktivitds gatldsa valoban oka
lehet a virus rezisztencia csokkenésének. Ezt tdmasztjak ald azok az Ujabb kisérletek,
melyek szerint burgonyaban az StRBOHD gén csendesitésének hatdsara a burgonya Y
virussal (Potato virus Y, PVY) szembeni rezisztencia sériil — a nagyobb szamu HR-1€zi6
megjelenése egyiitt jar a virus fokozott terjedésével €s replikacijaval (Lukan et al., 2020).
A TMV-vel fertézott, sériilt rezisztencidji dohdnyban dltalunk 30 °C-on észlelt, jelentdsen
gitolt NADPH-oxiddz aktivitisnak egyik oka lehet tobbek kozott a kalcium (Ca®)
felhalmoz6dds hianya, amely egyik eldfeltétele a NADPH-oxiddzok hatékony ROS
(szuperoxid) termelésének (Marcec és Tanaka, 2022). Az RBOHD NADPH-oxidédz
enzimfehérje aktivitdsit a betegség rezisztencia kialakitdsa sordn a kalcium részben
kozvetleniil, részben pedig kozvetetten szabdlyozhatja, Ca**-fiiggé kinizok (a NADPH-
oxidaz foszforildlasa) révén (Dubiella et al., 2013; Kadota et al., 2015). Elképzelhetd, hogy
TMV-fert6zott dohdnyban az NtRBOHD-tol fiiggdé NADPH-oxiddz aktivitds sériilését
részben a Ca®*-fiiggd kindz miikodés hidnya vagy akdr az RBOHD-t negativan reguldl6
receptor-kindz (PBL13) tdltermelddése okozza (Lee et al., 2020).

Eredményeink szerint a HR-tipusi TMV-rezisztencia magas homérsékleten (30 °C)
torténd visszaszoruldsanak egyik oka a ROS — els@sorban a szuperoxid, és a H,O, —
felhalmozdédasanak csokkenése lehet. Ugyanakkor, bar a TMV-inokulalt dohdnylevelekben
HR-tipust nekrdzist tudtunk eléidézni még 30 °C-on is, ha a leveleket a virus inokulécié
utan 3 nappal szuperoxid (0,) és HyO,-képzd dgensekkel (riboflavin / metionin, gliik6z /
gliik6z-oxidaz, H,0,) kezeltiik, a virusrezisztencia igy sem alakult ki: a 30 °C-on tartott
novényekben a TMV titer egyformdn magas volt, fiiggetleniil a HR-nekr6zis meglététol
vagy hidnyatél. Mindez megerdsiti, hogy a novényi virusfertdzésekkel szembeni HR soran
a rezisztencia és a sejt/szovethaldl sok esetben egymdstdl fiiggetlen genetikai és é€lettani
folyamatok eredménye (Bendahmane et al., 1999; Cole et al., 2001; Kiinstler et al., 2016;
Balint-Kurti et al., 2019; Dalio et al., 2021), és arra utal, hogy az N rezisztenciagént
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hordoz6 dohdnyban a TMV titer inkdbb a homérséklettdl €s nem a HR-tipusu nekrotikus
tiinetektdl fligg.

Eredményeink azonban rdmutatnak arra is, hogy dohdnyban a TMV-vel szembeni
gyors és hatékony (tiinetmentes) rezisztencia kialakitdsaban meghatirozé szerepet jatszik a
ROS felhalmozédds megfelelé — korai — idOzitése. Hatékony, tiinetmentes rezisztenciat
tudtunk indukdlni genetikailag fogékony (nn genotipusi) dohdnyban, ha a ROS
(szuperoxid, ill. H,O,) felhalmozddas eldidézése a virusfert6zés utani korai idépontokban
(2 ordval) tortént, mig a fertdz€s utdni késobbi idépontokban (3 nappal) adott ROS-
kezeléseknél a HR-tipusi nekrotikus 1€zidk megjelenése nem jar egyiitt a
virusrezisztencidval (1d. fentebb). Kordbbi kutatdsokbdl ismert, hogy lisztharmatra (B.
graminis f. sp. hordei A6) fogékony arpdban (Mlo genotipus) rezisztencia indukalhat6, ha
a novényeket 50 mM H,O,-dal vagy ROS-képzd agensekkel kezelik (Hafez és Kirdly,
2003). Tiinetmentes rezisztencia alakult ki, ha a ROS-kezelés az inokulacié utan koran (1
nappal) tortént, de HR-tipusa lokalis 1ézidk (sejt/szovethaldl) jelentek meg, ha a ROS-
kezelés az inokulacié utdn késobb (3 nappal) lett idézitve. Hasonl6 jelenséget (tiinetmentes
rezisztencia indukéldsa korai ROS-kezelésre, és HR megjelenése késobbi ROS-kezelésre)
tapasztaltak egyéb gomba- ¢és baktérium koérokozokkal fertdzott arpaban és mads
novényekben is (El-Zahaby et al., 2004). A fertdzott névény jol iddzitett (korai) ROS
termelésének szerepe a hatékony (gyors és lehetdleg tiinetmentes) rezisztencia
kialakitdsdban virusfertézések esetében is valdszinlisithetd. Ismert, hogy a ROS,
elsésorban a szuperoxid és a beldle képzddé H,O,, viszonylag korai felhalmozdddsa (az
inokuldci6 utdn 6-10 O6rdval) kiséri dohdanyban a TMV-vel szembeni HR-tipusu
rezisztenciat (Doke és Ohashi, 1988; Rossetti és Bonatti, 2001) és szdjdban a szdja mozaik
virussal (Soybean mosaic virus, SMV) szembeni tiinetmentes, extrém rezisztenciat is (Rui
et al., 2017). A ROS felhalmozddasnak a virus replikdcié gatlasaban jatszott édltalanos
szerepére mutat rd, hogy uborka mozaik virussal (Cucumber mosaic virus, CMV)
szisztemikusan fert6zott dohdnyban a mozaikos levelek virusmentes, tn. zold szigeteiben
sokkal nagyobb mennyiségli szuperoxid akkumuldlédik, mint a szomszédos sdrga
levélszektorokban, amelyek a CMV-re fogékonyak (Shang et al., 2010).
Osszefoglalva, kisérleti eredményeink szerint a virusfertézott ndvényben 1/ a megfelelden
idozitett, korai (a fert6zés utdn par 6rdval) ROS-felhalmozddas sziikséges a tiinetmentes
rezisztencia kialakitasahoz, 2/ a késon idozitett ROS-felhalmozddas hatasara kialakulé HR-
tipusu, lokélis nekrotikus tiinetek nem feltétleniil jelzik a virus rezisztencia meglétét, mivel
onmagukban nem elégségesek a rezisztencia kialakitdsahoz.

A ROS-felhalmozédas szerepe a burgonya X virus (Potato virus X, PVX) altal
kivaltott tiinetmentes, extrém rezisztenciaban (ER)

Kimutattuk, hogy dohanyban (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1) a novényi virus
rezisztencidban meghatdroz6 szerepet jatsz6 ROS, a szuperoxid (O,”) NADPH-oxidaz
aktivitdshoz kothetd korai felhalmozdédasa (1-6 6rdn beliil) megeldzi a burgonya X virussal
(Potato virus X, PVX) szembeni tiinetmentes, extrém rezisztencidt (ER), amely csak a
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fertdz€s utani 6. oratol alakul ki. Ezek szerint a PVX éltal kivaltott ER sordn a szuperoxid
felhalmozddas lehet a virusgatlas egyik kivalto oka.

A ROS, elsésorban a szuperoxid, szerepe a makroszkopikus tiinetekkel jard
novényi virus rezisztencidban évtizedek ota ismert. Az NN genotipusd, TMV-rezisztens
dohdnyban az inokuldlt levelek védekezési reakciéi nemcsak a HR-tipusu lokalis
nekrotikus 1éziok megjelenésében nyilvanulnak meg, hanem tobbek kozott a NADPH-
oxidaz aktivitastol fliggd szuperoxid felhalmozddasban is, ami a NADPH-oxid4zok éaltal
generdlt szuperoxidnak a HR-tipusu virus rezisztenciaban jdtszott szerepére utal (Doke és
Ohashi, 1988). Ha ugyanez a dohdny genotipus (NN, amely az N rezisztencia gént
hordozza) tiltermeli egy NADPH-oxidazt szabédlyoz6 rizs fehérje hibas forméajat (DN-
OsRacl), akkor a HR-rel egyiitt jar6 ROS termelés (szuperoxid és H,0,) jelentdsen
visszaszorul és a TMV-vel fertdzott novényekben a HR késve jelenik meg, ill. a HR-1ézi6k
a szokdsosndl kisebbek lesznek (Moeder et al., 2005). Valdszintisithetd, hogy ezekben a
ROS-hidnyos novényekben a TMV rezisztencia (azaz virusgatlds) is visszaszorul, ami arra
utalhat, hogy a NADPH-oxidadzok 4ltal irdnyitott szuperoxid felhalmozddas szabalyozasa a
virus rezisztencia egyik fontos komponense. Ezt tdmasztja ald az a sajat eredményiink,
amely szerint NN genotipust dohdnyban a HR-tipusi TMV-rezisztencia 30 °C-on torténd
visszaszoruldsa egyiitt jar a ROS (els6sorban a szuperoxid) felhalmozédds, valamint a
szuperoxid termelésben meghataroz6 NADPH-oxiddz enzimaktivitds, ill. génexpresszid
(NtRBOHD) jelentds mértékii csokkenésével (1d. eléz6 fejezet; Kirdly et al., 2008). Ujabb
eredmények szerint burgonydban a PVY-al szembeni, Ny-/ gén éltal irdnyitott, HR-tipusu
rezisztenciandl az StRBOHD gén csendesitése a virus fokozott replikéacidjat és terjedését
eredményezi (Lukan et al., 2020). Erdekes, hogy az StRBOHD expresszi6 kifejezetten a
PVY-fertézés altal kivaltott HR-tipusi nekrotikus 1€zidk hatdrzondjdban indukélédik,
amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a ROS (szuperoxid) felhalmoz6dds a virus
rezisztenciat a sejthaldltdl fiiggetleniil vélthatja ki (Lukan et al., 2020; 2023). Ennek
megfelelden a szuperoxidnak a novényi virus rezisztencidban (virus gétldsban) jatszott
kozvetlen szerepére mutat r4 Shang et al. (2010) eredménye: uborka mozaik virusra
(CMYV) fogékony dohanyban a szisztemikusan fert6zott, mozaikos levelek virusmentes, tn.
z0ld szigeteiben sokkal nagyobb mennyiségli szuperoxid detektdlhatd, mint a CMV-t
tartalmazé szomszédos sarga levélszektorokban.

A fenti eredmények rdmutatnak arra, hogy a HR-tipusd sejt/szévethaldl nem
minden esetben sziikséges a ROS (szuperoxid) éltal irdnyitott, virusfertézések altal
kivéltott novényi védekezéshez (rezisztencidhoz). Ezek szerint a ROS felhalmozddas a
makroszkopikusan tiinetmentes (HR nélkiili) extrém virus rezisztencidban (ER) is szerepet
jatszhat, ahogy azt els6ként Bendahmane és munkatdrsai (1999) feltételezték. Azota
ismertté vélt, hogy a szdja mozaik virus (SMV) SCI15 torzsével szembeni, a szdja Rscl5
16kusza éltal meghatarozott ER-t a szuperoxidbdl is keletkez6 H,O, korai felhalmozddésa
(a fertézés utani 6-12 6ra kozott) kiséri (Rui et al., 2017). Egy paradicsom vonalnak
(‘VENT’) a paradicsom tarkuldsos mozaik virusra (Tomato mottle mosaic virus) adott
extrém rezisztencidjdhoz ugyanakkor a novények eleve nagy poliamin tartalma is
hozzajarulhat (Nagai et al., 2020) feltehetden gy, ahogy azt pl. a TMV altal okozott HR-
tipusu rezisztencianal mar korabban kimutattak: a poliamin felhalmozddés poliamin-oxiddz
aktivitas révén intenziv H,O, termelést valt ki (Yoda et al., 2003). A ROS, els6sorban a
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szuperoxid és H,O,, szerepet jatszhat a potexvirusokkal szembeni rezisztencia valaszokban
(Mathioudakis et al., 2013), de kifejezetten az Rx/ gén éltal irdnyitott, PVX-fertdzésre
kialakul6 extrém rezisztencidban is. Ezt valdsziniisiti, hogy egy kukoricabdl szdrmazdé
NADPH-oxiddz szabdlyoz6 fehérje (ZmRopl) tiltermeltetése PVX-re fogékony N.
benthamiana-ban sikeresen gétolta a virusfertézést (Cao et al., 2012). Egy tjabb kutatas
szerint dohdnyban az Rx/ gén aktivédldsa a PVX effektor (virus kopenyfehérje) tranziens
kifejeztetésével a H,O, 1-2 6ran beliili markédns felhalmozdédaséhoz vezetett (Knip et al.,
2019). Mindez egybevag sajat eredményeinkkel, amely szerint az Rx/ gént hordozd
dohanyban a PVX fertdzés 4ltal kivaltott tényleges (bona fide) extrém rezisztencia sordn a
szuperoxid az inokuldlt levelekben a fert6zés kezdete utdn mar 1 6rdaval felhalmozddik,
parhuzamosan a NADPH-oxidéz aktivitds fokozédédsaval.

Eredményeink ramutatnak arra, hogy a ROS (pl. a szuperoxid és a hidroxilgyok
/OHY/) ténylegesen hozzdjarulnak a PVX-szel szembeni tiinetmentes extrém
rezisztencidhoz. A PVX-szel fert6zott Rx1 dohdnyban az in planta ROS (szuperoxid)
szintet antioxiddns (SOD és CAT) kezelésekkel csokkentettiik, ill. az in planta ROS (OH’)
termelést a ferritin tdltermelésével (ferritin tiltermeld és Rx1 dohdny keresztezésével)
gitolni tudtuk. Mindkét kisérleti megkozelités a PVX-szel szembeni estrém rezisztencia
részleges gatlasdhoz és HR-tipusu lokalis nekrotikus tiinetek megjelenéséhez vezetett.
Ezeket az eredményeinket megerdsitik azok a sajat kutatdsaink is, amelyek szerint drpdban
az arpa lisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. tritici) szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencia SOD és CAT kezelésekkel részlegesen visszaszorithaté és mindez egyiitt jar a
szuperoxid szint jelentds csokkenésével és a HR-tipust lokalis tiinetek kialakuldsaval (1d.
Eremények; Kiinstler et al., 2018). A ferritin tdltermelés szerepe az extrém PVX
rezisztencia visszaszoritdsdban feltehetden azzal magyardzhatd, hogy ez a novényi fehérje
megkotni és raktirozni képes a OH-t general6 intercelluldris vasat (Fe**). Ez a folyamat
OH' hidnyt eredményez, ami hozzdjarul a novényi sejtek oxidativ stresszel szembeni
védelméhez (Dedk et al., 1999; Van Wuytswinkel et al., 1999; Ravet et al., 2009; Zang et
al., 2017). Ugy tiinik, hogy PVX fertézés soran a megfelelé ndvényi OH' koncentraci6
hidnya a virus replikaciot is fokozza, ami a fert6zés utdn 1-2 napon beliil az extrém virus
rezisztencia (ER) dtmeneti (tranziens) visszaesését és a HR megjelenését eredményezi. Egy
ER-t mutat6, de kalléz-hidnyos burgonyafajtdban (cv. Santé) a PVY titer hasonlé atmeneti
emelkedést mutatott, de a fert6zés utan késébbi idopontban (7 nappal) é€s makroszkopikus
HR-tiinetek nélkiil (Dobnik et al., 2013; Baebler et al., 2020), ami arra utal, hogy az ER
gatlasdnak dinamikdja (sebessége) befolydsolhatja a HR kialakul4sat.

A ROS (szuperoxid) felhalmozdéddsnak a PVX-szel szembeni, Rx/ gén 4ltal
meghatdrozott extrém rezisztencidban jatszott tényleges szerepére utal az az eredményiink
is, hogy a PVX-fertézott, fogékony dohédny kezelése (az inokuldcid utdn 2 draval) egy
szuperoxid-generdlé kémiai dgenssel (riboflavin/metionin) HR-szerii tiineteket és a virus
titer csokkenését okozza. Ugy tiinik, hogy a PVX-re fogékony dohdnyban a nagy
mennyiségll in planta szuperoxid (ROS) nem képes tiinetmentes, extrém rezisztenciit
indukdlni, de a virus replikdci6jat részlegesen gatolja, ami az ER-nél kevésbé hatékony
HR-tipust rezisztencidhoz (lokdlis sejt/szovethaléllal kisért patogén gatlas) vezet (1d.
Bendahmane et al., 1999). Korabbi kutatdsok szerint virusfert6zott novényekben a korai
ROS felhalmozdédds altalaban a gyorsan kialakuld, tiinetmentes rezisztencia egyik
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kisérdjelensége. A szdja mozaik virussal (SMV) szembeni ER a H,O, korai
felhalmozdddasaval jar egyiitt, a fert6zé€s utdn mar 6-12 ordval (Rui et al., 2017). Sajat
kutatdsaink szerint tiinetmentes rezisztencia indukdlhaté TMV-re fogékony dohdnyban, ha
kiils6 kezelésekkel ROS (szuperoxid, ill. H,O,) felhalmozodéasat idézziikk elé a
virusfertdz€s utani korai idopontban (2 éraval), mig a fert6zés utan jéval késobb (3 nappal)
adott ROS-kezeléseknél a HR-tipusu nekrotikus 1€ziok megjelenése nem eredményez virus
rezisztenciat (Id. Eredmények; Kirdly et al., 2008; Bacsé et al., 2011). Kisérleteink sordn
kimutattuk, hogy dohdnyban a PVX elleni ER-t a NADPH-oxidadz aktivitassal Osszefiiggd
korai ROS (szuperoxid) felhalmozddas mér a fert6zés utani 1-6. oraban eldrejelzi, mig
ismert, hogy a TMV-altal kivaltott HR-rezisztencidnal a szuperoxid csak a fertdzés utan
késobb (6-10 oraval) akkumulalédik (Rossetti and Bonatti 2001). Ezek szerint a
tinetmentes (pl. extrém) virus rezisztencia egy gyorsan kialakuld, hatékony novényi
védekezési valasz, mig a rezisztencia lassabb, késobbi aktivdldsa HR-t eredményezhet. Ezt
bizonyitja, hogy a PVX kopenyfehérjéjének (a virus effektordnak) tiltermelése az Rx/
rezisztencia gént hordoz6 dohdnyban HR-tipust sejt/szovethalalt valt ki, tehat az Rx/ gén
altal meghatdrozott extrém rezisztencia (ER) olyan gyors (a virus olyan hamar géatlédik),
hogy nincs id6 a HR kivéltasdra (Bendahmane et al., 1999). A tiinetmentes ER-nek a HR-
rel szembeni korabbi, gyorsabb aktivaldsaval dsszhangban az ER genetikailag episztatikus
a HR-rel szemben, amit tobb ndvény-virus kapcsolatban is kimutattak (pl. PVX-dohény és
PVY-burgonya) (Bendahmane et al., 1999; Valkonen et al., 1994; Szajko et al., 2018).
Mindezt aldtdmasztja, hogy egyes HR-rezisztenciat kivaltd R gének (pl. Arabidopsis-ban a
HRT vagy uborkdban az RCYI) tiltermelése tiinetmentes ER-t eredményez a tarlérépa
gondorodés virus (Turnip crinkle virus, TCV), ill. uborka mozaik virus Cucumber mosaic
virus, CMV) fertézésével szemben (Cooley et al., 2000; Sekine et al., 2008).

Osszefoglalva, eredményeink bizonyitjsdk a ROS (szuperoxid és OH’) korai
felhalmozdédasdnak tényleges szerepét a PVX replikdcidjdnak gatldsaban a tiinetmentes,
extrém rezisztencia sordn és megerdsitik azokat a kordbb eredményeket, amelyek szerint a
virusfertdzések 4ltal kivaltott, sejt/szdvethaldllal jaré6 HR — a tiinetmentes ER-hez képest —
egy lassabban kialakuld, késobb aktivalédo rezisztencia valasz.

Tiinetmentes nemgazda rezisztencia biotrof gombakorokozokkal (pl. lisztharmat)
szemben — a szuperoxid (0, ") korai felhalmozédasanak szerepe

A szuperoxid (0,7) felhalmozédéds dinamikdjdt hasonlitottuk Ossze biotrof és
hemibiotréf kérokozokkal fertézott novényekben, alapvetden haromféle tipusi novény-
koérokozé kapcsolatban, amelyek 1/ fogékonysaggal, 2/ tiinetmentes (in. I. tipusi)
nemgazda rezisztencidval vagy 3/ sejt/szovethaléllal (lokélis nekrotikus 1ézidk) kisért, HR-
tipusu gazda rezisztencidval jarnak. Az inokuldlt levelekben a szuperoxid felhalmozddésa a
tiinetmentes nemgazda rezisztencia soran mindig hamarabb jelentkezett, mint a HR-tipusu
gazda rezisztencidndl, mig a fogékony novény-kérokozé kapcsolatokban a vizsgilt,
viszonylag korai idopontokban (fert6zés utdn 2-4 nap) sosem detektaltunk jelentdsebb
szuperoxid felhalmozddast. Eredményeink arra utalnak, hogy a szuperoxid korai
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felhalmozddasa dont6 tényezd lehet a tiinetmentes nemgazda rezisztencia kialakitasédban, a
lassabban kifejlodé HR-tipusi gazda rezisztencidval szemben. Mindezt azok a kordbbi
kutatdsok is aldtdmasztjak, amelyek szerint egy adott novényfaj altal mutatott nemgazda-
vagy gazda rezisztencia tobb esetében is (Id. a 3. tdblazatban szerepldé novény-kérokozd
kapcsolatokat) a kérokozé gatlasanak idoézitése jol korreldl az dltalunk detektalt szuperoxid
felhalmozddassal (Niks, 1983; Hiickelhoven et al., 1999; Vleeshouwers et al., 2000; Neu et
al., 2003; Trujillo et al., 2004a; Bolton et al., 2008; Hoffmann et al., 2008). Ugyanakkor a
Puccinia hordei altal buzaban kivaltott tiinetmentes nemgazda rezisztencidnal a korokozé
gatlas és a szuperoxid felhalmoz6dds kozotti korrelacié kevésbé szorosnak tlinik, mivel a
rezisztencia az inokul4cié utdn mér 2 napon beliil kialakul (Niks, 1983), mig a szuperoxid
akkumuldciéjat csak 3 napon beliil észleltiik. Elképzelhetd, hogy ebben a nemgazda-
korokozé kapcsolatban a szuperoxid termelés egy madsodlagos hatds; viszont az sem
kizarhaté, hogy Kkisérleteinkben haszndlt buzafajta (cv. MV-Emma) nemgazda
rezisztencidja a szokdsosndl lassabban, de a szuperoxid felhalmozddédssal Osszhangban
alakul ki.

A szuperoxid az elsé olyan ROS, amelynek bizonyitottdk a virus- baktérium- és
oomicéta korokozokkal szembeni HR-tipusi gazda rezisztencidban betoltott szerepét
(Doke, 1983a, b; Doke és Ohashi, 1988; Adéam et al., 1989). Ismert tovabbd, hogy biotréf
vagy hemibiotréf koérokozokkal (lisztharmatok, rozsddk, baktériumok) szemben
tiinetmentes gazdarezisztencia indukdlhat6 viszonylag koran (a fert6zés 1-3. napjan), ha a
novényeket ROS-képzd dgensekkel kezelik, mig a ROS-kezelések késobbi alkalmazasa
HR-tipusd gazdarezisztenciat eredményez (Hafez és Kirdly, 2003; El-Zahaby et al., 2004).
Sajat kutatdsaink szerint tiinetmentes gazda rezisztencia valthaté ki dohany mozaik virussal
(TMV) szemben, ha a fogékony dohdnynovényeket szuperoxid-generdld
riboflavin/metionin oldattal kezeljiik a virus inokulacié utani korai idopontban (2 6raval)
(I1d. Eredmények; Bacsé et al., 2011). Ugyanakkor bizonyitottuk a szuperoxid korai
felhalmozdddsanak tényleges szerepét a burgonya X virussal (PVX) szembeni tiinetmentes
(extrém) gazda rezisztencidban (Id. Eredmények; Kirdly et al., 2021). A szuperoxidnak a
novények tiinetmentes gazda rezisztencidjaban jatszott kozvetlen szerepére mutat rd Shang
et al. (2010) eredménye is: uborka mozaik virusra (CMV) fogékony dohdnyban a
szisztemikusan fert6zott, mozaikos levelek virusmentes, in. zold szigeteiben a virus hidnya
nagy mennyiségli szuperoxid felhalmozddassal jar egyiitt. Ezzel Osszhangban sikeriilt
kimutatnunk, hogy a cseresznyepaprika (Capsicum annuum var. cerasiforme)
lisztharmattal (Leveillula taurica) szembeni, tiinetmentes, oltdssal atvihetd gazda
rezisztencidja a szuperoxid konstitutiv termelésével jar egyiitt, mar a fertdzetlen
novényekben is (Id. Eredmények; Albert et al., 2017). A fent emlitett adatok, ill. sajit
eredményeink (a tiinetmentes nemgazda rezisztenciat korai szuperoxid felhalmozddés
kiséri) arra utalnak, hogy a szuperoxid a gyors, hatékony és tiinetmentes rezisztencia
indukdldsdban meghatdroz6 szerepet jatszik, feltehetden a korokozok gatldsa/elolése
és/vagy a védekezési jelatvitelben val6 részvétel altal.

Eredményeink szerint az arpaban a buzalisztharmattal (B. graminis f. sp. tritici,
Bgt) szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencia sordn detektdlt korai szuperoxid
felhalmozdédas (a fertézés 1. napjan, 1 DAI) az inokulalt levelek mezofill sejteinek
kloroplasztiszaiban lokalizdlodik, mig ugyanebben az idopontban az arpalisztharmattal (B.
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graminis f. sp. hordei, Bgh) szembeni HR-tipusi gazda rezisztencidndl nem észleltiink
szuperoxid felhalmozédast a mezofill kloroplasztiszokban. Erdekes, hogy az 4rpa Bgh-val
szembeni tiinetmentes gazda rezisztencidja szintén hasonléan korreldl a fert6zési helyekhez
kozeli mezofill kloroplasztiszokban megfigyelhetd korai (1 DAI) szuperoxid
akkumulaciéval (Hiickelhoven és Kogel, 1998). Bar nem zarhaté ki, hogy ez a
kloroplasztiszokhoz kéthetd szuperoxid termelés antimikrobidlis hatasu, az is elképzelhetd,
hogy egy viszonylag korai, ROS (szuperoxid) éltal kivaltott, kloroplasztiszokhoz kothetd
jelatvitel az arpa lisztharmat-fertdzésekkel szembeni tiinetmentes rezisztencidjanak egyik
fo jellemzdje. A kloroplasztiszokban megfigyelhetdé ROS felhalmoz6dasnak a kérokozo
fertdzésekkel szembeni korai rezisztencia vdlaszokban jatszott meghatdrozd szerepére
mutatnak rd GroBkinsky és munkatarsai (2012) eredményei: ezek szerint a baktérium-
fertdz€és 4ltal kivéltott gazda rezisztenciandl a kloroplasztiszokban 1is detektdlhat6
szuperoxid és H,O, felhalmozédds mar a HR-tiinetek kialakuldsa el6tt jelentkezik és az
antioxiddns kapacitds megemelkedésével jar egyiitt. Zabala et al. (2015) szerint a
baktérium-fert6zés (Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000) altal kivaltott tiinetmentes
nemgazda rezisztencidndl a kloroplasztiszok ROS felhalmozddédsa a fertdzés utdn igen
kordn, mér 5-6 Ordval észlelhet6. Ugyanakkor ismert, hogy fogékonysdg esetén a
baktérium- és virus korokozok kloroplasztiszokba juttatott effektorai gatoljdk a
fotoszintetikus elektron transzportot, ami a fertézésnek ebben a korai szakaszdban
csokkend ROS termeléshez vezet (Id. pl. Abbink et al., 2002; Manfre et al., 2011;
Balasubramaniam et al., 2014; Kong et al. 2014; Bobik és Burch-Smith, 2015; Kuzniak és
Kopczewski, 2020). A rezisztenciat kivalté novény-korokozé kapcsolatokban viszont a
kloroplasztiszokban kialakulé ROS (szuperoxid és H,O,) szignédl a szuperoxid-termeld,
sejtmembranhoz kotott NADPH-oxiddzok aktivdlasaval az apoplasztba, onnan pedig a
szomszédos sejtekbe is eljuthat, hozzdjarulva igy a sejthaldllal jar6- vagy tiinetmentes
rezisztencia kialakuldsdhoz (Id. pl. Zurbriggen et al., 2010). Erdekes, hogy a lisztharmattal
(Bgt, ill. Bgh) szemben tiinetmentes nemgazda rezisztencidt mutaté drpdban €s buzaban a
szuperoxid felhalmozddésa a kérokoz6 tdmadasi helyétdl tavolabb levd néhany epidermisz
sejt plazmamembranjaban/sejtfaldban is detektdlhatd, ami a szuperoxidnak a
makroszkopikusan tiinetmentes (I. tipusi) nemgazda rezisztenciat kivaltd jelatvitelben
jatszott szerepére utal (Trujillo et al., 2004a). Elképzelhetd, hogy a Bgt-vel szemben
nemgazda rezisztens drpdban a mezofill kloroplasztiszokban altalunk detektalt erdteljes
szuperoxid felhalmozddas felelds a Trujillo €s munkatarsai (2004a) éltal leirt, epidermisz-
eredetll, gyengébb jelek felerdsitéséért, ill. tovabbitasaért.

Kisérleteink alapjdan a NADPH-oxiddz enzimaktivitds valtozdsa az 1d0
fiiggvényében jol koveti a szuperoxid korai vs. késdi felhalmozdédasat a Bgt-vel szemben
tiinetmentes nemgazda rezisztencidt, ill. a Bgh-val szemben HR-tipusi gazda rezisztenciét
mutaté arpa novényekben. Mindez arra utal, hogy az emlitett rezisztenciavalaszok soran
keletkezd szuperoxid jelentds része a NADPH-oxiddzok katalizisével jon létre. A
(hemi)biotréf koérokozok elleni sikeres védekezés sordn elsésorban ezek a novényi
sejtmembranhoz kotott enzimek (NADPH-oxiddzok) felelések a szuperoxid termeléséért
(1d. pl. Doke és Ohashi, 1988; Levine et al., 1994; Berrocal-Lobo et al., 2010; Proels et al.,
2010; Pereira Torres et al., 2017; Xiao et al., 2017; Lee et al., 2020; Pruitt et al., 2021;
Marcec és Tanaka, 2022). Sajat kutatdsainkban igazoltuk, hogy dohdnyban a szuperoxid
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NADPH-oxidéaz aktivitishoz kothetd korai felhalmozéddsa (1-6 6rdn beliil) megeldzi a
burgonya X virussal (PVX) szembeni tiinetmentes, extrém (gazda) rezisztenciat, mig a
dohdny mozaik virussal (TMV) szembeni HR-tipusi gazda rezisztencia visszaszoruldsa
magas homérsékleten (30 °C-on) egyiitt jar a NADPH-oxid4z aktivitds jelentds mértéka
csokkenésével (1d. Eredmények, Kirdly et al., 2008, 2021). A NADPH-oxid4zok nemgazda
rezisztencidban jatszott szerepére utal, hogy N. benthamiana-ban két NADPH-oxidazt
kédolo gén (NbPRBOHA és NDbRBOHB) csendesitése a ROS (szuperoxid és H,O,) szint
visszaeséséhez és a Phytophthora infestans-szal szembeni, HR-rel kisért nemgazda
rezisztencia gyengiiléséhez vezetett (Yoshioka et al., 2003). Hasonl6 eredményeket kaptak
dohdanyban, ahol a Racl fehérje hibds, mutans formdjanak tultermelése tonkretette a
NADPH-oxidaz aktivitds szabdlyozdsat, egyuttal visszaszorult a P. syringae pv.
maculicola ES4326 baktériummal szembeni HR-tipusi nemgazda rezisztencia (Moeder et
al.,, 2005). An et al. (2017) eredményei szerint lidfiiben (A. thaliana) a baktériumos
fertdzésekkel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidt hiszton acetiltranszferazt
kédol6 (in. Elongator) gének is szabdlyozzak részben tgy, hogy egy NADPH-oxiddz gén
(AtRBOHD) expresszidjat és a ROS akkumulaciét fokozzak. Az drpa NADPH-oxidazt
kodolo génjei koziil a betegség rezisztencia kialakitisaban eddig csak a HvRBOHF?2
szerepét igazoltdk, melynek miikodése a Bgh-val szembeni gazda rezisztencidnal a
koérokoz6é behatolds epidermiszben torténd gatldsahoz sziikséges (Proels et al., 2010;
Pereira Torres et al., 2017). Az HvRBOHF?2 expresszidja azonban a Bgt-vel szembeni
tiinetmentes nemgazda rezisztencia, ill. a Bgh-val szembeni HR-tipusd gazda rezisztencia
soran lényegében alig valtozik (nem bemutatott sajat adatok; Hiickelhoven et al., 2001).
Elképzelhetd, hogy 1/ ezekben az esetekben a NADPH-oxidaz aktivitds szabdlyozdsa nem
a transzkripcié szintjén torténik vagy 2/ a lisztharmatokkal szembeni tiinetmentes
nemgazda rezisztencia, ill. HR-tipusi gazda rezisztencia sordn a fokozott NADPH-oxid4z
aktivitasért az arpdban azonositott tovdbbi 5 db HvRBOH gén (Lightfoot et al., 2008)
valamelyike felelds.

Kutatdsaink sordn 4rpdban a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencidra és az azt kisér6, NADPH-oxiddz aktivitishoz kothetd korai szuperoxid
felhalmozddasra specifikus génexpreszids valtozasokat is azonositottunk. A nemgazda
rezisztens levelekben az inokuldcié utdn 24 o6rdval (a szuperoxid felhalmozddassal és
fokozott NADPH-oxidaz aktivitassal egyidében) egy szuperoxid-dizmutazt és egy sejthalal
szabdlyozé fehérjét (BAX inhibitor-1) kédoldé gén (HvSODI és HvBI-1) expresszidja
atmenetileg (tranziensen) megemelkedett. A Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencia sordn a ROS szint és sejthaldl visszaszoritasaért felelds gének expresszidjanak
gyors, tranziens emelkedése a gyors és hatékony novényi védekezést jelezheti, amely a
korokozét rovid idon beliil géitolhatja (elolheti), igy e gének tovabbi mikodésére
feltehetéen mar nincs sziikség. Ugyanakkor a Bgh-val szembeni HR-tipusi gazda
rezisztenciandl a HvSODI és HvBI-1 nagymértékli expresszidja a fert6zés utani késdbbi
idopontokban (24, 48 és 72 6ra) végig megmaradt, ami feltehetéen a HR-re jellemzd
lassabb védekezési valaszokat jelzi, amely mellett a patogén korlatozott mértékben, de még
szaporodik, mieldtt végleg kialakul a rezisztencia. A HvBI-1 esetében a fent leirt
génexpresszids valtozdsokat mds drpafajtdk és egy masik Bgt rassz kapcsolatdban,
szemikvantitativ RT-PCR mddszert hasznidlva mar korabban leirtdk (Hiickelhoven et al.,
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2001; Eichmann et al., 2004). Sajat kisérleteinkben az Ingrid arpafajtdban és a joval
érzékenyebb RT-qPCR mddszer segitségével ezeket az eredményeket meg tudtuk erdsiteni.
Hangsulyozandé viszont, hogy elséként mutattuk ki egy SOD gén (HvSODI) tranziens
indukciéjat az arpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjdban. Ismert,
hogy a HvSOD1 csendesitése 1ényegében nem befolydsolja a Bgh fertdzés folyamatat, de a
ROS felhalmozddast kivalté herbicid stressznek kitett novényekben intenzivebb levél
nekrozist eredményez (Lightfoot et al., 2017). Ezek szerint a HvSOD]1 4ltal kédolt CuZn-
SOD enzimfehérjének f6 funkcidja a citoszol redox egyenstlydnak fenntartisa lehet —
feltehetden ez magyardzza a Bgh-val szembeni HR-tipusti gazda rezisztenciandl altalunk
megfigyelt fokozott HvSODI expressziot.

Eredményeink rdmutatnak a szuperoxidnak a tiinetmentes (L. tipusi) nemgazda
rezisztencidban jatszott tényleges szerepére. Részben sajat kordbbi eredményeink alapjan
ismert, hogy arpdban egy rovid ideig tarté hoé-sokk (49 C° 45 s) részlegesen képes
visszaszoritani a Bgh-val szembeni tiinetmentes és HR-tipusi gazda rezisztenciat,
parhuzamosan a szuperoxid akkumuldci6é gatlasaval (Barna et al., 2014; Kiinstler et al.,
2018). Sikeriilt kimutatnunk, hogy ugyanez a ho6-sokk a Bgt-vel szembeni tiinetmentes
nemgazda rezisztenciat (€s a szuperoxid felhalmozddast) is képes részlegesen gatolni a cv.
Ingrid arpa harom, kozel izogén vonaldban (Mlo, Mlal2 és mloS). A hdsokk és antioxidédns
(SOD és CAT) kezelések egyiittes hatdsdra a Bgt-vel inokuldlt drpaban tovéabb fokozddott
a gomba novekedése €s sporuldcidja (bar a tiinetmentes nemgazda rezisztencidt nem
sikeriilt teljes mértékben gétolni) és tovabb csokkent a szuperoxid mennyisége is. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a h6-sokk a ROS (szuperoxid) felhalmozddast feltehetéen
az antioxiddnsok (ROS-elimindlds) indukdldsdval képes gétolni. Barna és munkatarsai
(2014) kimutattdk, hogy a hé-sokknak kitett arpaban a H,O, szint kismértékii visszaesése
egylitt jar a fokozott kataldz enzimaktivitidssal. Ho-stressz hatdsara novényekben a kezdeti
fokozott ROS termelés eldszor a hosokk faktorokat aktivédlja, amelyek az antioxidans
gének expresszidjat indukélva jarulnak hozza a ROS szint csokkenéséhez és a hdstresszel
szembeni tolerancia kialakuldsahoz (1d. pl. Driedonks et al., 2015; Li et al., 2021 Medina et
al., 2021). Részben sajat kutatdsaink szerint tartés héhatasnak (30 °C) kitett dohdnyban a
dohdny mozaik virussal (TMV) szembeni rezisztencia megsziinése az antioxidans (pl.
dehidroaszkorbat-reduktdz) enzimaktivitds fokozodasdnak és a szuperoxid termelés
csokkenésének is koszonhetd (1d. Eredmények; Kirdly et al., 2008). A fenti adatok alapjan
ugy tlinik, hogy a hd-stressznek (hd-sokknak) kitett novények a betegség rezisztenciat (pl.
a tlinetmentes nemgazda rezisztencidt) tobbek kozott a ROS termelés csokkentésével és a
ROS felhalmozddas antioxiddnsok dtjan torténd gitlasdval tudjdk visszaszoritani.

A ROS (szuperoxid) mellett ugyanakkor mas biokémiai faktorok is szerepet
jatszhatnak az drpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjanak
kialakitdsaban. A sejthaldl gatlasért felelos HvBI-1 gén tiltermelése (€s fokozott
expresszidja) arpa epidermisz sejtekben képes a Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencia részleges visszaszoritdsara, még a fert6zés kezdeti stddiuméban (a lisztharmat
altal megkisérelt behatolds fazisdban) (Eichmann et al., 2004). Az arpa-Bgt kapcsolatban
kialakul6 tiinetmentes nemgazda rezisztencidban egy transzmembran receptor-szerii kindz
fehérje (HVLEMKI1) is kozponti szerepet jatszhat, mivel a HvLEMK]I gén csendesitése a
lisztharmat gomba korlatozott terjedéséhez €s sporuldcidjahoz vezetett (Rajaraman et al.,
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2016), hasonldéan ahhoz, amit sajét kisérleteinkben hdsokk €s antioxiddns (SOD és CAT)
kezelések egyiittes hatdsara kaptunk a Bgt-vel inokuldlt arpaban.

Osszefoglalva, eredményeink szerint a fertdzés utdni korai/késéi szuperoxid
felhalmozdédas meghatdrozo szerepet jatszik a tiinetmentes (I. tipusi) nemgazda-, vs. a
lassabban kialakulé HR-tipusti gazda rezisztencia indukéldsdban, tobbféle (hemi)biotréf
kérokozé fertdzésénél. Arpaban a buzalisztharmattal (B. graminis f. sp. tritici) szembeni
tiinetmentes nemgazda rezisztencidban a szuperoxid korai felhalmozddésa (a fertézés 1.
napjan) az inokuldlt levelek mezofill sejtjeinek kloroplasztiszaiban lokalizdlodik és
fokozott NADPH-oxiddz aktivitdssal valamint a szuperoxid szintet, ill. sejthalélt
szabdlyozé gének tranziens indukcidjdval jar egyiitt. A Bgt-vel szembeni tiinetmentes
nemgazda rezisztencia részleges gatldsa ho-sokk és antioxiddns kezelésekkel arra utal,
hogy éarpdban a szuperoxid korai felhalmozddéasa ténylegesen szerepet jatszik a
buizalisztharmattal szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidban.

A paprika lisztharmattal (Leveillula taurica) szembeni, oltassal atviheto tiilnetmentes
rezisztencidja — a szuperoxid (O, ") felhalmozédasanak meghatirozo szerepe

Sikeriilt kimutatnunk, hogy a cv. Szentesi cseresznyepaprika (Capsicum annuum
var. cerasiforme) oltassal atvihetd, tiinetmentes (HR nélkiili) lisztharmat rezisztencidja
mesterséges fertdzésnél, laboratériumi koriilmények kozotti is hatdsos. A rezisztencia a cv.
Szentesi alanyra oltott cv. Totdl étkezési paprikdban (Szentesi+Totdl) is megnyilvanult.
Lisztharmatok ellen hatdsos, oltdssal atvihetd rezisztencidt eddig csak uborkdban és
dinnyében irtak le, ahol egyes oltvanyok a Podosphaera xanthii altal okozott lisztharmatos
tilnetekkel szemben bizonyultak ellendllénak (Sakata et al., 2006; Kousik et al., 2018).
Kisérleteinkben hasonlé jelenséget tapasztaltunk paprikdban, ahol azonban nemcsak a
lisztharmatos tiinetek, de a korokozé (Leveillula taurica) felhalmozddasdnak gétlasat is
sikeriilt kimutatnunk.

A lisztharmat rezisztens paprikdkban (sajat gyokerli cv. Szentesi és oltott
Szentesi+Totél) a fogékony novényekhez (cv. Totél) képest a szuperoxid (O,") intenziv
felhalmozddasat figyeltik meg, ami jol korreldlt a novényi betegség rezisztencidval
Osszefiiggd szuperoxid termelésért elsésorban felelos NADPH-oxiddz enzimaktivitassal.
Kordbbi kutatdsaink alapjdn a lisztharmat fogékony cv. Total étkezési paprika akkor is
rezisztenssé valik €s mdar fertdzetleniil is a szokdsosndl jéval nagyobb mennyiségli
szuperoxidot termel, ha a cv. Szentesi mellett mds ellendllé cseresznyepaprika alanyokra
(cv. Kalocsai A, Kalocsai M, Garai fehér’) van oltva (Albert et al., 2013). Ismert tovabb4,
hogy kék fénynek kitett sargadinnyében lisztharmattal (P. xanthii) szembeni tolerancia
idézhet6 el6 és ilyenkor méar a fertdézetlen novényekben fokozdédik — egyes védekezéshez
kothetdé madsodlagos anyagcseretermékek (fenolok, flavonoidok, lignin) mellett — a
szuperoxid felhalmozodésa is (Jing et al., 2018). A NADPH-oxidaztdl fiiggd szuperoxid
termelés lisztharmat rezisztencidban jatszott szerepére utal tobb kordbbi eredmény is. El-
Zahaby és munkatdrsai (2004) szerint arpalevelekben szuperoxidot képzd &dgensekkel
torténd kezelésre rezisztencia alakul ki az 4rpa lisztharmattal (Blumeria graminis f. sp.
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hordei) szemben. Az d4rpa sajat lisztharmatdval szembeni penetrdcids (behatoldsi)
rezisztencidjahoz nélkiilozhetetlen egy NADPH-oxiddz-gén (HvRBOHF2) miikodése
(Proels et al., 2010; Pereira Torres et al., 2017). Ugyanakkor sajat kutatdsaink szerint a
NADPH-oxiddz fiiggd szuperoxid termelés fontos szerepet jatszik az darpa
buzalisztharmattal (B. graminis f. sp. tritici) szembeni, tiinetmentes nemgazda-
reziztencidjaban is (Id. Eredmények, Kiinstler et al., 2018). Az éaltalunk paprikdban
megfigyelt, oltdssal atvihetd lisztharmat rezisztencia szintén tiinetmentes, mivel nem jar
egyiitt HR-tipusi nekrotikus 1€zidk kialakuldsdval. A NADPH-oxid4dz aktivitdssal
Osszefiiggd szuperoxid felhalmoz6dds a baktériumos fertdzésekkel szembeni tiinetmentes
nemgazda-rezisztencidt is meghatdrozza: ludfiiben (A. thaliana) ezt a rezisztenciét hiszton
acetiltranszferdzt kédol6é (Un. Elongator) gének is szabdlyozzdk tobbek kozott gy, hogy
fokozzdk egy NADPH-oxiddz gén (AtRBOHD) expressziojat és a szuperoxid
akkumulaciot. (An et al., 2017).

Eredményeink szerint a lisztharmat rezisztens cv. Szentesi cseresznyepaprika
fertzetlen leveleiben joval intenzivebb volt a spontidn sejtelhalds, mint a lisztharmatra
fogékony cv. Totdl egyedekben. Régéta ismert, hogy kétszikii novényekben a nagy
szalicilsav- és ROS tartalom a szerzett betegség rezisztencia indukéldsahoz jarulhat hozza
oly médon, hogy az ,.érzékenyitett” szovetekben un. mikrolézidkat (,,mikro-HR”), azaz
egy-egy novényi sejt spontdn elhaldsat idézi el (Alvarez et al., 1998; Alvarez, 2000).
Mivel a lisztharmat-ellendllé cv. Szentesi cseresznyepaprikaban a szuperoxid és a szabad
szalicilsav szintje mar fertdzés nélkiil is joval magasabb a szokdsosndl (ld. Eredmények;
Albert et al., 2016), igy varhat6 volt, hogy az egészséges levelekben a spontdn sejtelhalds
is fokozott mértékii. Erdekes, hogy a cv. Szentesi levelekben az erek mentén koncentral6dé
barna foltok slriisége is jéval nagyobb volt, ami arra utalhat, hogy ennek a
cseresznyepaprika fajtdnak a nagy kalciumtartalma miatt (Lantos, 2011) az egyes sejtek
vaku6lumaiban kalcium-oxalédt kristdlyok halmozdédnak fel. Kordbbi kutatdsok szerint
kalcium-tartalmd levéltragya készitményekkel kezelt étkezési paprika leveleiben,
elsdsorban a mezofill sejtekben, jelentds mértékli a barna foltokként észlelhetd kalcium-
oxalat-kristdlyok felhalmozdddsa (Weryszko-Chmielewska és Michatoj¢, 2009).
Kalciummal el6kezelt széjaban a ROS (szuperoxid, hidrogén-peroxid, hidroxil gyok)
fokozott felhalmozddasdval egyiitt a Sclerotinia sclerotiorum fertdzésével szembeni
tolerancia is nott (Arfaoui et al., 2018). Ezek szerint novényekben a kalcium fokozhatja a
ROS termelést, ugyanakkor a ROS is befolydsolhatja a kalcium felhalmozddas erdsségét
(Marcec és Tanaka, 2022). A betegség rezisztencia kialakuldsakor az RBOHD NADPH-
oxiddz enzimfehérje aktivitdsdt a kalcium részben kozvetleniil (un. EF
fehérjemotivumokhoz vald kotddéssel), részben pedig kozvetetten szabdlyozhatja, Ca**-
fiiggd kindzok (a NADPH-oxidaz foszforildlasa) segitségével (Dubiella et al., 2013;
Kadota et al., 2015). Egy Ca**-fiiggd kindz (CPK5) luidfiiben (A. thaliana) mar egy
koérokozé baktérium (Pseudomonas syringae pv. tomato) sejtfal komponenseinek hatdsara
is aktivalodik és foszforildlja az RBOHD fehérjét, a folyamat eredménye a szuperoxid- €s
szalicilsav felhalmozddas €s a baktériumos fert6zéssel szembeni rezisztencia (Dubiella et
al., 2013). Elképzelhetd, hogy a cv. Szentesi cseresznyepaprikdban a lisztharmat
rezisztencia egyik oka a Ca®*-fiiggd kindzok fokozott aktivitisa, mig a cv. Totdl
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lisztharmat fogékonysdgdhoz egy NADPH-oxiddzokat negativan reguldlé receptor-kindz
(PBL13) (Lee et al., 2020) tdltermelddése is hozzéjarulhat.

Kimutattuk, hogy lisztharmat ellendllo, fertdzetlen (egészséges) paprikdkban (sajat
gyokerii cv. Szentesi €s oltott Szentesi+Totdl) egy patogenezissel kapcsolatos gén (CaPR-
1) expresszidja a rezisztencia markere, mig a CaPR-2 fokozott expresszidja csak a sajat
gyokerii cv. Szentesi cseresznyepaprikdban detektdlhaté. Az in planta termelt szuperoxid
hidrogén-peroxiddd alakul és tobbek kozott a PR géneket, ill. fehérjéket is aktivalhatja,
amely tovdbbi védekezési reakciokhoz és végiil korokozd rezisztencidhoz vezet (1d. pl.
Van Loon et al., 2006; Torres, 2010; Lehmann et al., 2015). A CaPR-1 gén egy bazikus
PR-1 fehérjét kodol, és fokozott mértékben kifejezddik a paprika Phytophthora capsici
oomicétaval szembeni rezisztencidja sordn (Silvar et al., 2008). Ugyanakkor a CaPR-1
tiltermeltetése dohdnyban fokozza az oomicéta- és baktérium fertdzésekkel szembeni
toleranciat (Sarowar et al., 2005). A PR-1 gének az arpa lisztharmattal (B. graminis f. sp.
hordei) szembeni behatoldsi (penetracios) rezisztencidjahoz is hozzdjarulhatnak; ezt arpa
epidermisz sejtekben a HvPR-1b gén csendesitésével igazoltdk (Schultheiss et al., 2003). A
PR-1 fehérje a kérokoz6é gombdkat tobbféle €lettani, biokémiai mechanizmus segitségével
gatolhatja, pl. védekezési szigndl peptidként milkddhet vagy a gombasejtfalban levo
szterolokat koti meg (Breen et al., 2017). Régéta ismert, hogy a bdzikus PR-1 fehérje
I6babban (Vicia faba) akadalyozza az Uromyces fabae rozsda hifdinak differencidlédasét
(Rauscher et al., 1999). A CaPR-1 gén éltal kodolt bazikus PR-1 fehérje hasonl6 funkcioét
tolthet be a paprika lisztharmattal szembeni rezisztencidjaban, ugyanis a két kérokozé (U.
fabae és L. taurica) kozds vondsa, hogy a gdzcsere nyildsokon keresztiil hatolnak be a
fertdzott levelekbe.

Paprikaban a CaPR-2 gén egy bazikus B-1,3-glukandzt kédol, amely a gomba- ill.
oomicéta-sejtfalakban a B-1,3-glukdn tartalmua vegyiileteket hidrolizélja (1d. pl. Van Loon
et al.,, 2006). Ugyanakkor a P. capsici fertézését kovetd CaPR-2-indukcié csak néhdny
rezisztens paprikafajtdban észlelhetd és a génexpresszid jelentésen megnd a fogékony
gazda-korokozé kapcsolatokban is (Silvar et al., 2008). Ez egybevdg sajit
eredményeinkkel, mivel a paprika lisztharmat patogenezisének eldrehaladott szakaszdban
(45 nappal a fert6zés utdn) a nagymértéki CaPR-1 és CaPR-2 expresszidt a lisztharmat
fogékonysdg sordn — és nem a rezisztencidnal — észleltiik. Hasonl6 jelenséget kimutattak
mads gazda-korokozé kapcsolatokban is: Bipolaris sorokiniana-val vagy a gomba tenyészet
szlirletével fert6zott, ill. kezelt arpdban a HvPR-1b génexpresszio szintén a fogékonysaggal
korrelélt (Kirdly et al., 2002a; Schultheiss et al., 2003). A PR-1b transzkriptumok, ill.
fehérje erdteljes felhalmozddésat tapasztaltdk kiillonféle korokozo gombékkal (Drechslera
teres, Magnaporthe grisea, B. sorokiniana) fert6zott fogékony arpdban €s rizsben is (Reiss
és Bryngelsson, 1996; Manandhar et al., 1999). Mindezek alapjan paprikdban a PR gének
expresszidja a lisztharmattal szembeni rezisztencidnak akar markere, de funkciondlis
komponense is lehet, viszont a patogenezis elOrehaladott szakaszdban mar feltehetéen
nincs szerepe a védekezés fenntartdsdban.

Kisérleteink alapjan fertézetlen és lisztharmattal fert6zott paprikdban egyarant, a
lisztharmat rezisztencia markerének tekinthetd két, sejthaldlt szabdlyoz6 és lisztharmat
fogékonysagot meghatarozé gén (CaMlol és CaMlo2) csokkent mértékili expresszidja is.
Ugyanakkor a CaMlol expresszidja, ill. annak hidnya a paprika lisztharmat
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fogékonysaganak, ill. rezisztencidjanak kevésbé fontos eleme lehet, mivel lisztharmatos
fertdzéskor a rezisztens oltott novényekben (Szentesi+Totdl) a CaMlol expresszidja sokkal
kevésbé szorult vissza, mint a CaMlo2 transzkripcidja. Ezt valosziniisiti az is, hogy Zheng
et al. (2013a) szerint a CaMlol transzkripcidja a lisztharmattal fertdzott, fogékony
paprikdban jéval lassabban indukdlédik, mint a CaMlo2 gén kifejezddése, rdadasul
onmagaban a CaMlo2 tiltermeltetése mar képes fokozni a lisztharmattal (L. taurica)
szembeni fogékonysdgot paradicsomban. Az Mlo gént elsOként drpdban azonositottak és
terméke egy olyan transzmembran fehérje, amelyet a tiinetmentes (HR-nélkiili) lisztharmat
rezisztencia, ill. a novényi sejthaldl negativ reguldtordnak tekintenek (Biischges et al.,
1997). Az Mlo gén arpan kiviil tobb mas novényben is megtalalhat6 (Consonni et al., 2006;
Humphry et al., 2006; Bai et al., 2008; Wang et al., 2014; Acevedo-Garcia et al., 2017; Li
et al., 2022a; Sulima és Zhukov, 2022), igy tobbek kozott paprikaban is (Zheng et al.,
2013a; Acevedo-Garcia et al., 2014). Az mlo-rezisztenciat mutaté (MLO-hidnyos mutéans)
novényekben a lisztharmat dltal megtdmadott, de ellendllé epidermisz sejt in. papilldkat
(sejtfal-vastagoddsokat) képez (Koga et al., 1990; Hiickelhoven et al., 1999). Az mlo
genotipust, mutdns novények tovabbi jellegzetessége a levél mezofill szovetében kialakuld
spontdn sejtelhalasok (Wolter et al., 1993; Piffanelli et al., 2002), amelyet mi a lisztharmat
rezisztens cv. Szentesi cseresznyepaprikdban is észleltiink. FElképzelhetd, hogy a
lisztharmat rezisztens paprikdban (sajat gyokerli cv. Szentesi €s oltott Szentesi+Totdl)
altalunk megfigyelt csokkent mértékli CaMlol és CaMlo2 génexpresszidt egy olyan mlo
mutiacié(k) okozza, mint arpdban az mlo-11, amely a lisztharmat rezisztencia mellett
jelentdsen gatolt Mlo transzkripciét és fehérjeszintézist eredményez (Piffanelli et al.,
2004).

Kutatdsaink szerint a cv. Szentesi cseresznyepaprikdban az oltdssal atvihetd
lisztharmat rezisztencia egyik kozvetlen biokémiai oka a NADPH-oxid4z altal termelt
szuperoxid felhalmozdddsa lehet. A kertészeti oltds sordn a szuperoxid felhalmozddés
tulajdonsdga — a rezisztencidval egyiitt — egy ismeretlen jeldtviteli mechanizmus
segitségével az eredetileg fogé€kony raoltott paprika novénybe tovabbitdik, és ott stabilan
megnyilvanul. Elképzelhetd, hogy maguk a ROS csoportok — pl. a szuperoxid — az oltdssal
atvihet6 lisztharmat rezisztencia jelatvivoi. Ismert ugyan, hogy a ROS csoportok rendkiviil
érzékenyek a — pl. antioxiddnsok hatdsara torténd — lebomlésra (Halliwell és Gutteridge,
2015; Mittler, 2017; Poor, 2020). Ennek ellenére tobben is kimutattdk, hogy a novényeket
ér6 abiotikus stresszek sordn egy sejtrél-sejtre terjedd (autopropagativ), gyorsan
szisztemizdlodé (akar 8,5 cm/perc sebességll), és NADPH-oxid4ztol fiiggd ROS
felhalmozddasi hullam alakul ki (Miller et al., 2009; Mittler et al., 2011, 2022; Gilroy et
al., 2014; Fichman és Mittler, 2021). Ez a NADPH-oxidéaz-fiiggé ROS hulldm tehdt nem a
ROS diffiziéjat jelenti, hanem a szomszédos sejtekben a ,,ROS érzékelés, termelés,
transzport” allapot tovaterjedését (Mittler et al., 2022), azaz egy adott sejt aktivdlja a
plazmamembranhoz ko6tédé6 NADPH-oxiddzokat, majd a képzddd szuperoxidbol az
apoplasztban keletkez6 H,0O, eljut a kovetkezd sejtig, ahol azt a megfeleld receptor
érzékeli, €és a folyamat kezdddik elolrdl. A novényi betegség rezisztencia, ill. a védekezési
vdlaszok kialakuldsa és azok — pl. oltdssal torténd — atvitele sordn is igen valdszinl az
abiotikus stressz soran megfigyelthez hasonl6 ,,ROS-hulldmok™ miikodése. Régédta ismert,
hogy novényi szovetekben a ROS-felhalmoz6dds stimuldldsa a tavoli, kezeletlen novényi
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részekben is fokozott ROS-termelést, egysejtes elhaldsokat (,,mikro-HR”) és betegség
ellenallésdgot indukdl (Alvarez et al., 1998; Park et al., 1998; Fodor et al., 2001; Dubiella
et al., 2013). Ugyanakkor a novényi betegségrezisztencia oltdssal torténd atvitelében a
ROS mellett a floémben terjedd egyéb jelatviteli mechanizmusok is részt vehetnek,
amelyek irdnyité6 molekuldi pl. n6vényi mRNS-ek, géncsendesitést indukal6 kis RNS-ek,
védekezéssel kapcsolatos fehérjék, hormonok is lehetnek (Golecki et al., 1998; Lough és
Lucas, 2006; Park et al., 2007; Kehr és Buhtz 2008; Guan és Zhao 2012; Warschefsky et
al. 2016; Spano et al., 2020; Couttolenc-Brenis et al., 2021; Li et al.,, 2022b). Egyes
virusfertdzéseknél az oltdssal dtvihetd rezisztencidban igazoltdk, ill. valdszinlisithetd a
virus eredetll kis interferdld6 RNS-ek (siRNS) jeldtviteli szerepe is (Id. pl. Zhao és Song,
2014; Spano et al., 2017; Chen et al., 2020).

Paprikdban, ill. més termesztett novényekben a jovo kutatdsai tisztizhatjdk az
oltassal atvihetd (tiinetmentes) betegség rezisztencia pontos genetikai/biokémiai jelatviteli
mechanizmusét, igy tobbek kozott a megfeleléen idozitett (korai) ROS akkumulécid, ill.
ROS hulldmok szerepét is.

Tiinetmentes (extrém) rezisztenciatol a HR-tipusu rezisztencian at a szisztemikus
HR-ig — a novényi védekezés fokozatai és a jol idozitett/késéi ROS felhalmozodas

Régota ismert, hogy a ROS (H;0,) tiltermeld transzgenikus novények tobbféle
koérokozé (baktérium €s gomba) fert6zésére is fokozottan rezisztensek lehetnek (1d. pl.
Chamnongpol et al., 1998; Wu et al., 1995; Lee et al., 2002; Walz et al, 2008; Knecht et
al., 2010). Ezek szerint a (transzgenikus) gazdanovény dltal mar a fert6zés kezdetén,
id6ében termelt ROS-nak meghatdrozo szerepe lehet a patogének gatldsdban, ill. elolésében.
Sajat kutatdsaink szerint a paprika oltdssal 4atvihetd, tiinetmentes lisztharmat
rezisztencidjaban is meghatdroz6 szerepe van a szuperoxid fokozott felhalmozddasinak,
amely mar a fertOzetlen, egészséges novényekben is észlelhetd (Id. Eredmények; Albert et
al., 2017). Lisztharmatra és egyéb gomba- és baktérium kérokozokra fogékony arpaban és
mds gazdanovényekben is rezisztencia indukdlhaté, ha a novényeket ROS-képzd
agensekkel kezelik (Hafez és Kirdly, 2003; El-Zahaby et al., 2004). Ha a ROS-kezelés az
inokuldci6 utdn kordn (pl. 1 nappal) tortént, tiinetmentes rezisztencia alakult ki, mig HR-
tipusu lokélis 1ézidk (sejt/szovethaldl) jelentek meg, ha a ROS-kezelés az inokulacié utdn
késdbb (2-3 nappal) lett idOzitve. Sajat kutatdsaink szerint a buizalisztharmat és mds biotrof
korokozdk dltal arpdban kivdltott tiinetmentes, nemgazda rezisztencidban is ténylegesen
szerepet jatszik a szuperoxid korai felhalmozddasa (1d. Eredmények; Kiinstler et al., 2018).
A fert6zott novény jol idozitett (korai) ROS termelésének hozzdjaruldsa a hatékony (gyors
és tiinetmentes) rezisztencidhoz virusfertozéseknél is valdszinlsithetd. A ROS, elsdsorban
a szuperoxid és a beldle képzddd H,O,, viszonylag korai (az inokul4cié utdn 6-10 6raval
észlelhetd) felhalmozoddsanak meghatdrozé szerepe van a névényi virusokkal szembeni
HR-tipusti rezisztencidban (Doke és Ohashi, 1988; Rossetti és Bonatti, 2001).
Novényekben azonban a virus rezisztencia sok esetben a HR-re jellemzd sejt/szovethalal
nélkiil is hatékony lehet, ilyen az tn. extrém rezisztencia (ER), amely nemcsak
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tiinetmentes, hanem a koérokozo replikdcidjat/terjedését is szinte teljes mértékben gétolja.
Ismert, hogy egyes novényi virus rezisztencia gének fokozott expresszidja a HR-tipusu
virusrezisztenciat erdsiti, mivel igy kisebb, ill. hamarabb megjelend nekrotikus 1€ézidk
(,mikro-HR”) vagy — még nagyobb/korai génexpressziondl — tiinetmentes (extrém)
rezisztencia alakul ki (Bendahmane et al., 2000; Cooley et al., 2000; Sekine et al., 2008).
Ezek szerint a tiinetmentes rezisztencia (ER) a tiinetes (HR-tipusi) virus rezisztencidnal
gyorsabban alakul ki, azaz a kérokozo gatldsa az ER-nél hamarabb torténik, mint a HR-nél.
Ennek az egyik oka a ROS (pl. szuperoxid) korai felhalmozddasa lehet, ahogyan ezt
Bendahmane és munkatérsai (1999) mar tobb, mint 20 éve feltételezték. Eredményeink
bizonyitottdk a ROS (szuperoxid és OH’) korai felhalmozddasdnak tényleges szerepét a
burgonya X virussal (PVX) szembeni tiinetmentes, extrém rezisztencidban (Id.
Eredmények; Kirdly et al., 2021).

Ha a korai ROS felhalmoz6dds a novényi betegség rezisztencia meghatirozé
tényezdje, akkor a patogenezis eldrehaladott szakaszaban észlelhetd, gyakran intenziv ROS
termelés feltehetéen azt tiikkr6zi, hogy a gazdandvény késon, de mar sikerteleniil
prébalkozik a rezisztenciat indukélni. Egy hemibiotréf gombéaval, a Bipolaris sorokiniana-
val fertozott, fogékony darpdban a nekrotikus foltok koriili egészséges sejtek
kloroplasztiszaiban nagy mennyiségli szuperoxid detektdlhatd (Schifer et al., 2004).
Ugyanakkor a szilvahimld virusra (Plum pox virus, PPV) fogékony kajszibarack
szisztemikusan fert6zott, erdsen klorotikus leveleiben észlelhetd H,O, felhalmozddas
(,,ROS robbanas™) (Diaz-Vivancos et al., 2006; Hernandez et al., 2006) is arra utalhat,
hogy a gazdanovény késon és sikerteleniil probédlja a szisztemikus szovetekben a
rezisztenciat indukdlni. Feltehetéen ehhez hasonlé folyamat jatszodik le CMV-vel
szisztemikusan fert6zott dohanyban is, ahol a mozaikos levelek virusmentes, tUn. zold
szigeteiben nagy mennyiségli szuperoxid akkumulalodik (Shang et al., 2010).

A fentiek alapjan a novényi védekezés kiilonboz0 fokozatai irhatok le — ez a
védekezési spektrum a tiinetmentes (extrém) rezisztencidtol a HR-tipusd rezisztencian
(mikro/makroszkopikus HR) 4t a szisztemikus HR-ig, ill. a teljes fogékonysagig terjed. A
kérokozé rezisztencia hatékonysaga elsésorban a gazdanovény reakcidjanak sebességétol
fligg: a novény gyors védekezése — tobbek kozott a jol idozitett ROS felhalmozdédas —
biztositja a korai kérokozé gatlast, miel6tt még barmilyen tiinet (pl. HR) megjelenik (36.
abra). A korokozo behatolds helyén és azzal egy idében (kordn) jelentkezd lokdlis, gyors
ROS felhalmozodasnak tehat meghatdrozd szerepe lehet a hatékony (makroszkopikusan
tiinetmentes, mellékhatdsok nélkiili) betegség rezisztencia kialakitdsdban, mig a
patogenezis eldrehaladott szakaszdban gyakran észlelhetd szisztemikus ,,ROS robbands™ és
nekrotikus tiinetek — legaldbbis részben — a gazdandvény megkésett és dltaldban sikertelen
védekezését is jelzik (Herndndez et al., 2016; Kiinstler et al., 2016).
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tiinetmentes ( ngRj )

(pl. extrém)

rezisztencia A fert6zés (inokulacié) utan eltelt idé

6-24 o6ra 1-2 nap 2-10 nap 7-15 nap

A rezisztencia .o
hatékonysaga  rendkiviil igen nagy nagy alacsony nulla
(sebesséqge) nagy
AROS
felhaimozodas = 1-12 6ra 6-12 ora 6-48 ora 5-15 nap =
idbzitése

36. abra: A novényi védekezés kiilonboz6 fokozatai egy leegyszerlisitett sémédban - védekezési spektrum a
tinetmentes (extrém) rezisztencidtl a HR-tipusd rezisztencidn (mikro- és makroszkopikus HR
/hiperszenzitiv reakcié/) at a szisztemikus HR-ig, ill. a teljes fogékonysagig. A kérokozd rezisztencia
hatékonysdga els6sorban a gazdanovény védekezésének idozitésétdl, ill. sebességétdl fiigg: a novény
rendkiviil gyors védekezése — tobbek kozott a jol iddzitett ROS felhalmozédds — biztositja a korai kérokozé
gatlast, mieldtt még barmilyen tiinet (pl. HR) megjelenik (rendkiviil kis fogékonysdg), mig a gazdanovény
védekezésének szinte teljes hidnya fogékonysdgot eredményez. A HR kiilonbozd fokozataindl észlelhetd
sejt/szovethaldl a megkésett védekezési reakcidk mellékhatdsai is lehetnek (Bendahmane et al., 1999 és
Kiinstler et al., 2016 nyomén).
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OSSZEFOGLALAS

1/ Kutatdsaink elséként bizonyitottdk, hogy egyes gazda-kérokoz6 kapcsolatokban a
novényi virusfertézések altal indukdlt HR-t alkotd rezisztencia és sejthaldl eltérd gének
altal meghatdrozott, egymastol teljesen fiiggetleniil 6roklodé tulajdonsdgok. Kétféle
kisérleti megkozelitéssel is igazoltuk, hogy a karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic
virus, CaMV) W260 torzse altal a Nicotiana edwardsonii fajhibridben kivaltott HR
esetében a rezisztencia €s sejt/szdvethaldl (nekrdzis) genetikailag szétvalaszthato.

Egyrészt a CaMV W260 dltal a N. edwardsonii egyik sziiljében, a N. glutinosa-ban
kivaltott rezisztencidt (lokdlis klorotikus 1€zidk) a mdsik, fogékony sziilovel (M.
clevelandii, amely szisztemikus nekrozist ad) torténd keresztezés utdn az dltalunk kapott
fajhibridben (N. edwardsonii var. Columbia) egy HR-tipusi rezisztencidva tudtuk
konvertalni, hasonléan az eredeti N. edwardsonii-hoz.

Egy masik kisérleti megkozelités alapjan pedig kimutattuk, hogy a CaMV-rezisztens N.
edwardsonii var. Columbia és a fogékony N. clevelandii keresztezésébdl szarmazd F,
populdciéban a rezisztencia €s a sejt/szovethaldl egymastdl fiiggetleniil szegregdlodik. Az
F, novények négy kiilonbozd fenotipust mutattak: 1/ rezisztens, HR-tipusti nekrotikus
1ézi6k, 2/ rezisztens, lokdlis klorotikus 1€zidk, 3/ fogékony, szisztemikus nekrdzis és 4/
fogékony, szisztemikus mozaik. Erre a jelenségre leginkdbb az adhat magyarizatot, ha a
rezisztenciat, ill. sejt/szovethaldlt meghataroz6 gének egymastol fiiggetlenek.

A CaMV W260 altal kivaltott HR-t alkotd rezisztencia €s sejt/szovethaldl (nekrdzis)
genetikai fiiggetlenségét bizonyitja az is, hogy eredményeink szerint a CaMV W260
okozta lokalis (HR-tipust) és szisztemikus nekrézis (sejt/szovethaldl) nem befolydsolja a
virus rezisztencidt Nicotiana gazdandvényekben. Kimutattuk, hogy a virusra fogékony N.
clevelandii-ben és N. bigelovii-ben is a CaMV W260 titer — az inokuldlt és felso,
szisztemikus levelekben egyardnt — sokkal kisebb, mint egy masik CaMV torzs (D4)
fertdzésekor, fliggetleniil attol, hogy a CaMV W260 az egyik gazddban (N. clevelandii)
lokdlis és szisztemikus nekrdzist, mig a madasikban (N. bigelovii) lokdlis klordzist és
szisztemikus mozaikot valt ki.

2/ Kimutattuk, hogy a novényi védekezd rendszer egyes elemeinek fokozott indukcidja
eltérden hat a virusfert6zés altal kivaltott HR-t alkot6 rezisztenciara és lokalis nekrozisra,
mivel a HR-tipusi nekrézis visszaszoruldsa nem feltétleniil jelzi megbizhatéan a fokozott
rezisztenciat.

Eredményeink szerint a Nicotiana edwardsonii var. Columbia az eredeti N. edwardsonii
fajhibridhez képest fokozottan rezisztens kétféle virus fertdzésére is (dohdny nekrozis
virus, Tobacco necrosis virus, TNV; dohdny mozaik virus, Tobacco mosaic virus, TMV),
amely egyiitt jar az emelt szintli szalicilsav tartalommal és a NgPR-1 gén fokozott
expresszidjaval. Ugyanakkor, mig TNV fert6zésnél a virusszint a HR-tipusd nekrozis
visszaszoruldsaval Osszhangban csokken (az eredeti N. edwardsonii-hoz képest), addig
TMV fert6zésnél a HR-tipusu nekroézis visszaszoruldsdhoz képest a virusszint kisebb (kb.
feleakkora) mértékben csokken.
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Kimutattuk tovdbbd, hogy a Nicotiana tabacum cv. Samsun NN-ben az optimdlis szulfit
(glutation) elldtottsdg 4dltal a TMV ellen biztositott emelt szintli hiperszenzitiv
virusrezisztencia jellemzdje, hogy (egyes védekezési gének indukcidja mellett) a HR-
tipusi nekroézis visszaszoruldsdndl a TMV szint nagyobb (kb. kétszeres) mértékben
csokken.

Eredmények igazoltdk azt is, hogy TMV-vel fertézott, rezisztens dohanyban (N. tabacum
cv. Xanthi NN) a hidrogén-peroxid (H,O,) vagy szuperoxid-dizmutdz és katalaz (SOD +
CAT) kezeléssel megnovelt antioxiddns kapacitds hatdsira a HR-nekrozist mutatd
levélfeliilet csokken, de a virus titer (és rezisztencia) nem valtozik.

Ezek szerint a novényi védekezO rendszer egyes elemeinek (szalicilsav, glutation, PR
gének, antioxiddns kapacitds) fokozott indukcidja a HR-tipust nekrézis visszaszoruldsival
jarhat, de ez nem mindig jelzi megbizhatdan a fokozott rezisztenciat.

3/ Kimutattuk, hogy ugyanabban a dohdny genotipusban (N. tabacum cv. Samsun
NN Rx1) a HR-rel jaro, ill. tiinetmentes (extrém) ndvényi virus rezisztencia soran markans
kiilonbségek vannak egyes védekezési gének és antioxiddnsok aktivalédasaban.

Az altalunk vizsgalt védekezési gének (NtPR-1a, NtPRB-1b, NtGSTphil, NtBI-1,
NtAOX]I-2 és NtCatl) expresszidja a tiinetmentes ER-nél (PVX /burgonya X virus, Potato
virus X/ fert6zés) csak alig feleakkora mértékben vagy — a PR gének, az NtGSTphil és
NtBI-1 esetén — kb. egy nagysdgrenddel kisebb mértékben indukalddott, mint a lokélis
nekrotikus 1ézidkkal jaré6 HR-nél (TMV fert6zés).

A PVX-szel (ER) és TMV-vel (HR) fertdzott dohanyokban két, a glutation (GSH)
miikodésében szerepet jatszo €s a novényi virusfertozések elleni védekezésében részt vevo,
antioxiddns hatdsi enzim (glutation reduktiz, GR és glutation-S-transzferdz, GST)
aktivitidsa és a GSH szintje a tiinetmentes ER (PVX fert6z€s) sordn nem véltozott
szignifikdnsan a fertdzetlen novényekhez képest. Ezzel ellentétben HR (TMV fert6zés)
esetén a GR és GST aktivitds és a GSH szintje a PVX-fertozott és egészséges kontroll
novényekhez képest a tobbszordsére nott.

Eredményeink szerint dohdnyban (N. fabacum cv. Samsun NN Rx1) a védekezési
gének €s antioxiddnsok (ROS-szabdlyozdk) fokozott expresszidja, ill. aktivitdsa elsésorban
a TMYV altal kivaltott rezisztencia késébbi szakaszdban (a 2. naptdl) kialakulé HR-tipusu
lokalis nekrotikus 1éziok megjelenéséhez kothetd. Ugyanakkor kimutattuk, hogy a PVX
fertozés altal kivaltott tiinetmentes extrém rezisztencia (ER) soran ezek a védekezési
folyamatok vagy kordn, ill. datmenetileg indukdlédnak vagy alig detektdlhatok,
0sszhangban az ER rendkiviil korai (a virusfertdzés utani 6. 6ratdl) kialakuldsaval

4/ Igazoltuk, hogy a tiinetmentes (extrém), ill. HR-rel (lokalis sejt/szévethaldl) jard
novényi virus rezisztencidndl a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) korai termelddésének
meghatdrozé szerepe van a rezisztencia kialakitisdban, mig a késéi ROS termelddés
elsésorban a sejthalalért felelds.

Eredményeink szerint dohdnyban (N. tabacum cv. Xanthi NN) a HR-tipusi TMV-
rezisztencia magas homérsékleten (30 °C) torténd visszaszoruldsanak egyik oka a ROS —
elsésorban a szuperoxid (O,") — felhalmozddasdnak csokkenése lehet. Ugyanakkor, ha a 30
°C-on tartott novények TMV-inokulélt leveleit az inokuldcié utdn 3 nappal szuperoxidot
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(O77) és Hy0,-t képzd agensekkel (riboflavin / metionin, gliikéz / gliikk6z-oxiddz, H,0,)
kezeltiikk, tovdabbi 3 nap elteltével a HR-tipusi 1€zi6k ujra kialakultak, de a
virusrezisztencia nem: a 30 °C-on tartott novényekben a TMYV titer egyformédn magas volt,
fiiggetleniil a HR-nekrézis meglététdl vagy hidnyatél. Kimutattuk viszont, hogy fogékony
dohanyban N. tabacum cv. Samsun nn) a TMV-vel szemben hatékony, tiinetmentes
rezisztencia alakithaté ki, ha a ROS (szuperoxid, ill. HO,) felhalmozddés eldidézése a
virusfertdzés utdni korai idépontokban (pl. 2 éraval) torténik.

Elsoként mutattuk ki, hogy az Rx/ gént kifejez0 transzgenikus dohdnynak (N. tabacum cv.
Samsun NN Rx1) a PVX-fert6zésre adott tiinetmentes, extrém rezisztencidjaban tényleges
szerepe van a ROS — elsdsorban a szuperoxid és a hidroxilgyok (OH’) — korai (a fertdzés
utdn par Oran beliili) felhalmozdédasdnak. A szuperoxid szint csokkentése antioxiddns
(SOD és CAT) kezelésekkel valamint a OH" képzddés ferritin tultermelés miatti gatlasa az
ER részleges visszaszoruldsdhoz és egy kevésbé hatékony, HR-tipust (lokdlis nekrotikus
1ézidkkal jard) rezisztencidhoz (kb. kétszeresére nétt PVX szint) vezetett. Ugyanakkor a
PVX-re fogékony dohanyban az in planta szuperoxid (ROS) szint mesterséges novelése
nem idézett eld extrém rezisztenciat, de részben visszaszoritotta a PVX replikacidjat, és igy
szintén egy HR-tipusu rezisztencidhoz vezetett.

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy a fert6zott novényben a virus rezisztencia
kialakitdsdhoz tobbek kozott a megfelelden idOzitett, korai (a fertézés utdn par d6rdval)
ROS-felhalmozddas sziikséges — a késon 1dozitett ROS-felhalmozddés hatdsara kialakulo
HR-tipusu, lokélis nekrotikus tiinetek nem feltétleniil jelzik a virus rezisztencia meglétét.

5/ Kimutattuk, hogy arpaban a szuperoxid (O,") korai felhalmozdédasanak meghatarozo
szerepe van a biotr6f gombakoérokozokkal (pl. lisztharmatok, rozsddk) szembeni
tiinetmentes nemgazda rezisztencidban is.

A szuperoxid felhalmozéddsa mindkét vizsgdlt rezisztencia tipusndl (tiinetmentes
nemgazda- és HR-tipusi gazda rezisztencia) észlelhetd volt, mig a tipikus
betegségtiinetekkel jaré fogékony ndvény-patogén kapcsolatokban nem. Ugyanakkor a
szuperoxid-felhalmozddas a tiinetmentes nemgazda rezisztencidandl mindig kb. 24 6raval
kordbban jelentkezett (a fertdzés utani 1. naptdl), mint a HR-tipusu gazda rezisztencidnal.
Az arpanak a buzalisztharmattal (Blumeria graminis f. sp. tritici, Bgt) szembeni
tiinetmentes nemgazda rezisztencidja és a korai szuperoxid-felhalmozédas kozotti
kapcsolatot a cv. Ingrid arpa harom, tn. kozel izogén vonaldban (Mlal2, Mlo és mlo5) is
sikeriilt kimutatnunk. Eredményeink szerint a lisztharmat-fert6zések utan 1 nappal a cv.
Ingrid Mlal2 arpa Bgt-vel szembeni tiinetmentes nemgazda rezisztencidjandl a szuperoxid
egyértelmiien a mezofill sejtek kloroplasztiszaiban akkumulalédott.

A szuperoxid korai felhalmozodasa a buzalisztharmattal szemben tiinetmentes nemgazda
rezisztenciat mutaté arpdban fokozott NADPH-oxiddz enzimaktivitidssal és jellegzetes
génexpresszids valtozasokkal jart egyiitt: egy szuperoxid-szintet, ill. a novényi sejthalalt
szabdlyozd gén esetében (szuperoxid-dizmutdz, HvSODI és BAX inhibitor-1, HvBI-1) a
Bgt-inokuldcié utdn 24 6éraval a génexpresszié dtmenetileg megemelkedett — ugyanabban
az idépontban, amikor a fokozott szuperoxid-felhalmoz6déas és NADPH-oxiddz aktivités is
észlelhetd volt.
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A cv. Ingrid arpa harom, kozel izogén vonaldban (Mlo, Mlal2 és mlo5) egy ho-sokk
kezelés (49 °C, 45 mp) hatdsira a Bgt micéliumainak novekedése kismértékben
fokozodott, a kezeletlen (nemgazda rezisztens) kontrollokhoz képest. A hd-sokkal
el0kezelt novények infiltrdlasa antioxidansokkal (SOD + CAT) viszont tovdbb fokozta a
micélium-novekedést, és a kezelt és inokuldlt leveleken gyenge lisztharmatos tiinetek és
HR-tipusd, lokdlis nekrotikus 1€ézidk jelentek meg. A Bgt-vel fertézott arpa nemgazda
rezisztencidjat tehat a kombindlt hé-sokk €s antioxiddns (SOD + CAT) kezelés részben
visszaszoritotta, ami a korai szuperoxid-felhalmozdédasnak a tiinetmentes nemgazda
rezisztencidban jatszott meghatdrozo szerepét jelzi.

6/ Kisérleteink elséként mutattak rd, hogy a szuperoxid (O,") felhalmozddasnak
meghataroz6 szerepe van a paprika lisztharmattal (Leveillula taurica) szembeni, oltassal
atviheto tiinetmentes rezisztencidjiban is.

A cseresznyepaprikanak (Capsicum annuum var. cerasiforme cv. Szentesi) a sajat
lisztharmatdval (L. taurica) szembeni, oltdssal &tvihetd tiinetmentes rezisztencidjat
kontrollalt laboratériumi koriilmények kozott is igazoltuk. 45 nappal az inokuldcié utdn a
L. taurica genomi DNS szintje (a gomba biomassza) szignifikdnsan (kb. 50 %-al)
alacsonyabb volt a tiinetekkel szemben ellenall6 paprikdkban (sajat gyokerii cv. Szentesi €s
Szentesi+Totdl oltvanyok), mint a lisztharmat-fogékony cv. Totél étkezési paprikdban. A
cv. Szentesi cseresznyepaprika tehdt valoban rezisztens a lisztharmat (L. taurica) fertdzésre
€s ez a rezisztencia kertészeti oltdssal atvihetd egy étkezési paprika fajtara (cv. Totél).
Eredményeink alapjan a szuperoxid-felhalmozd6das a cseresznyepaprika (cv. Szentesi)
oltdssal atvihetd tlinetmentes lisztharmat rezisztencidjanak markere és feltehetéen
meghatdroz6 komponense, amely jol korreldl a O," termelésért felelos NADPH-oxidaz
enzimaktivitdssal. A fertOzetlen, ill. inokuldlt novényeknél a lisztharmat-fogékony cv.
Total levelekben elhanyagolhaté mennyiségli szuperoxid termelddott (csekély NADPH-
oxiddz aktivitds), mig a lisztharmat-rezisztens paprikdkban (sajat gyokerli cv. Szentesi €s
Szentesi+Totdl oltvanyok) szignifikdnsan nagyobb (t6bb mint kétszer akkora) szuperoxid-
felhalmozddast és NADPH-oxid4z aktivitdst detektaltunk.

Kimutattuk, hogy a cv. Szentesi cseresznyepaprika lisztharmattal szembeni, oltdssal
atviheto rezisztencidjanak markere a CaPR-1 és CaPR-2 gén fokozott kifejezddése, de csak
a fertdzetlen novényekben, ahol a szokdsosndl joval intenzivebb a spontdn sejtelhalds
mértéke is. A sejtelhalast szabdlyozé Mlo gének (CaMlol és CaMlo2) expresszidja
(fertdzetlen, ill. inokuldlt novényeknél is) a lisztharmat rezisztencidval forditottan ardnyos
volt.

A cv. Szentesi cseresznyepaprika oltdssal dtvihetd, tiinetmentes lisztharmat
rezisztencigjaban tehdt meghatirozd szerepe van a NADPH-oxiddz enzimaktivitassal
Osszefiiggd fokozott szuperoxid felhalmozddasnak. A rezisztenciat jol jelzi tovébba a
szokdsosndl nagyobb mértékli spontdn sejtelhalds valamint egyes védekezési gének
(CaPR-1 és CaPR-2) fokozott indukcidja és két sejtelhaldst szabdlyozé gén (CaMlol és
CaMlo2) expresszidjanak visszaszoruldsa.

128



Eredményeink szerint a ndvényi virusfertdzéseknél a hiperszenzitiv reakciot (HR) alkoto
rezisztencia €s sejt/szovethaldl sok esetben genetikai és élettani szempontbdl fiiggetlen
folyamatok eredménye. Kimutattuk tovdbbd, hogy a novények tiinetmentes korokozd
rezisztencidgjanak tobb tipusdban is meghatiroz6 szerepet jatszik a korai ROS
felhalmozddas, mig a késéi ROS termelddés elsdsorban a novényi sejthaldlért felelds.
Mindezek alapjdn sajat kutatdsi eredményeink is hozzdjarulhatnak ahhoz, hogy a jovoben a
rezisztencia nemesités egyik prioritdsa legyen olyan szantéfoldi/kertészeti novényfajtak
létrehozdsa, amelyek képesek a célzott, fertdzés specifikus, korai ROS termelésre, és igy a
betegség rezisztencia tiineti mellékhatdsainak kikiiszobolésére.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1/ Kutatdsaink elséként bizonyitottdk, hogy a novényi virusfert6zések 4ltal indukalt
hiperszenzitiv reakciét (HR) alkot6 rezisztencia és sejthaldl eltéré gének éltal
meghatédrozott, egymastol teljesen fiiggetleniil 6roklodo tulajdonsdgok is lehetnek. Kétféle
kisérleti megkozelitéssel igazoltuk, hogy a karfiol mozaik virus (Cauliflower mosaic virus,
CaMV) W260 torzse éltal a Nicotiana edwardsonii fajhibridben kivéltott HR esetében a
rezisztencia és sejt/szovethaldl (nekrézis) genetikailag szétvalaszthato.

2/ Kimutattuk, hogy a novényi védekezo rendszer egyes elemeinek (szalicilsav, glutation,
PR gének, antioxidans kapacitas) fokozott indukcidja eltérden hat a virusfertozés altal
kivaltott HR-t alkoté rezisztencidra és lokdlis nekrézisra. A HR-tipusi nekrézis
visszaszoruldsa nem feltétleniil jelzi megbizhatdéan a fokozott rezisztenciat. ezt kiilonb6z6
Nicotiana gazdanovények és két novényi virus (TNV, TMV) interakcidiban igazoltuk.

3/ Els6ként igazoltuk, hogy dohdnyban (N. tabacum cv. Samsun NN Rx1) a HR-rel jaro,
ill. tiinetmentes (extrém) virus rezisztencia kozott markdns kiilonbségek vannak egyes
védekezési folyamatok intenzitdsdban. A TMV dltal indukalt HR-nél egyes védekezési
gének és antioxidansok fokozott expresszidjat, ill. aktivitasat tapasztaltuk, mig a PVX altal
kivaltott tiinetmentes ER-nél ezek a védekezési folyamatok kordn, ill. atmenetileg
indukdlédnak vagy alig detektdlhatdk, 6sszhangban az ER rendkiviil korai (a virusfertdzés
utani 6. 6ratdl) kialakulasaval.

4/ Elsoként mutattuk ki, hogy dohdnyban a virusfertézések 4ltal kivéltott tiinetmentes
(extrém), 1ill. HR-rel (lokdlis sejt/szovethaldl) jar6 rezisztencidndl a reaktiv
oxigénszdrmazékok (ROS, elsésorban szuperoxid /O,”/, hidrogén-peroxid /H,O,/ és
hidroxilgyok /OHY/) korai termel6désének meghataroz6 szerepe van a (tiinetmentes)
rezisztencia kialakitdsaban, mig a késdi ROS termel6dés elsdsorban a sejthalalért felelos.

5/ Kimutattuk, hogy arpaban a O," korai felhalmoz6ddsanak meghataroz6 szerepe van a
biotréf gombakdérokozokkal (pl. lisztharmatok, rozsddk) szembeni tiinetmentes nemgazda
rezisztencidban is. A buzalisztharmattal (Bgt) fert6zott arpa (Hordeum vulgare) harom,
kozel izogén vonaldban (Mlo, Mlal2, mloS) a tiinetmentes nemgazda rezisztenciit egy
kombinalt hé-sokk (49 °C, 45 mp) és antioxidans (SOD + CAT) kezelés részben
visszaszoritotta, €s gyenge lisztharmatos tiineteket, ill. HR-tipusu 1ézidkat véltott ki.

6/ Kisérleteink elsdként igazoltdk, hogy a O, -nak meghatdrozé szerepe van a paprika
lisztharmattal szembeni, oltdssal atvihetd tiinetmentes rezisztencidjdban is. A lisztharmat-
rezisztens cv. Szentesi cseresznyepaprikdban (Capsicum annuum var. cerasiforme)
detektalt, NADPH-oxiddz enzimaktivitdssal Osszefiiggd fokozott O, felhalmozddés az
oltvanyokban (cv. Szentesire oltott, eredetileg fogékony cv. Totdl) a tiinetmentes
rezisztencidval egyiitt jelent meg.
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