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Gyakran alkalmazott roviditések :

APX: aszkorbat-peroxiddz
CMV: uborka mozaik virus (cucumber mosaic cucumovirus)
DAR: dehidroaszkorbat-reduktaz
ELISA: enzyme linked immunosorbent assay
ESR: elektronspin rezonancia spektroszkopia
GR: glutation-reduktaz
GST: glutation S-transzferaz
H,0;. hidrogén-peroxid
HR: hiperszenzitiv reakcio
KAT: katalaz
MDA®: mono-dehidroaszkorbat gyok
mM: millimolaris mennyiség = ezredmol oldott anyag/dm’ oldat
pg: mikrogramm
NADP nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NADPH redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NahG: szalicilsav-hidroxilaz enzimet kddold gén
NBT: p-nitrotetrazdlium kék
NO* nitrogén-monoxid gyok
OAF: (Az) oxigén aktiv formai
0;"": szuperoxid gyok
102; szingulett oxigén
OH" hidroxil gyok
°C: Celsius-fok
PAGE: poli-akrilamid-gélelektroforézis
pH: -logio[H;0']
POX: peroxidaz
SOD: szuperoxid-dizmutaz
SoMV: chenopodium mozaik virus (sowbane mosaic sobemovirus)
SzSzR: szisztemikus szerzett rezisztencia
TMV: dohany mozaik virus (tobacco mosaic tobamovirus)
TNV: dohany nekrdzis virus (tobacco necrosis necrovirus)
ZYMV: cukkini sarga mozaik virus (zucchini yellow mosaic
potyvirus)



1. BEVEZETES

A ndvények, mint ahogy minden €161ény, ¢életiik soran szamos kornyezeti
hatasra (szarazsag, homérséklet-valtozas, 1égszennyezddés, korokozokkal
torténd fert6zodés, stb.) reagdlnak. E hatdsok gyakran az optimalis élet-
koriilmények megvaltozasat okozzak, ezzel alkalmazkodasra kényszeritik
a novényeket. A hatds erdsségétdl fliggden lathatd vagy mérhetd stressz
szimptomak jelennek meg a novényen. A ,stressz” Selye Janos altal
megfogalmazott definicidja szerint nem mas, mint a szervezet nem-
fajlagos valasza kiilonbozd stresszorok karosito hatdsa ellen. A stresszor
hatéséra jelentkez0 tiinetegylittes pedig a generalis adaptacios szindroma,
amely magéban foglalja a vészreakciot, a rezisztencia ¢és a kimeriilés sza-
kaszat (Selye, 1975). Ezt a definiciét azonban manapsadg nem kovetik a
kutatok, ma a stressz a stresszor fogalmaval azonos fogalom. A stressz
tehat a karositod tényezd, a ndvény nem fajlagos valaszreakcioja pedig a
stressz-szimptoma. A novényekben fellépd stressz pontos meghatarozasa
igen nehéz. A kiilonbozé genetikai arculattal rendelkezd organizmusok
mas-mas modon reagalnak a kdrnyezet valtozasaira. Nehéz meghatarozni
az egyes kornyezeti tényezok hatasanak a stressz kivaltasahoz
elegendd szintjét, ahol az anyagcsere-folyamatok stressz anyagcsere-
folyamatokba valtanak at (Elstner és Osswald, 1994). A stressz anyagcse-
re-folyamatok altalaban oxidativ reakcidkkal jellemezhetdk. Az ,,oxidativ
stressz” meghatarozassal gyakran taldlkozhatunk a szabad gyokokkel

crer

foglalkoz6 szakirodalomban, annak definicijat azonban kevesen
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1. abra A novényeket befolyasolo hét ,, stressz hatas” (Schlee, 1992 utan)

fogalmazzédk meg. Sies, aki 1985-ben megjelent ,,Oxidative Stress” c.
konyvével ezt a kifejezést a tudomanyos fogalomtarba bevezette, csak
1991-ben, a konyv masodik kiaddsanak megjelentekor, fogalmazta meg
Iényegretorden, mit is jelent az oxidativ stressz: ez nem mads, mint a
prooxidansok és az antioxidansok kozt fellépd, a prooxidansok javara
torténd egyensulyeltolodas, amely akér karosodashoz is vezethet.

A novényi sejtben végbemend oxidativ stressznek, attol fliggden, hogy
milyen mértéki, tobbféle kovetkezménye lehet: alkalmazkodas, karoso-
das és stimulacid. A sejtek altalaban toleraljdk az enyhébb oxidativ
stresszt, amely gyakran az antioxidans védelmi rendszer feliil-
szabalyozasaban nyilvanul meg. Az alkalmazkodas folyamata magaban

foglalja a génexpresszidban torténd valtozasokat (2. 4bra), ami



megndvekedett antioxidans védelemhez vezethet. Ugyanakkor az
oxidativ stressz csokkentheti is az egyes gének atirédasat.

Az oxidativ stresszt kivaltd, rendkiviil reakcioképes szabad gyokok és
prooxidans tulajdonsdgu molekuladk a sejt szinte barmilyen molekuld;ja-
ban kart tehetnek, beleértve a ribonukleinsavakat, fehérjéket, lipideket.
Sok esetben nem egészen vilagos, melyik molekula a legfontosabb cél-
pontja a kérositd agenseknek, mivel a hatdsukra beinduld folyamatok
tobb helyen atfedik egymast. A karositas kovetkeztében a sejt megduzzad
¢s felhasad, a membranok integritdsanak megsziintével pedig bekovetke-

zik a sejthalal.
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2. 4bra Stressz indukalta ndvényi valasz egyszertsitett modellje (Taiz és Zeiger

utan, 1998)

A szamos stressz koziil a korokozok (gomba, baktérium, virus) fertdzése

a legvaltozatosabb ¢€s legbonyolultabb hatasu. A fert6zés soran a névény



szamdra a védekezés lehetdségei egyrészt adottak, masrészt indukalha-

tok. A tobbnyire Osszetett védekezés soran a novény rendelkezik kémiai

"fegyverzettel" (fitoalexinek, oxigén aktiv formai és antimikrobidlis fe-

hérjék termelése), illetve szerkezeti gatak kialakitdsara (sejtfal megszi-

larditasa, ligninképzddés és a sejtfal fehérjék immobilizacioja) képes

(Dixon et al., 1994).

Az oxigén aktiv formainak termelddése szamos gazda-parazita kapcsolat,

valamint abiotikus stressz altal eldidézett folyamat soran fokozédik. To-

vabba sok szallal kapcsolodik a betegségellenallosaghoz, ezen beliil a

szisztemikus szerzett rezisztencidhoz (Asada, 1992; Lamb ¢és Dixon,

1997; Mehdy, 1994; Greenberg, 1997).

Az oxigén aktiv formai:

e mikrobagatl6 hatasuak in vivo (Kirdly et al., 1993),

e a szoveti szilardsagot noveld lignifikacid soran nélkiilozhetetlenek
(Sticher et al., 1997),

e indukaljak a fitoalexinek és a korfolyamattal-kapcsolatos fehérjék
termelodését (Bi ef al., 1995; Levine et al., 1994),

e serkentik a szalicilsav szintézisét, ezen keresztiil indukaljak a sziszte-
mikus szerzett rezisztenciat (Bi et al., 1995),

e kulcsfontossaguiak a szoveti nekrozis kialakuldsadban pl. a hiperszen-
zitiv reakcioban (Doke, 1983).

A felsorolasbol kitiinik, az oxigén aktiv formdinak arculata kettds: sok

szempontbol hasznos, s6t sziikséges a novényi sejtek szdmara, de a sejt-

halal kivaltdja is lehet. Ezért nagy jelentdséglick az 6ket k6zOombosito,

veliik egyensulyt tart6 antioxidansok. A novényekben antioxidans mole-

kuldk és enzimek sora vesz részt az oxigén foloslegben felhalmozddott



aktiv formainak méregtelenitésében. Feladatuk az, hogy az oxigén aktiv
formainak a sejtek makromolekulaira gyakorolt karos hatasat kivédjek
(Van Kuijk et al., 1987). Vitatott kérdés, hogy a szisztemikus szerzett
rezisztencia bioldgiai és kémiai indukcidja soran ndvekszik-e az oxigén
aktiv formdinak szintje a névényekben (Lamb és Dixon, 1997). Ismert,
hogy a szalicilsav kezelés 6nmagéban nem indukalja a hidrogén-peroxid
képzddését, de ha a kezelést fertdzés koveti, az oxigén aktiv formainak
felhalmozddésa korabban és nagyobb mértékben kdvetkezik be (Fauth et
al., 1996; Kaur-Sawhney et al, 1981; Shirasu et al., 1997). Az eddigi
adatok azt sugalljak, hogy a szisztemikus szerzett rezisztencia bioldgiai
¢s kémiai indukcidja egyarant a szovetek antioxidans kapacitasanak fo-

kozédasahoz vezet (Fodor et al., 1997; Levine et al., 1994).

1.1. Célkitiuzés

A szabad gyokokkel és antioxidansokkal foglalkozé korélettani szakiro-
dalom mindeddig elsdsorban a hiperszenzitiv reakciora, inkompatibilis
gazda-parazita kapcsolatok vizsgalatara koncentralt, és csak érintdlege-
sen foglalkozott a kompatibilis kapcsolatokban betoltott szerepiikkel. Sok
esetben pedig csak a folyamatok in vitro bizonyitasaig jutott. Kiilondsen
hézagosak az ismereteink az oxigén aktiv formaival egyensulyt tartd
antioxidansok ilyen iranyu vonatkozasait illetden. Célunk tobbek kozott
ezen hianyossag megsziintetése. Elozetes elgondoldsunk alapjan az oxi-
gén aktiv formainak a nekrotikus tiinetek kialakitdsdban kulcsfontossagu
szerepe van, ugyanakkor a nekrotikus tiinetek kialakuldsa sokszor elen-

gedhetetlen az indukalt rezisztencia formdk kivaltasaban. Hangsulyozni
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kell, hogy a nekrotikus tiinet jelezheti a novény fogékonysagat (pl. TNV)

vagy kapcsolodhat a rezisztencidhoz is (pl. HR). Ujabb vizsgalatok ala-

tamasztjak, hogy a HR nem oka csak velejardja a rezisztencianak (Cole

et al., 2001; Bendahmane et al., 1991). Emiatt tobb virus és novény kap-

csolatat vizsgaltuk. Valasztasunkat az indokolta, hogy a virusfertdzott

novényekben az oxigén aktiv formdinak szerepe nem annyira Gsszetett,

mint a baktérium- és gombafertézések esetében. Tudomasunk szerint az

oxigén aktiv formai a fent emlitett hatdsok koziil csak a szalicilsav szin-

tézisén ¢€s a hiperszenzitiv reakcid indukéldsan keresztiil hat a virusok

ellen. Az oxigén aktiv formai koziil a szuperoxid gyok, a hidrogén-

peroxid valamint a mono-dehidroaszkorbat mennyiségének valtozasait

kisértiik figyelemmel Az antioxidansokon beliil a szuperoxid-dizmutaz,

katalaz, peroxidaz, glutation-reduktdz, glutation S-transzferaz, aszkorbat,

aszkorbat-peroxidaz, ¢és dehidroaszkorbat-reduktdz volt vizsgélatunk tar-

gya.

A kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Milyen szerepet jatszanak az oxigén aktiv formai a nekrotikus tlinetek
kialakitasaban ?

e Van-e szereplik a klorotikus tiinetek megjelenésében, ¢és ha igen, mi-
lyen ?

e Milyen az antioxidans kapacitas a nekrozist és klorézist kifejezé szo-
vetekben ?

e A lokalis és szisztemikus klordzis kiilonbozik-e az antioxidans kapa-
citas szempontjabol?

e A kiilonbozd korokozokkal indukalt szisztemikus szerzett reziszten-

cia soran hogyan valtozik az antioxidansok kapacitasa ?

11



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az oxigén aktiv formai

A legtobb lathato, vagy mérhetd stressz tiinet kapcsolatos az oxigén
anyagcsere folyamatok megvaltozasaval, melynek sordn a heterolitikus
(két elektron atvitelével jard) folyamatok helyett megndvekszik a
homolitikus (egy elektron atvitelével jard) folyamatok mennyisége, és
emiatt un. szabad gyokok keletkeznek. Az oxigén aktiv formai (ezutan
OAF) részben szabad gyokok, mint pl. a szuperoxid (O,"), és a hidroxil
gyok (OH®), amelyek parositatlan (extra) elektronnal rendelkeznek, rész-
ben olyan molekuldk, amelyek reakcidik soran szabad gyok képzésére
képesek, mint pl. a hidrogén-peroxid (H,0,) és a szingulett oxigén ('O»).
Ezek a gyokok és molekuldk a molekularis oxigénbdl sorozatos redukci-
oval keletkeznek és elektronszerkezetiiket tekintve atmenetet képeznek a

legoxidaltabb dioxigén ¢és a legredukaltabb allapota viz kozott.
'0, "0.H

0, & p4 o ﬁ H,0, LH> OH'#’ H,0

Képzésiikre igy minden aerob sejt képes, kis mennyiségii termelddésiik
az egészséges noveényi szovetek sejtjeiben természetes folyamat. Az OAF
keletkeznek kloroplasztiszokban a fotoszintetikus elektrontranszport so-

ran, mitokondriumokban, ahol az oxigén 4 %-a alakul at szuperoxidda,
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tovabba a citoplazmaban lejatsz6dd enzimreakcidk soran. Az igy kelet-
kez6 OAF semlegesitésére a sejt antioxidans kapacitassal rendelkezik,
amelyet antioxidans enzimek €s nem enzimatikus antioxiddnsok képvi-

selnek. A legjelentdsebb aktiv formakat az 1. tdblazat foglalja 6ssze.

1. tablazat Az oxigén részlegesen redukalt aktiv szarmazékai. A par nélkiili

elektront a fels6 indexben 1évo pont jelzi. Az R szerves csoportot jeldl

Szabad gyok ‘ Molekula
szuperoxid, O,"” hidrogén-peroxid, H,O,
hidroxil, OH® hipoklérossav, HOCI
peroxil, RO,* ozon, O3
alkoxil, RO* szingulett oxigén, '0,
hidroperoxil, HO," szerves peroxid, ROOH
nitrogén-monoxid, NO* salétromossav, HNO,
nitrogén-dioxid, NO,* dinitrogén-trioxid, N,Os
dinitrogén-tetroxid, N,O4
peroxi-salétromossav, ONOOH
szerves peroxinitrit, ROONO

A molekularis oxigén 6nmaga nem tal reakcidképes, ennek magyardzata
az, hogy két parositatlan elektronja azonos spinti, a fent emlitett redukci-
ok soran elektronszerkezete azonban megvaltozik, negativ toltést kap, s
ezaltal rendkiviil reakcidoképessé valik. Reakcioképessége akkor is no-
vekszik, ha ellentétes spinallast szingulett allapotra gerjesztddik. Igy az-

tan szamos élettani szempontbol jelentés makromolekulat képes karosi-
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tani (membranokat, fehérjéket, aminosavakat, nukleinsavakat, stb.). A
nagy reakcioképesség azonban relativ fogalom. A szuperoxid gyok és a
nitrogén-monoxid gyok kevéssé aktiv, mig a hidroxil gyok szinte azonnal
reakcioba 1éphet mas molekulakkal. A tobbi szarmazék reakcidoképessége

atmeneti (Darley-Usmar ef al., 1995).

2.1.1. Szuperoxid gyok

Molekularis oxigénbdl egy-elektronos redukcioval szuperoxid (O,"") ani-
on keletkezik, ennek a reakcionak a végbemeneteléhez csekély energia
bevitelre van szilikség. Ezt az energiat az ¢16 rendszerekben legtobbszor a
redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) szolgaltatja.
A tovabbi redukciokhoz mar nincs sziikség extra energiara, a megfeleld
reakcidpartner jelenlétében spontdn mddon is lejatszodnak. Az €16 sej-
tekben a szuperoxid gyok sav-bazis egyensulyt alkot protonalt forméjaval
a hidroperoxil gyokkel ("O,H), ez utobbi forma lipofil, kdnnyebben be-
hatol a membranok lipid kettOsrétegébe, ¢és igy képes a karos
lipidperoxidacié eldidézésére.

OH' - H +0," pK,.=4,8

A szuperoxid gyok jelenléte a novényi szovetekben pH-fiiggd (fiziologi-
as pH esetén a szuperoxid nem tal reaktiv). Az 1,0x10"° M-os szuperoxid
oldatban a molekula felezési ideje (t 12) 6,5 pH értéknél 0,5 masodperc,
mig 8,5 pH esetében 50 masodperc. Vizes oldatban annak kissé savas ¢s
semleges pH-ja esetén a szuperoxid gyok és protonalt formaja hidrogén-
peroxidda (H,0,) és oxigénné (O,) alakul at (Sutherland, 1991).

20,H" + 0, +H — H,0, + O,
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Ez a reakcio lejatszodhat spontan dizmutécid Utjan, vagy szuperoxid-
dizmutaz enzim katalizacidja segitségével. Az enzim jelentdés mértékben
katalizalja a folyamatot, kézremiikddésekor 10'°-szer gyorsabb a reakcio.
Megjegyzendd, hogy a spontan dizmutacid is nagyon gyors, mégis csak-
nem minden szervezet rendelkezik olyan specidlis enzimmel, vagy en-
zimrendszerrel, amely a dizmutacioért felelés. Az enzim megtalalhato a
citoplazmaban, a kloroplasztiszokban, a mitokondriumokban, sét a plaz-

mamembranon kivil is.

2.1.2. Hidrogén-peroxid

A szuperoxid (O,") keletkezését jelentés mennyiségii hidrogén-peroxid
(H20,) képzddés kiséri:

20,H® — H,0, +0,,

20," +2H — H,0, + 0,.

A hidrogén-peroxid ardnylag stabil OAF, az oxigén tobbi aktiv formaja
rovid 1don beliil hidrogén-peroxidda alakul (Allan és Fluhr, 1997). Elekt-
romosan semleges és kevésbé reaktiv, képes tehat thatolni a membrano-
kon, igy keletkezési helyérdl mas sejtekbe vandorolhat. A sejtekben ke-
letkezett hidrogén-peroxid spontdn mdédon vagy katalaz segitségével,
H,0; + H,0; — 2 H,O + Oy,

atalakulhat vizzé (H,O) és molekularis oxigénné (O,) (Sutherland, 1991),
vagy szubsztratja lehet kiilonb6zd peroxidazoknak, amelyek segitségével
pl. a sejtfalszilardito kovalens keresztkotések jonnek 1étre (Ilyama ef al.,
1994), ugyanakkor fenoxil gyokok is képzddnek:

Peroxidaz (Fe’") + H,0, — Komplex 1,
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Komplex I+ RH,; — Komplex II + 'RH,

Komplex II + RH, — Peroxidaz (Fe*") + ‘RH.

A peroxidazok azon tal, hogy felhasznaljak a hidrogén-peroxidot, maguk
is aktivan hozzajarulnak az OAF képzéséhez (Bestwick et al., 1997;
Bolter et al., 1993; Vera-Estrella et al., 1992). A hidrogén-peroxid tovab-
ba atalakulhat a Halliwell-Asada cikluson (lasd 2.2.2 fejezet) keresztiil is,

kozvetlen oxidalasara néhany atmeneti fém is képes, ilyen a vas és réz is.

2.1.3. Hidroxil gyok

A legaktivabb az itt targyalt formak koziil a hidroxil gyok (OH®), amely
hidrogén-peroxid (H,0,) és a szuperoxid (O,") direkt reakciojaval
(Haber-Weiss reakcio) keletkezhet:

H,0,+0," > OH"+OH +O0,.

A ndvényi sejtben, annak természetes allapota mellett ez a reakcio lassan
jatszodik le és nem termelddik altala jelentds mennyiségii hidroxil gydk,
4,8-as pH optimuma miatt gyakorisaga elhanyagolhato.

Jelentés mennyiségii hidroxil gyok keletkezik azonban atmeneti fémek —
vas (Fe™") és réz (Cu®") — oxidacidja soran (Fenton reakcio).

H,0, + Fe*" (Cu’) = Fe** (Cu*") + OH® + OH

Ez olyan ciklusreakcio, ahol az oxidalt ionok redukald forméjukat szu-
peroxiddal (0,") valo reakcio6 Gtjan visszanyerik.

0," +Fe®" (Cu*") = Fe*' (Cu') + 0,

A hidroxil gyokok sejten beliili keletkezését els6sorban az atmeneti fé-

mek hozzaférhetdsége hatdrozza meg (Gutteridge és Halliwell, 1994). A
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hidroxil gyok az egyik legerésebb redukalod agensként, irreverzibilis val-
tozdsokat idéz eld a sejt makromolekulaiban, ¢és megtamadja az
organellumokat. Felezési ideje 10 masodperces tartoméanyba esik, igy
meghatdrozasa és szerepének vizsgalata nem sok sikerrel jart ezidaig. A
hidroxil gydk jelenléte azonban a novény-korokozo kapcsolatokban, el-
sOsorban a nekrotikus tiinetek kialakitdsaban betoltott szerepéért nem el-

hanyagolhato.

2.1.4. Az oxigén egyéb aktiv formai

2.1.4.1. Szingulett oxigén

A membranokhoz kotott elektronszallitas soran a fotoszintéziskor jelen-
tds mennyiségli aktiv oxigén képzddik. Ha a fotoszintetikus elektron-
aramlas zavart szenved, a fényabszorpcid révén gerjesztédott reakcio-
centrumok (P- pigmentek) az oxigénmolekulaknak adhatjak at gerjesztési
energiajukat, szingulett oxigént ('0,) képezve (Macpherson et al., 1993).
P + fény — P* (P* -aktivalt pigment)

P*+°0, — '0,+P

Ha a fotoszintézis sordn nem 4all rendelkezésre elegendd nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADP) mint végsdé elektronakceptor, a
ferredoxin-NADP-reduktaz az oxigént redukalja szuperoxidda (Elstner €s

Frommeyer, 1978).

P + fény — P*
P* —» P~ (toltésmegoszlas)
PT+0, > P+0O" (szuperoxid képzddés)
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A szingulett oxigén a névényben gyorsan atalakul szuperoxidda és hidro-
gén-peroxidda (Foyer et al., 1994).
2'0,+2H0 - 20, +H,0,+2 H'

Tovabba gyorsan reagél a legtobb szerves molekulaval (RH) is, kiilono-
sen a kettds kotéseknél, szerves peroxidokat (ROOH) képezve.

RH + '0, — ROOH.

Ezeket a peroxidokat atmeneti fémek, pl. vas és réz (Fe*" vagy Cu"), re-
dukaljak alkoxil gyokké (RO®), mely gyokods lancreakcio elinditasara ké-
pes.

Fe’" + ROOH — Fe’* + RO* + OH”

RO’ +RH — R* + ROH

R*+ 0, —» ROO’

ROO* + RH — ROOH +R*

2.1.4.2. Nitrogén-monoxid gyok

Az utdbbi évek kutatasi eredményei a nitrogén-monoxid gyok (NO®) ki-
emelkedd szerepét bizonyitjdk. A citoplazmédban taldlhaté nitrogén-
monoxid szintdz altal termelt nitrogén-monoxid gyok (NO®) (Allan és
Fluhr, 1997; Ninnemann €s Maier, 1996) szuperoxid gyokkel reagélva
tovabbi OAF-at hoz 1étre (Millar és Day, 1997):

2NO® + 0, —» NO;,",

NO* +0," — ONOO ,

ONOO +H" — ONOOH — NO,* + OH".
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Delledonne et al. (1998) és Durner et al. (1998) munkaikban a nitrogén-
monoxid gyok (NO®) hiperszenzitiv reakcioban, valamint az egyes vé-
delmi szerepet betoltd gének transzkripcidjanak aktivalasaban jatszott

szerepét bizonyitjak.

2.1.4.3. Egyéb formak

A bioldgiai membranokhoz kapcsolt elektrontranszport ldncok és az old-
hato fazis kémiai reakcidi révén szamos mas, az el6zéekben nem vagy
csak érintélegesen emlitett OAF keletkezik. Ezek részben gyokok (lasd 1.
tablazat), mint pl. a szerves ligandumot (R) tartalmazo fenoxil gyokok
(RO,"), alkoxil gyokok (RO®), nitrogén-dioxid gyokok (NO,"), részben
pedig molekulék pl. 6zon (O3), hipoklérossav (HOCI), szerves peroxidok
(ROOH), salétromossav (HNO,), stb.

A lipoxigenaz a telitetlen zsirsavak (RH) bontasdban vesz részt (Croft et
al, 1990). A termel6dd zsirsav szabad gyok lancreakciot indithat el
(Elstner és Osswald, 1994).

RH + O, - ROOH

ROOH + Fe*" + H — RO® + Fe’ + H,0

Az endoplazmatikus retikulum elektronszallitd rendszere képes redukti-
van aktivalni a citokrom-P450-et. Amikor a xenobiotikumok méregtele-
nitésére szolgald hidroxilezés dtmenetileg nem jut szubsztrathoz, az akti-
valt citokrom-P450 az 4tmeneti fémeket redukalja, vagy OAF-ot képez
(Elstner és Osswald, 1994). A citokrém-P450-reduktdz NADPH segitsé-

gével szemikinon szabad gyokoket termel kinonok egyelektronos redu-

19



kalasa révén (Ernster, 1986). A szemikinonok az oxigénmolekuldkbol
szuperoxidot képezve alakulnak vissza kinonokka.

A plazmalemma tartalmaz NAD(P)H-oxiddz flavoproteineket, melyek
szuperoxidot allitanak eld a plazmalemma kiilsd, extracellularis tér felé
néz0 oldalan (Gestelen et al., 1997; Morre et al., 1993). A plazmamemb-
ranban 1évd citokrom-bs az aszkorbatot elektrondonorként hasznositja a
transzmembran elektronszallitaishoz, mikézben mono-dehidroaszkorbat
gyokot képez (Hideg et al., 1997; Horemans et al., 1994). A peroxiszo-
mak ¢és a glioxiszomak is tartalmaznak az OAF-okat képzd rendszereket:
a purin nukleotidok lebontasaban szerepet jatszo flavin-tartalmu xantin-
oxidazt (Hille és Massey, 1985; Krenitsky et al., 1972),

xantin + H,O + O, — hugysav + H,0O,,

xantin + 2 O, + H,O — hiigysav +2 O, + 2 H',

a fotorespiracio katalizatorat, a glikolsav oxidazt (Tolbert et al., 1968),
glikolsav + O, — glioxalsav + H,0,,

az aldehid-oxidazokat (Hille és Massey, 1985; Ori et al., 1997),

RHO + H,0 + O; — ROOH + H,0,,

és a zsirsav [-oxidacio soran keletkez6 redukalt flavin-adenin
dinukleotidokat (FADH,) végoxidazat (Tolbert, 1981).

FADH, + O, —» FAD + H,0,

A sejtfalban taldlhatunk amin-oxidazokat (Allan és Fluhr, 1997; Federico
¢s Angelini, 1986; Kaur-Sawhney et al., 1981),

RHNH; + O, + H,O — RO+ NHj3 + H,0,,

¢s oxalsav-oxidazokat (Lane et al., 1993; Zhang et al., 1995) is

C,04H; + Oy = 2 CO; + Hy0,.
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2.2. Enzimek, enzimrendszerek és nem enzimatikus

antioxidansok

Az egészséges ndvény szoveti sejtjeiben az OAF-ok kismértékben min-
dig keletkeznek, felhalmozddasuk folytan ,,mérgezoveé” valhatnak a sejt
szamara. Ez a folyamat tobbnyire akkor kovetkezik be, ha az OAF-nak
gyors, nagy mennyiségli atmeneti képzddése kikeriil a biokémia reakciok
ellendrzése aldl. A ndvényi sejtek azonban tobb antioxidans tulajdonsagu
molekuléval rendelkeznek az OAF-ot termeld folyamatok szabalyozéasara
¢s az OAF méregtelenitésére (Van Kuijk et al., 1987). Ide tartoznak a
kismolekuldju nem enzimatikus antioxidansok (aszkorbat, glutation, E-
vitamin, stb.), az egyes enzimek (szuperoxid-dizmutaz, aszkorbat-
peroxiddz, dehidroaszkorbat-reduktaz, glutation S-transzferaz, glutation-
reduktdz, kataldz, peroxidaz stb.), valamint tobb 0sszetett enzimrendszer,
amely képes hatékonyan védelmezni azokat a sejtalkotokat, amelyekben
lokalizaltak.

A szingulett oxigén, a hidroxil gyok (OH®), alkoxil (RO®) és peroxil
(ROO") gyokok méregtelenitése nem enzimek segitségével torténik, mert
gyorsabban reagalnak szomszédos molekulakkal (kevesebb, mint 107
masodperc), minthogy eldiffundalhatnanak egy-egy specifikus méregte-
lenitd enzimig. Az altaluk okozott oxidativ stresszt csak kismolekulaja
antioxidansok csokkenthetik kozvetlen reakcioba 1épéssel. Az olyan vi-
szonylag stabil OAF esetében, mint a szuperoxid gyok, peroxidok és

epoxidok enzimek katalizalta méregtelenités is miikodik.
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2.2.1. Szuperoxid-dizmutaz

A szuperoxid-dizmutaz (SOD) fém tartalmi enzim. Els6ésorban a rendki-
viil reaktiv hidroxil gyok (OH") képz6déséért felelds szuperoxid (0O,") és
tekben harom alapvetd formajat azonositottak (Fridovich, 1974). Attol
fliggden, hogy milyen fémet tartalmaz és hol fordul el6, megkiilonbozte-
tiink Cu,Zn-SOD-ot, Mn-SOD-ot, Fe-SOD-ot. Cu,Zn-SOD a citoplazma-
ban, a kloroplasztisz sztromajaban és extracellularisan talalhatdo (Ogawa
et al., 1996), Mn-SOD fellelhetd a mitokondrialis, gli- és peroxiszoémalis
matrixban, Fe-SOD pedig néhany ndvénycsaldd kloroplasztiszaban
katalizadlja, mely soran hidrogén-peroxid ¢és oxigén keletkezik
( /A). A szuperoxid dizmutdzt jelentds antioxidans, amit szamos
kisérlet igazol: Pl. éleszté SOD-hianymutansok tulérzékennyé valtak az
oxigénre (Van Loon et al., 1986), Cu,Zn-SOD-ot nagyobb mennyiségben
termeld transzgénikus novények pedig ellenallobbak lettek kiilonbozo
oxidativ stresszekkel szemben (Allen ef al., 1997), ndvények stressz tole-
rancidja fokozhat6 volt a Cu, Zn-SOD és a Mn-SOD egyidejii tultermel-
tetésével (Bowler et al, 1992). Allati és baktérium sejtekben azonban,
ahol megemelkedett aktivitasat észlelték, a sejtek halalat okozta, ha a
kataldz nem volt képes semlegesiteni a keletkezett hidrogén-peroxidot.
Egyes feltételezések szerint a SOD képes a hidrogén-peroxidbdl a
hidroxil gyok keletkezését is katalizalni, feltehetéen ez a mechanizmus
magyardzza a hidroxil gyoknek a membrankotott atmeneti fémektol tavol

eso karositasat (Yim et al., 1990).
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2.2.2. Aszkorbat, aszkorbat-peroxidaz

Az aszkorbat nagy mennyiségben van jelen a novényi szévetekben (a le-
velekben 1-5 mM-os, a kloroplasztiszokban 25 mM-os koncentracidban
talalhato), jelentds antioxidans és metabolikus funkciokkal rendelkezik
(Wheeler et al., 1998). Kozponti szerepet jatszik az OAF-fal szembeni
védekezésben, a redox egyensuly szabalyozéasaban, a sejtfal szintézisé-
ben, valamint a sejtek hosszanti megnyuldsdban. Bar a mitokondriumok
belsé membranjan keletkezik, mégis az egész sejten beliil megtalalhato.
A sejtmembranokon keresztiili szallitasat valoszintileg specialis szallitok
végzik (Horemans et al., 2000). Az aszkorbat a ndvényi szdvetekben fi-
ziologias pH esetén negativ toltéssel rendelkezd molekula (3. 4bra),
egyensulyt tart fenn félig redukalt (mono-dehidroaszkorbat) illetve telje-
sen oxidalt formaival (dehidroaszkorbinsav). Képes kozvetleniil reakcio-
ba 1épni a szuperoxiddal (O,") és a hidroxil gyokkel (OH"), valamint a
hidrogén-peroxidot (H,0O,) aszkorbat-peroxiddz (APX) segitségével a
Halliwell-Asada ciklusban étalakitani. Ez a ciklus /B) a hidro-
gén-peroxid lebontdsira szervezddott Osszetett rendszer (Foyer és
Halliwell, 1976). (Ujabban Foyer-Halliwell-Asada ciklusként emliti a
szakirodalom, nemcsak a két felfedezdjét, hanem muikodésének bizonyi-
tasaért legtobbet tett kutatokat is megtisztelve ezzel.) Végeredményét te-
kintve a hidrogén-peroxid vizz¢é redukalodik NADPH felhasznalasaval.
Az oxidalt aszkorbat, azaz a dehidroaszkorbinsav (4.abra/B), dehidroasz-
korbat-reduktaz segitségével, glutation terhére regeneralddik; ez utdbbi
regeneralodasat a glutation-reduktaz és a NADPH biztositja (Halliwell és

Gutteridge, 1999). Az aszkorbat szabad gyokokkel torténd direkt reakcidi
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soran, ezek pl. a legkiilonb6zobb stressz hatdsokra keletkezé szuperoxid
gyok, a tokoferoxil gyok és a hidroxil gyok (Heber et al., 1996), mono-
dehidroaszkorbat gyok (MDA®) képzddik.

Az aszkorbat amellett, hogy direkt gyokfogo, elektrondonorként szolgal
az aszkorbat-peroxiddz szdmara, amely a hidrogén-peroxidnak a
kloroplasztiszbdl torténd eltavolitasaért felelés (Hossain ef al., 1984). A
hidrogén-peroxid a Mehler reakcid soran keletkezik az I-es fotokémia
rendszerben , ahol a szuperoxid gyok szuperoxid-dizmutdz segitségével
alakul at (Robinson, 1988). A hidrogén-peroxid vizz¢ alakulasaért tehat
az aszkorbat-peroxidaz is felelds, ezt az atalakulast viz-viz ciklusnak is
nevezik, és nagyon fontos szerepe van a Il-es fotokémiai rendszer tilzott
elektonfelvételének gatlasaban (Asada, 1999). Az aszkorbat-peroxidaz
megtalalhato a kataldz mellett a glioxiszomakban és a peroxiszoémakban
is (Yamaguchi et al., 1995), a citoszolban és a kloroplasztiszban, ahol a
f6 hidrogén-peroxid lebontd enzim (Asada, 1992). A borsobdl szdrmazd
aszkorbat-peroxidaz gént kifejezd transzgénikus dohanyokban az enzim
aktivitasa tObbszorosére nott, a novények pedig ellenallobbak lettek az
oxidativ stresszel szemben (Allen et al., 1997).

Az oxidalt aszkorbat formdk gyors regeneralddasahoz antioxidans kapa-
citasra van sziikség. A mono-dehidroszkorbat gyok aszkorbattd torténd
regeneralodasa torténhet mind a NADPH-fiiggé MDA-reduktaz segitsé-
gével, vagy nem enzimatikusan, ferredoxin segitségével (Asada, 1992).
MDA* + NAD(P)H — aszkorbat + NAD(P)

Ugyan az MDA" relativan a rovid életii gyokok kozé tartozik, spontan is
diszproporcionalodhat aszkorbatta és dehidroaszkorbinsavva (4. abral/C )
(Bielski et al., 1982).
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2 MDA® — aszkorbat + dehidroaszkorbinsav
A dehidroaszkorbinsav pedig a glutation-fiiggd dehidroaszkorbat-
reduktdz segitségével tud visszaalakulni aszkorbattd (Hossain és Asada,

1984).

OH OH OH
HO HO HO
-H*-e- -H*-e-
o / (0) o O 0 O
OH (0] OH (0]
Mono-

L-aszkorbat dehidroaszkorbat  dehidroaszkorbinsav

gyok

3. dbra Az aszkorbat redox rendszer tagjai

Az elektronspin rezonancia spektroszkopia (ESR) az MDA® egyik érzé-
keny vizgalati mddszere. Megndvekedett MDA® mennyiséget ezzel a
modszerrel eldszor feny6titkben sikeriilt kimutatni, amikor a fotoszinteti-
kus elektron transzportlancolatot parakvattal vagy aminotriazollal torténd

kezeléssel gatoltdk (Westphal et al., 1992).
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Megemelkedett MDA® szintet talaltak fény- vagy vizstressznek kitett no-
vények leveleiben, oregedd levelekben (Heber et al., 1996; Stegman et
al., 1993), valamint UV-B sugarzas (280-320 nm) hatasara bablevelek-
ben (Hideg ef al., 1997). Az MDA® mennyisége a sejtekben viszonylag
alacsony, az aszkorbat oxidacidja és redukcidja illetve az MDA’
diszproporcionalodasa kozt fenndllé egyensulyt szemlélteti. Masrészrol
az oxidativ stressz soran az MDA® jelenléte elkeriilhetetlen a sejtekben,
mivel a keletkezé oxidativ gyokok altalaban az aszkorbattal reagalnak
MDA® képzése kozben. A fénytdl fliggd MDA® ESR jele valaszt adhat a
,Viz-viz ciklusban” bekovetkezd egyensulyeltolodasra, mig a fénytdl
fliggetlen MDA® képzése inkabb az aszkorbat direkt gyokfogo funkcioja-
nak tulajdonithaté (Heber et al., 1996).

2.2.3. Glutation, glutation-peroxidaz, glutation S-transzferaz

A glutation redukalt (GSH) és oxidalt (GSSG) formaja, valamint a
glutation-reduktaz (GR) jelentds szerepet jatszik a hidrogén-peroxid le-
bontasaban, a citoszolban és a kloroplasztiszban szervezddott Gsszetett
rendszerben a Halliwell-Asada ciklusban.

Az aszkorbat és glutation szintjének fenntartdsa kulcsfontossagti a
Halliwell-Asada ciklus miikodésében. A benne résztvevd enzimek koziil
a GR szerepét tanulmanyoztdk legmélyebben. GR-transzgént tartalmazd
dohanyok az oxidativ stresszel szemben ellnallésagot mutattak (Allen et
al., 1997; Aono et al., 1991; Broadbent et al., 1995). A transzforman-

sokban a redukalt glutation szintje tobbszordsére nétt. A GR- és a Cu,
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Zn-SOD-transzgént egyarant tartalmazo dohanyok a szuperoxidot fej-
lesztd parakvattal szembeni toleranciaja nott meg (Aono et al., 1995). A
GR-antiszensz génkonstrukcié ezzel szemben egy parakvatra érzékeny
fenotipust eredményezett.

A szeléntartalmu glutation-peroxiddz (GPX) enzim, a hidrogén-peroxid
lebontasaért felelds az allati szovetekben a citoszolban és a mitokond-
riumban fordul eld.

2 GSH + H,0, — GSSG + H,O

Ezzel szemben a novényekben taldlhato GPX valoszinli, hogy nem tar-
talmaz szelént és nem tartozik a stressz valaszra konstitutivan indukal6édé
enzimek kozé. Szerepét tekintve pedig elsésorban a lipid- és alkil-
peroxidok semlegesitéséért felelds (Horemans et al., 2000).

A glutation S-transzferdz (GST) a xenobiotikumok méregtelenitésében
vesz részt. Transzgénikus dohanyok, melyek GST-aktivitasa kétszeresére
n6tt, herbicidek és oxidativ stressz irdnt mutattak ellenallosagot (Allen et
al., 1997). Hasonldan az aszkorbathoz a glutation is képes enzimek koz-
remiikodése nélkiili, kozvetlen reakciokra, igy hatékony gyokbefogo le-
het (Gutteridge és Halliwell, 1994).

DNS® + GSH — DNS + GS*

2 GS* - GSSG

2.2.4. A karotinoidok és az o-tokoferol

A karotinoidok (Kar) fontos szerepet jatszanak a fotooxidativ stressz el-
len a kloroplasztisz belsé membranrendszerének védelmében (. A

gerjesztett klorofillmolekulak altal képezett szingulett oxigént kozombo-
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sitik (Siefermann-Harms, 1987), de a klorofillok f6los energidjanak at-
vételével meg is eldzik a szingulett oxigén képzddését. A karotinoid
antioxidansok hierarchidja a kovetkezé (Mortensen €s Skibsted, 1997):
o-tokoferol > likopin > B-karotin > zeaxantin > lutein. A karotinoidok
(Kar) kozvetlentil reagalnak szabad gyokokkel, pl. nitrogén-dioxid gyok-
kel (NO,"):

Kar + NO," — Kar™ + NO,~

2Kar™ — Kar + Kar*"

Kar™ + Aszkorbat — Kar + Aszkorbat” + H"

Diszproporcionalddas vagy aszkorbat segitségével regeneralddhatnak. A
karotinoidok szabad gyokokkel toténd reakcioi tobbségében elméletiek és
elsésorban in vitro igazoltak, hogy in vivo antioxidans rendszerként mi-
lyen mértékli szerepet jatszanak egyenlore csak kevés esetben hataroztak
meg (Halliwell és Gutteridge 1999).

Mint nem enzimatikus antioxiddnst, fontos még megemliteni az E-
vitamint (o-tokoferol), amely a membranok kettds lipidrétegében taldl-
hatd, és védelmet nyajt a lipidperoxidacié ellen. Elsdsorban a lipid-
peroxil gyokok (LO%) semlegesitésével, amely reakcid soran az E-
vitaminbol tokoferoxil szabad gyok keletkezik (Cadenas, 1989):
o-tokoferol (a-TocH) + LO®, — o-Toc® + LO-H

Az oxidalt vitamin az aszkorbat-glutation ciklusban nyeri vissza redukalé
képességét vagy tovabbi reakciokban vehet részt pl. a karotinoidokkal:
Kar + o-Toc® + H" — Kar'* +TocH,

vagy Ujabb peroxil gyokkel reagal

LO% + a-Toc® = a-TocOOL.

29



Az o-tokoferol mennyisége a membranban igen kicsi, ezért kimagaslo
jelentdségli a tokoferoxil szabad gyok(o-Toc”) gyors regeneralasa
aszkorbat kozremiikodése E ) révén (Gutteridge és Halliwell,
1994).

o-Toc® + aszkorbat — TocH + monodehidro-aszkorbat®
2.2.5. Katalaz

A hidrogén-peroxidot (H,O,) vizzé (H,0) és oxigénné (O,) katalizald
vasporfirin prosztetikus csoportot tartalmazo enzim megtalalhato a leg-
tobb aerob €16 szervezetben. JelentOs szerepet jatszik a peroxiszomak és
a glioxiszoémak hidrogén-peroxid szintjének csdkkentésében D),
ahol foéleg a fotorespiracio és a zsirsavak bontasa soran keletkezd hidro-
gén-peroxid lebontasaért felelds (Tolbert, 1981). A katalaz disszociacios
allanddja magas, igy kismennyiségii hidrogén-peroxid atalakitdsanak ka-
talizalasanal nem tal hatékony, pl.: ha 1 mg kataldzt elegyitiink
10 mM-os hidrogén-peroxid oldattal, akkor 4000 pmol H,O, / perc telje-
sitménnyel katalizélja a reakciot, mig ugyanennyi katalaz 10 uM-os hid-
rogén-peroxid oldatban csak 2 umol/perc. Ebben az esetben valésziniileg
mas molekula veszi 4t szerepét. Az is lehetséges, hogy bizonyos stressz-
helyzetekben amikor a NADPH igény nagy, a katalaz szerepe megnovek-
szik, pl. az antiszensz technologiaval kataldzhidnyossa tett transzgénikus
dohanynovényekre a nagyobb fényintenzitas letalis hatdsu, mig gyenge
fényintenzitds mellett nem szenvedtek karosodast (Chamnongpol et al.,

1996).
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2.3. Az oxigén aktiv formainak lehetséges keletkezési helye és

modja, korfolyamatban betoltott szerepe

crer

kezésiikrdl és a sejt antioxidans folyamatairdl, kézenfekvové valt a kér-
dés, hogy hol és hogyan keletkezik nagy mennyiségben az OAF?

Az OAF fertézés-indukalta termelddésérdl szold elsé ndvénybiologiai
tanulméany 1983-ban latott napvilagot (Doke, 1983), amely szuperoxid
képzddésrdl szamolt be hiperszenzitiv reakcid sordn inkompatibilis és
kompatibilis Phytophthora infestans rasszokkal fert6zott burgonyagumo
szeletekben. A legintenzivebb OAF-termelés mas esetekben is
hiperszenzitiv nekrotizicié soran tapasztalhato (Adam er al, 1989;
Apostol et al., 1989 ; Auch és Murphy, 1995 , Doke és Ohashi, 1988; Ve-
ra-Estrella et al., 1992). Sejtszuszpenziok baktériumfertézése utan az
OAF keletkezésének két fazisat, hullamat lehetett megkiilonboztetni
(Keppler et al., 1989). Az elsd, rovid ideig tartd szakasz egy nem specifi-
kus reakcio kovetkeztében jon 1étre, amit szaprofiton, kompatibilis és in-
kompatibilis baktériumok egyarant kivaltanak, mig a masodik fazis hosz-
szabb, ¢és kizarolag hiperszenzitiv reakciot okozo fertézésekre jellemzd.
Az inokulum baktériumszaméanak novelése (10'=10° cfu/ml) maga utan
vonta az OAF mennyiségének novekedését az elsd fazisban, ugyanakkor
a masodik fazisban azok csokkenése kovetkezett be (Baker et al., 1993).
Ez a ellentmondas az els6 fazisban megnovekedd antioxidans kapacitas
kovetkezménye. Az OAF képzodéséért felelds folyamatok gazdano-
vénytdl és korokozotol fliggden nagyon valtozatosak lehetnek (Allan és

Fluhr, 1997; Lamb és Dixon, 1997). A legtobb esetben a peroxiddzokat
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és a NAD(P)H-oxidazokat teszik felelossé az OAF termeléséért. A
NAD(P)H-oxidazok aktivalasahoz fehérjefoszforilacio és kalcium sziik-
séges (Baker ef al., 1993 ; Tavernier et al., 1995).

A kloroplasztiszok mellett a mitokondriumok az OAF legnagyobb forra-
sai az eukaridta sejtekben. A mitokondrialis citokrom-utvonal, mellett a
novények rendelkeznek Un. alternativ 1€gzési utvonallal is, amely fontos
szerepet tOlt be a mitokondridlis OAF termelddésének szabalyozasaban.
Az alternativ oxiddz gatlasa antimycin A, mitokondrialis elektron transz-
port gatlo, segitségével dramai OAF temelddéshez (Maxwell et al., 1999)

vezet.

2.3.1. Antimikrobialis aktivitas

Az OAF egyik fontos szerepe a mikroorganizmusok karositasa. Az OAF
antimikrobialis aktivitdsa régota ismert. A novényi sejtek képtelenek
mozgast végezni, koriilvenni és beburkolni a koérokozot, ellentétben az
immunrendszerrel rendelkezd szervezetekkel. OAF termelésére azonban
képesek. A hiperszenzitiv reakcid soran robbanasszerien felhalmoz6do
OAF koncentraciéja hasonlé mértékii, mint amennyi a kérokozok el-
pusztitdsara a human neutrofil granulocitdkban képzddik (Dangl et al.,
1996). A szuperoxid és a hidrogén-peroxid kozvetlen antimikrobiélis ha-
tassal van baktériumokra és gombakra in vitro és in vivo egyarant (EI-
Zahaby, 1995; Kirdly et al, 1993; Kiraly et al., 1997; Peng és Kuc,
1992). Elektronmikroszkopos felvételeken jol lathatod, hogy a hidrogén-
peroxid a ndvényi sejtfalaknak csak a baktériumsejtekkel érintkezd ré-

szein halmozddik fel, amikor Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
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hiperszenzitiv nekrozist idéz eld salatalevélben (Bestwick et al., 1997). A
hidrogén-peroxidnak ez a célzott felszaporoddsa a baktériumsejtekkel
¢érintkezé helyeken baktériumolé hatasu lehet. Az arpalisztharmat
(Erysiphe graminis f. sp. hordei) esetében is egysejtlézios hiperszenzitiv
reakcid és az appresszoriumok koriil lokalizalt szuperoxid és hidrogén-
peroxid mutathatd ki 2,6-diklér-izonikotinsavval indukalt szisztemikus

szerzett rezisztencia hatasara.

2.3.2. Sejthalal indukalasa

A nekrotikus betegségtiinetek egy része, pl. a hiperszenzitiv reakcio is, a
genetikailag programozott sejthalal (Greenberg, 1997; Pennell és Lamb,
1997) kovetkezménye. Annak ellenére, hogy sokszor megfigyelhetd par-
huzam a sejthalal és az OAF azt megel6z6 felszaporodasa kozott, nincs
rd meggy6z0 bizonyiték, hogy az OAF ténylegesen sziikséges a sejtek
megoléséhez. Az orvosi szakirodalomban tjabban az a legaltalanosabb
allaspont, hogy az OAF hozz4jarulhat a programozott sejthaldl kivaltasa-
hoz, de nem kozvetleniil felelds érte (Jacobson, 1996). A ndvények vo-
natkozéasaban Greenberg (1997) hasonlo véleményt hangoztat.

Amikor Pseudomonas syringae pv. glycinea inkompatibilis rasszaval
mesterséges fokozasa novelte a sejthalal mértékét, mig annak gatlasakor
a sejthalél is mérséklodott (Levine et al., 1994). Noha a K252A protein-
kinaz inhibitorral teljességgel gatolni lehetett a hidrogén-peroxid felhal-
mozodast, a sejthalal mértéke csak felére csokkent, ami arra utal, hogy a

hidrogén-peroxid nem az egyediili sejthalal-aktivald faktor (Glazener et
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al., 1996). Ezzel szemben mas megfigyelések arra engednek kovetkeztet-
ni, hogy nem a hidrogén-peroxid, hanem a szuperoxid jatszik jelentds
szerepet a sejthalal indukélasaban (Jabs et al., 1996). A korokozo fertdzé-
se nélkiil, spontan médon lokalis 1ézidkat képezd Isdl Arabidopsis mu-
tansban vizsgaltdk a sejthaldl indukcidjanak mechanizmusat. Meglepd
modon a kiviilrdl bejuttatott szuperoxid és hidrogén-peroxid koziil csak
az elobbi valtotta ki a 1ézioképzddést. A szuperoxidot termelé NAD(P)H-
oxidaz gatlasa 60-70 szazalékkal szoritotta vissza a sejthalalt.

Glazener et al. (1996) olyan baktériumtdrzseket vizsgaltak, amelyek a
hrp lokuszban bekovetkezett mutacidé miatt nem okoznak hiperszenzitiv
sejthalalt. Azt a meglepd felfedezést tették, hogy a Arp™ negativ mutansok
ugyanolyan mértékii oxidativ robbandst idéztek eld, mint a sejthalalt
okozo vad tipus. Burgonya, szdja és dohany sejtszuszpenzidban egyarant
ez volt az eredmény. Az OAF felszaporodasa tehat ez esetben nem idé-
zett eld sejthalalt.

A programozott sejthalal indukaléi nem minden esetben okoznak emel-
kedést az OAF szintjében. Ide sorolhat6 a szalicilsav is. Dohany izolalt
epidermiszében 500 UM szalicilsav sejthalalt indukalt, de OAF-
felhalmozodas nélkiil (Allan és Fluhr, 1997). Egy szalicilsav-hidnyos
sz0ja sejtszuszpenzioban a szalicilsav jelenléte (20 uM) 6nmagéban nem
vezetett nekrozishoz, ahogy Onmagaban az avirulens Pseudomonas
syringae pv. glycinea baktériummal valé fert6zés utan sem kovetkezett
be sejthalal (Tenhaken és Riibel, 1997). Bekovetkezett azonban akkor, ha
a szalicilsav és a baktérium egyszerre jelen voltak. A sejthalalt azonban

nem kisérte az OAF nagyobb aranya termelddése.
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Az antioxiddnsok nagyon hatdsos védelmet nyujtanak az abiotikus
oxidativ stresszekkel szemben. Nincs azonban meggy6z6 bizonyiték arra
vonatkozdan, hogy védenek-e a fert6zés altal indukalt nekrdzis ellen is.
a TMV okozta hiperszenzitiv nekrotizacioé jelentdsen csokkent, paprika-
levél esetében azonban elmaradt a hatas (Farkas et al., 1960). Dohany
esetében is csak a 1ézioszdm csokkent az aszkorbinsav hatdsara, mig a
1ézi6atmérd noétt (Parish ef al., 1965). A citrinin is gatolta a nekrotizaciot,
de a TMV szaporodasat és terjedését nem befolyasolta (Takusari és
Takahashi, 1979). Drechslera avenae-vel fertézott zab esetében 1 mM
aszkorbinsav gatolta a klorotikus tiinetek kialakuldsat (Gonner ¢s
Schlosser, 1992). Amikor szérum-albumin egy szazalékos oldataval
infiltraltak dohanyleveleket, a Pseudomonas pisi és a Pseudomonas
syringae okozta hiperszenzitiv nekrdzis csokkent (Kirdly et al., 1977).
Doke (1983) szerint a dohany mozaik virussal fert6zott Xanthi-nc levele-
ket szuperoxid-dizmutazt vagy katalazt tartalmazo6 oldatba helyezve kés-
leltetni lehetet a nekrozisok kialakulasat. A kezelt leveleken azonban
némi késedelem utdn még nagyobb 1€ziok jelentek meg, mint a kontroll
leveleken. A karotinoid antioxidans o-tokoferollal meg lehetett akada-
lyozni a lipid peroxidaciodt az inkompatibilis baktériummal fertdzott szdja
sejtszuszpenzid sejtjeiben (Tenhaken és Riibel, 1997). Habar a lipid per-
oxidok képzddését sikertiilt teljesen visszaszoritani, a szojasejtek pusztu-
lasanak mértékét ez egyaltalan nem befolyésolta.

Barna és munkatarsai (1993) a parakvat-rezisztens mutans dohdnynové-
nyekben emelt szintli antioxidans aktivitast allapitottak meg. A SOD,

GST, GR ¢és APX aktivitasa és a glutation koncentracidja is magasabb
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volt, mint a vad tipust dohanyban. A mutans széleskorii nekrozis-

ellenallosagat tapasztaltak biotikus és abiotikus stresszek soran.

2.3.3. Génaktivalas

Az OAF, de elsdsorban a hidrogén-peroxid, fontos jelhordozok is egy-
ben. A hidrogén-peroxid indukélja a GST-t és a glutation-peroxidazt
(Levine et al., 1994). A szuperoxidrol pedig kimutattak, hogy szerepe van

a petrezselyem fitoalexin szintézisének indukalasaban. (Jabs et al., 1997).

2.3.4. Indukalt sejtfal megszilarditas

Régota ismert és bizonyitott jelenség a korfolyamat kezdetén bekdvetke-
z0 sejtfal megszilarditas, amely soran a sejtfalfehérjék peroxidaz altal
katalizalt keresztkotodéssel megszilarditjdk a sejtfalat, és lassithatjak a
korokozo behatolasat. Ez az oxidativ robbanas soran keletkezd hidrogén-

peroxid altal befolyasolt folyamat. (Bradley ef al., 1992).

2.3.5. Az oxigén aktiv formainak szerepe a szisztemikus szerzett re-

zisztenciaban

2.3.5.1. A szisztemikus szerzett rezisztencia
A novények sokszor szisztemikus, az egész novényre kiterjedd valaszt

adnak a lokalis fert6zésekre, amely egy széles spektrumu, hetekig, hona-

pokig fennalld rezisztencidhoz vezet virusok, baktériumok €és gombak
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ellen egyarant (Ryals ef al., 1996). Az els6 fertdzés hatasara kifejlodo, és
a jovoben bekdvetkezd ujabb fertdézések ellen hatd rezisztenciat indukalt
rezisztencianak nevezzik (Ku¢, 1982). Az egész ndvényben kialakul,
ezért az indukalt betegségellenallosdg eme formajat szisztemikus szerzett
rezisztencianak (SzSzR) nevezziik. Erdekessége, hogy a kiilonbozé kor-
okozok okozta fertézések ugyanazt a tipust rezisztenciat idézik eld, ami
azt sugallja, hogy a sokféle stressz reakcio egy kozos utra terelddik a no-
vényi valasz kialakuldsa soran (Dangl és Holub, 1997; Ryals et al.,
1996). Az SzSzR indukcidja utdn azok a levelek is ellenalléva valnak,
amelyek csak késobb kezdenek kifejlodni (Bozarth és Ross, 1964). Ez
arra utal, hogy az SzSzR-t jellemzé megvaltozott allapot a novény egé-
szére kiterjed. A szerzett rezisztencia oltassal is atvihetd egyik novényrol
a masikra (Jenns és Ku¢, 1979). Az ellendllo uborka alanyra oltott ubor-
ka, sargadinnye és gordgdinnye egyarant ellenalléva lett. Az indukcio
tovaterjedése a novényben megakadalyozhato volt a hancsrész folytonos-
saganak megszakitasaval, ami azt bizonyitotta, hogy a rezisztenciat ki-
valto jel az indukalt levélbdl indul ki és a hancsrészben terjed (Guedes et
al., 1980). A sikeres indukcié utan még nincs azonnal észlelhetd ellenal-
16sag, sOt atmenetileg még fogékonyabb is lesz a novény. A konkrét gaz-
da - parazita kapcsolattol fliggden vesz igénybe par napot az SzSzR ki-
alakulasa (Ross, 1961D).

Annak ellenére, hogy mar egy évszdzada ismert jelenség, €s a természet-
ben fontos szerepet jatszik a betegségek elleni védekezésben (Chester,
1933), a korokozok altal eldidézett szerzett ellenallésagot mindeddig nem
tudta a mezdgazdasag hasznositani. Sem az SzSzR indukcidjahoz sziik-

séges inokulum kezelése, sem a novények mesterséges fertdzése nem
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valdsithatd meg a gyakorlatban. Ezért a kutatdsok az SzSzR biokémiai
mechanizmusanak megismerését céloztdk meg. A legnagyobb eredmény
ezen a téren, hogy a 90-es években megtalaltak az SzSzR egyik termé-
szetes aktivatorat, a szalicilsavat, ami sok ndvény ellenalloképességének
fokozéasaban miikodik kézre (Delaney et al., 1994; Malamy et al., 1990;
Métraux et al., 1990). Kozvetlen antimikrobialis hatasa nincs, de széveti
sziikséges a SzSzR kialakuldsdhoz (Delaney et al., 1994; Gaftney et al.,
1993). Ekes bizonyitékot szolgaltatott erre a szalicilsav-hidroxildz enzi-
met termeld transzgénikus dohany és Arabidopsis. Ez a bakterialis ere-
detli enzim rezisztenciat indukalo aktivitassal nem rendelkezd katecholld
alakitja a szalicilsavat. A transzgénikus novényekben a fert6zések nem
indukaltak az SzSzR-t, és romlott az altalanos védekezdképességiik, sok,

egyébként inkompatibilis korokozdval szemben fogékonnya valtak.

2.3.5.2. Korfolyamat-fiiggo (pathogenesis-related) fehérjék

Az SzSzR jelensége szoros kapcsolatban 4all a szalicilsav szintjének
emelkedésével és a korfolyamat-fiiggd (pathogenesis-related) fehérjék
felhalmozodasaval (Van Loon, 1997). A korfolyamat-fiiggd fehérjéket
TMV-vel fertézott hiperszenzitiven valaszold dohdnyokban mutattak ki
elészor (Van Loon és Van Kammen, 1970). Jelenleg kilenc novénycsa-
ladban, kétsziklieckben ¢és egyszikiiekben ismert az eléfordulasuk
(Linthorst, 1991; Ryals et al., 1996; Van Loon, 1997). Els6sorban az

extracellularis térben és a vakuolumokban halmozddnak fel. Mivel az
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SzSzR-rel szoros korrelacioban vannak, génjeiket az SzSzR-re jellemzd
géneknek is nevezik (Métraux et al., 1989; Uknes et al., 1992). Altalano-
san elfogadott ezen fehérjék felszaporodasat az SzSzR jeleként értékelni

(Ward et al., 1991).

2.3.5.3. Antioxidansok és a szisztemikus szerzett rezisztencia

Sok adat tamasztja ald, hogy az SzSzR bioldgiai és kémiai indukcioja
egyarant fokozza az antioxidansok aktivitasat (Fodor ef al., 1997; Gullner
et al., 1995; Lamb és Dixon, 1997; Levine et al., 1994). Az antioxidansok
aktivaloddsa onmagaban mégsem ad magyarazatot az SzSzR-re. Ugya-
nakkor az SzSzR indukdldsa az OAF altal is lehetséges. Hidrogén-
peroxidot termeld gliik6z/gliikdz-oxidaz rendszer infiltralasa Arabidopsis
levelekbe (Lamb és Dixon, 1997), valamint szuperoxidot képzd parakvat
vagy acifluorfén infiltraldsa uborkalevelekbe ugyszintén SzSzR-t indu-
kalt (Strobel és Ku¢, 1995). Az OAF-kezelés azonban nem tette ellenal-
lobba a fert6zésekkel szemben a transzgénikus NahG novényeket
(Neuenschwander ef al., 1995). Ez azt bizonyitja, hogy csak a szalicilsav
szintézisének indukciojan keresztiil tudja kifejteni az OAF a hatasat. A
hidrogén-peroxidrél megallapitottdk, valoban noveli a benzoesav-2-
hidroxilaz enzim aktivitdsat, amely a szalicilsav benzoesavbol torténd
képzddését katalizalja (Leon et al, 1995). Az SzSzR kialakuldsa
antioxidansok segitségével (Chen et al., 1995) és prooxidansok gatlasa-
val gatolhat6 (Lamb és Dixon, 1997), ami arra utal, hogy a szalicilsavon
keresztiil ugyan, de fontos szerepe lehet az OAF-nak az SzSzR kivaltasa-

ban.
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2.3.5.4. Szalicilsav

Két évtizede ismert, hogy a szalicilsavas vagy aszpirines kezelés do-
hanyban indukalja a korfolyamat-fiiggd fehérjéket és noveli az ellenallo-
sagot egyes korokozok, igy a TMV ellen (White, 1979). A 90-es évek
elején tartak fel, hogy dohany (Malamy et al., 1990), uborka (Métraux et
al., 1990) és Arabidopsis thaliana (Uknes et al., 1993) ndvények eseté-
ben, hogy a szalicilsav az SzSzR természetes szignalja. Paradicsom,
szoja (Raskin et al., 1990), burgonya (Yu et al., 1997), rizs (Silverman et
al., 1995) és arpa (Kogel et al., 1995) esetében a szalicilsav szerepe nem
egyértelmii. A TMV-vel fertdzott hiperszenzitiven reagaldé dohanyban
szalicilsav halmozodik fel a fertézott levélben (koncentracidja mintegy
50-80-szorosara nd), és némi késéssel szisztemikusan is, ahol 2-5-
szOrosére n a mennyisége (Malamy ef al., 1990). Hasonl6 eredményeket
kaptak dohany nekrozis virussal vagy Colletotrichum lagenariummal
fertézott uborka vizsgalatakor (Métraux et al., 1990). Ujabb eredmények
alapjan elmondhatod, hogy a szalicilsav egy illékony szarmazéka, a metil-
szalicilsav, a leveg0 utjan is eljut a tavolabbi levelekbe vagy a szomszé-
dos novényekbe (Seskar ef al., 1998; Shulaev et al., 1997).

Ellentmondasnak tinik, hogy a szalicilsavas kezelés csak lokalisan, a ke-
zelt levelekben indukdl rezisztenciat, de a szalicilsav mégis az SzSzR
szignalja, amely szisztemikus . A valasz igen egyszerli: nem a
szalicilsav a szisztemikus szigndl, de egy ismeretlen hatasra
szisztemikusan serkentddik a termelése (Meuwly et al., 1995), ezért a
hatdsa szisztemikus. A legfrissebb eredmények szerint uborka esetében

nem a fertézetlen levelekben, hanem a szarban ¢és a levélnyélben szinteti-
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zalodik a szisztemikus indukcioért felelds szalicilsav (Smith-Becker et

al., 1998).

PR fehérjék
kifejezod ése

PR fehérjék
kifejezddése

PAL és CHS

5. abra A szalicilsav és a sejthalal indukcidjanak Gsszefiiggése (Van Camp, et

al, 1999)

A szalicilsav bioszintézise fenil-alaninbdl indul ki és halad fahéjsavon,
orto-kumarsavon és benzoesavon keresztiil (Lee ef al, 1995; Smith-
alanin-ammonia-liaz gatlasaval fogékonysagot indukalt Arabidopsis no-
vényekben a Peronospora parasitica inkompatibilis rasszdval szemben
(Mauch-Mani és Slusarenko, 1996). A szalicilsav szerepének mélyebb
megértése végett genetikailag modositott Arabidopsis thaliana, majd
Xanthi-nc dohdnyndvényeket hoztak 1étre a Pseudomonas putida szalicil-

sav-hidroxilaz génjének bevitelével. A szalicilsav-hidroxilaz a szalicilsa-

41



vat az SzSzR indukcidja szempontjabdl inaktiv katecholld alakitja -
ra). A katechol nem halmozodik fel a transzgénikus névényekben, hanem
tovabbalakul (Mur et al., 1997). A Pseudomonas putida PpG7 torzsébdl a
nahG (Delaney et al., 1994), a NC1B9816 torzsébdl az SH-L szalicilsav-
hidroxilaz gént (Bi et al., 1995) izolaltak.

COOH .. OH
Szalicilsav-
ﬁ
hidroxilaz
OH OH
szalicilsav katechol

6. abra A szalicilsav-hidroxilaz katecholla alakitja at a szalicilsavat

A szalicilsav-hidroxildz hatisara alig mutathatd ki szalicilsav a
transzgénikus novényekben (Mur ef al., 1997; Vernooij et al., 1994). A
szalicilsav és az SzSzR kapcsolatardl tovabbi ismeretanyagot szolgaltat-
tak az Arabidopsis mutansok. A cim3 (Lawton et al., 1993) és a cpri
(Bowling et al., 1994) mutansokban folyamatosan aktiv az SzSzR. Ma-
gas benniik a szalicilsav koncentracidja, valamint a korfolyamat-fiiggd
fehérjék szintje. A cim3 és a cprl rezisztenciajat a nahG gén letorte, bi-

zonyitva ezzel, hogy a szalicilsav az, ami indukalja az ellendllésagot.
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2.3.5.5. Szovetelhalas és a szisztemikus szerzett rezisztencia

Az SzSzR hatasara a fert6zés okozta nekrotikus tiinetek mérséklodnek, a
TMV-fert6zott szalicilsavat lebont6 NahG dohdnyokra pedig fokozott
mértékii nekrotizacio jellemzd (Delaney et al., 1994). Az, hogy az SzSzR
egyben nekrdzis elleni rezisztencia is, abiotikus stresszek, pl. parakvat
kezelés toleraldsaban nyilvanul meg legszembetiinbbben (Kirdly et al.,
1991; Strobel és Ku¢, 1995). Ennek a jelenségnek a mechanizmusa nem
tisztazott, mert érdekes modon a szalicilsav altaldban nem gatolja, hanem
inkabb serkenti a sejthalalt.

A TMV-fertézés okozta 1ézidképzddés egy nekrozis eldtti és egy
nekrotikus szakaszra oszthatd. Kb. 4 o6rdval a nekrotikus tlinetek kiala-
kulésa eldtt veszi kezdetét az OAF robbandsszerti felszaporodasa (Mur et
al., 1997). A nekrotikus szakaszon beliil megkiilonboztethetd egy gyors
1ézionovekedéssel jellemezhetd inicidlasi periodus €s a 1ézidnovekedés
fokozatos csokkenésével meghatarozhato korlatozasi fazis. A sejthalal a
fertdzést kovetd 40 ora tijan kezdddik egy 0,5 mm-nél kisebb atmérdji
teriileten, de a 48. oraig is elhuzdodik a 1€ziok keletkezése (Mur et al.,
1997). A nekrozisok megjelenése utdn az OAF felhalmozddasa a 1éziok
kortil gytri alakban elhelyezkedd zonara jellemzd (Doke €s Ohashi,
1988; Mur et al., 1997). A szalicilsav szintézisének emelkedése szorosan
kapcsolodik a nekrotikus tiinetek kialakulasahoz. A fert6zés utani 42.
orara kétszeresére no a koncentracioja, de igazan csak a harmadik napra
emelkedik meg jelentdsen, kozel szdzszorosdra. A szalicilsav-hidroxilazt
termeld transzgénikus novények 1ézidi mar eleve nagyobb atmérdvel je-

lennek meg, és a késobbi novekedésiik liteme is mintegy duplaja a vad
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tipusu dohanyban mértnek. Esetiikben a 1ézidk novekedése nem all le,
hanem a nekrdzis tovabb terjed a fertdézott leveélrdl a szarra és a szomszé-
dos levelekre is (Gaftney et al., 1993; Mur et al., 1997). Meglepé mddon
nem a szalicilsavszint 3. napi szazszoros ndovekedése jatszik dontd szere-
pet a lokalis 1éziok méretének kialakitdsaban, hanem a 2. napi kétszeres
emelkedés (Mur et al., 1997). A késobbi fazisban felhalmozodott szali-
cilsav feltehetden az SzSzR kialakitdsdban vesz részt.

A szalicilsavval el6kezelt Xanthi-nc novények esetében a 1éziok a kezdeti
megjelenésiikkor mar kisebbek, mint a kezeletlen kontrollban, és a to-
vabbi ndvekedési titemiik is kisebb (White, 1979). Ezekben a novények-
ben a nekrotizacié hamarabb kezdddik el és gyorsabban zajlik le, de talan
éppen ennek kovetkeztében lesznek kisebbek a 1éziok (Mur et al., 1997).
A szalicilsavat lebont6 transzgénikus dohanyokra a TMV-fertézés utan a
nekrotizacid késébbi megjelenése és elhuzodésa a jellemzd, ami sulyo-
sabb elhalashoz vezet.

Irodalmi adatok alapjan (Hammerschmidt és Ku¢, 1982; Rasmussen et
al., 1991), miszerint a megfeleléen megvalasztott koérokozoval torténd
fertdz¢és mar a tiinetek kialakulasa eldtt mitkddésbe hozza a szerzett re-
zisztencia specifikus jelatviteli mechanizmusat. Sem 24, sem 32 draval a
fertdzés utan nincs még visszafordithatatlan sejtkarosodas, mert alkalmas
beavatkozassal (pl. a Ca**-csatornak La’"-nal vald blokkolasaval) meg
lehet eldzni a sejthalal bekovetkezését Tehat nem csak a nekrotizacio ké-
pes SzSzR-t indukalni.

Az SzSzR indukaldsahoz tehat nincs sziikség nekrdzisra, elegendd a kor-
okoz¢ felismerése is. A TMV-vel fertdzott hiperszenzitiven reagald do-

hany alacsony parcialis nyomasu oxigén jelenlétében nem képez 1ézidkat,
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a virusreplikacid és virusterjedés azonban lokalis 1éziok nélkiil is gatolt,
¢és a virus gatlasaval egyiitt az SzSzR is indukalodik (Mittler ef al., 1996).
Nekrozist okozd korokozokkal fert6zott, etilén irant érzéketlen
Arabidopsis mutansok nekrotikus tiinetei rendkiviili mértékben csdkken-
tek, de az SzSzR ennek ellenére kialakult (Bent et al., 1992; Lawton et
al., 1994).

Szamos abiotikus oxidativ stressz, pl. parakvat, 6zon, tdmény sooldat ké-
pes az SzSzR indukalasara (Kiraly et al., 1991; Sandermann et al., 1998;
Strobel és Ku¢, 1995).

Egyes Arabidopsis mutansok levelein steril koriilmények kozott is elhalt
foltok jonnek létre, utanozva a nekrotikus tiinetekkel jard betegséget. A
spontan nekrdzisok genetikailag programozott sejthalal kovetkezményei.
Ilyenek az IsdI-Isd7 sorozat tagjai, és az acd2 (Ryals et al., 1996). Erde-
kességiik, hogy a fertdzés nélkiil megjelend 1ézidk hatdsara is kialakul az
SzSzR (Dietrich et al., 1994; Weymann et al., 1995). A spontan 1éziokat
képezd Isdl és 1sd6 Arabidopsis mutansokban végbemend sejthaldl a
szalicilsav képzddésének fliggvénye (Ryals ef al., 1996). Ennek ellenére
a vad tipust Arabidopsisokban és dohanynovényekben csak extrém ma-
gas koncentraci6 mellett tapasztaltak sejthalalt szalicilsavkezelést kove-
tden. A magas foku ellendllosaggal bird, szalicilsavat alland6 magas
szinten tartalmazo6 cim Arabidopsis mutansokon sem lathatok még mik-
roszkopikus 1€ziok sem (Ryals et al., 1996). Ezzel szemben sejtszusz-
penziok vagy izolalt szovetek esetében a szalicilsav jelenléte eldsegiti a
sejthalal bekovetkezését (Allan és Fluhr, 1997; Fauth et al, 1996; Kaur-
Sawhney et al., 1981; Shirasu et al., 1997; Tenhaken ¢és Riibel, 1997).
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2.4. Novény — virus kapcsolat

A virusfertézés kimenetelét elsésorban a virusgenom és ndvényi genom
kapcsolata hatarozza meg. A fertézésre adott névényi valaszokat megje-
lenési formajuk alapjan harom csoportba sorolhatjuk. Ugyanazon rezisz-
tencia formakat a novényi és virusgenom kozti kiilonb6z6 kolcsonhatas-
ok is kialakithatnak. ,,Immunitasrol” beszélhetiink, ha a fert6z6 virus nem
képes replikacidra a novényi sejtben. Nincsenek lathato tiinetek. A re-
zisztencia ezen megjelenési formdja sejt szinten fejezddik ki. Tobbféle
mechanizmus vezethet ehhez a megjelenési formahoz. Pl. a névényben
nincsenek olyan kompatibilis faktorok, amelyek lehetévé tennék a virus-
replikaz 1étrejottét, vagy a ndovényi enzimek specifikusan lebontjak a vi-
rusproteineket és nukleinsavakat. ,,Korlatozas” esetén a virusfertdzés
csak az altala fert6zott sejtre, vagy néhany sejtre korlatozodik Pl. HR-t
indukal, illetve nekrotikus 1ézidkat okoz. De el6fordulhat, hogy a gazda-
szervezet komponensei inkompatibilisak a virus mozgasat eldsegitd fe-
hérjével és ez akadalyozza meg a virus tovaterjedését. Ez a rezisztencia-
forma nem sejt szinten fejezddik ki. ,,Visszaszoritasrol" akkor beszélhe-
tiink, ha a virusreplikatumok a fert6zott sejtben alacsonyabb szinten feje-
zO0dnek ki mint egy fogékony gazdandvényben. Nagyon sok faktor ki-
valthatja ezt, aminek kovetkeztében a virus replikacioja vagy épp mozga-
sa szignifikansan csokken. A rezisztenciaforma kifejezddhet sejt szinten
is, valtozatos tiineteket produkalva a tiinetmentest6l az enyhe tiinetekkel
rendelkezdkig. Egy masik besoroldsi forma szerint ,,passziv” vagy ,,ak-
tiv’ formdjat kiilonboztetjik meg a virusok elleni rezisztencidnak. A

passziv rezisztencia esetében a virus valamely funkcidjanak gatlasarol

46



beszéliink, mig az aktiv rezisztencia esetében a gazdaszervezet viruselle-
nes reakcidinak aktivalasarol van szo6 (Xiong, 1999).

Mint koztudott, a virusok obligat sejten beliili parazitak, teljes mértékben
a gazdandvénytdl fligg mind a replikaciojuk, mind a ndvényben torténd
elterjedésiik. Ha a fert6z6 virus egy fogékony gazdaban megtelepszik és
replikalédasra azaz szaporodasra képes, akkor a megfert6zott sejtbdl a
plazmodezméakon keresztiil ujabb sejteket fertéz meg, valamint a
szallitbedényrendszeren keresztiil, leggyakrabban a floémen keresztiil
megkezdi a hosszabb tavii mozgést a ndvényben. A virusok mozgasa a
novényben két hatarozottan elkiiloniilé fazisra bonthatd. Az elsOben a
korokozd az inicidlisan megfert6zott epidermisz  sejtekbdl  a
plazmodezmékon keresztiil a szomszédos epidermisz sejtekbe, illetve a
mezofillum sejtekbe, innen pedig a vaszkularis rendszerbe jut- nem fel-
tétleniil virion formajaban. Ezt a fazist, amelynek utolsé 1épése a virus
hancsrost sejtekbe jutdsa, lokalis mozgasnak nevezik. A masodik fazis a
virus transzlokéacioja a floémben, melyet hossza tavii mozgéasnak nevez-
nek. Harom Iényeges feladat el6tt all tehat a ndvényben szisztemizalddni
igyekvé virus. At kell jutnia az epdermisz illetve a mezofillum
plazmodezmain, a nyaldbhiively sejtek, a kisérosejtek ¢és a
hancsparenchima sejtek specidlis plazmodezmain a rostasejtekbe, és vé-
gil a floémarammal az uj levelekbe jutva ki kell szabadulnia a
vaszkularis rendszerbdl. Megjegyzendd, hogy a floémparenchima sejtjeit
0sszekotd plazmodezmak nagymértékben kiilonboznek a mezofillumban
illetve az epidermiszben taldlhatoktol. Ez alapjan a novény védekezd
stratégiai tobbfélék lehetnek: vagy a replikaciot vagy a kétféle elterjedési

modd valamelyikét gatolja (mindkét mozgésforma feltétele a 1étezé nové-
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nyi transzport és kommunikacios utak valamint a gazdaszervezet részvé-
tele) (Kim ¢és Palukaitis, 1997).

Ezen gének termékei koziil szamos esetben bebizonyosodott, hogy koz-
vetlen hatasuk van az egyes korokozé gombdk és baktériumok ellen. De
egyikrol sem sikeriilt tisztazni, hogy milyen szerepe lehet a virusok ellen
kifejtett rezisztencia esetében. Az utdbbi évek kutatdsai eredményei arra
engednek kovetkeztetni, hogy a szalicilsav a virus replikéciojat, illetve
elterjedését egyarant gatolhatja, azaz olyan inhibitorok termelddését in-
dukalhatja, amelyek akadalyozzék a replikédciot vagy az elterjedést. Je-
lenlegi bizonyitékok alapjan aszalicilsav a virusreplikdciora a TMV ¢s
PVX esetében (Naylor et al., 1998), illetve a szisztemikus elterjedésre a
CMV esetén lehet hatdssal (Chivasa et al., 1997; Murphy et al., 1999;
Bergstrom et al.,1982;).

Figyelemre méltd, hogy a virus korlatozasa nem igényli lokalis 1¢éziok
képzédését. Erdekes parhuzam ez a mozaik tiinetet mutatoé dohanylevelek
un. zold szigeteinek viselkedésével, melyek virusmentesek, és mestersé-
gesen sem fertdzhetok meg TMV-vel (Murakishi és Carlson, 1976).

A hiperszenzitiv reakciot ado dohanynovények esetében a fertdzéssel ki-
valtott SzSzR-indukci6 ellentmondd eredményeket szolgaltatott. Egyes
szerzOk azt tapasztaltdk, hogy az SzSzR hatdsara csokken a virusrep-
likacio (Ross, 1966; Stein et al., 1985), mig masok nem talaltak ilyen
Osszefiiggést (Fraser, 1979; Szirdki et al., 1980). Szalicilsavkezelés hata-
sara azonban megfigyelheté a TMV sejtrol-sejtre terjedésének és a virus

replik4ciojanak a visszaszorulasa is (Mur et al., 1997; White et al., 1983).

48



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novények, mikroorganizmusok és anyagok

3.1.1. Novények

Kisérleteinket a kovetkezd novényekkel végeztiik:

Xanthi-nc dohannyal (Nicotiana tabacum L. cv Xanthi-nc, a tovabbiak-
ban Xanthi-nc), amely rendelkezik a Nicotiana glutinosa dohanybol
szarmazd N génnel, igy dohdny mozaik virussal szemben (tobacco
mosaic tobamovirus, TMV) rezisztens. Ez a rezisztencia HR megjelené-
sével nyilvanul meg, a virus nem képes szisztemizalodni a ndvényekben.
A NOVARTIS Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kdzpontja (Research
Triangle Park, NC, USA) jovoltabol rendelkezésiinkre allt a Xanthi-nc
dohanytorzs (ezutan NahG), amely magas szinten termeli a Pseudomonas
putida baktériumbol szarmazd nahG gén altal koédolt szalicilsav-
hidroxilaz enzimet. A szalicilsav-hidroxildz a szalicilsavat katecholld
(1,2-dihidroxi-fenol) alakitja, ezért a NahG képtelen felhalmozni a szali-
cilsavat (Gaffney et al., 1993). Kisérleteinkbe a 8-10 hetes kort elért no-
vényeket vontuk be.

A Chenopodium quinoa Wild. a libatopfélék (Chenopodiaceae) csaladja-
ba tartozik. A Magyarorszagon nem Oshonos C. quinoa a virusdiagnosz-
tikdban gyakran alkalmazott novény. Kvantitativ vizsgalatokra alkalmas
lokalis és szisztemikus gazda (CHEQU/AHL, AHS). A kisérleteket 6-8

hetes, 6 lombleveles fejlettségi allapoti novényeken végeztiik.
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Az uborkandvények (Cucumis sativus L., Regal csemegeuborka fajtaje-
161t, Agro-veritas Kft.) az uborka mozaik virussal szemben toleransak. A
novényeket 10 napos szikleveles allapotban, valamint 20 napos 2 lomb-
leveles fejlettségi allapotban alkalmaztuk a kisérletekben.

Az itt felsorolt novényeket tiveghdzban neveltiik normal koriilmények
kozott (16 h természetes megvilagitds / 8 h sotét periddus, 20-25°C ho-

mérsékleten).

3.1.2. Mikroorganizmusok

A kiilonb6z6 gazda-parazita kolcsonhatasokban a kovetkezd virusokat
alkalmaztuk (. téblazat). A dohany mozaik virus (tobacco mosaic
tobamovirus, TMV/ egyszali RNS-t tartalmaz, palcika alaka) Ul-es tor-
zsét Nicotiana tabacum L. cv Samsun nn fogékony gazdandvényben tar-
tottuk fenn. A tipikus mozaik tlineteket mutatdé novények leveleit
Sorensen pufferben homogenaltuk (1g levél / Sml pufferben), majd spa-
tulaval bedorzsoltik a novényekbe. A dohany nekrozis virust (tobacco
necrosis necrovirus, TNV/egyszali RNS-t tartalmaz, izometrikus alak)
parhuzamosan dohényon (Xanthi-nc és Samsun) és babon (Phaseolus
vulgaris WILLD. cv Red Kidney) egyarant fenntartottuk. Dohényon
HR-t okoz, mig babon lokalis nekrozisokat és érnekrozist. Ezen virusok
esetében toményebb szuszpenziot alkalmaztunk (1g levél / 2 ml puffer).
Uborkan (Cucumis sativus L.) és cukkinin (Cucurbita pepo L. var.
giromontiina GREB., Black Beauty), valamint a Cucurbitaceae csalad

mas fajain, siitétokon (Cucurbita maxima DUCH.) tartottuk fenn a
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2. tablazat A kisérletekben alkalmazott virusok és fenntartasuk.

virus magyar neve ¢és torzse,
roviditése (angol neve), virus
genetikai 4llomanya, virus alakja elektron-
mikroszkdopos képe

virus fenntartasa névényben

novényfertézés: x g levél / Sml Sorrensen pufferben

dohany mozaik virus Ul-es torzse
TMV Ul (tobacco mosaic tobamovirus )

ss RNS virus, palcika alakt

fenntartasa: Nicotiana tabacum L. cv Samsun nn

novényfertdzés: 1g levél / Sml Sorrensen pufferben

dohany nekrdzis virus
TNV (tobacco necrosis necrovirus)

ss RN virus, izometrikus alaka

fenntartasa: Nicotiana tabacum L. cv Samsun nn és Xanthi nc
Phaseolus vulgaris WILLD. cv Red Kidney

novényfertézés: 1g levél / 2 ml Sorrensen pufferben

cukkini sarga mozaik virus 10-es torzse
ZYMV-10 (zucchini yellow mosaic potyvirus)

ss RNS virus, fonal alaka

fenntartasa: uborkan Cucumis sativus L. és cukkinin
(Cucurbita pepo L. var. giromontiina GREB., Black Beauty);
siit6tokon (Cucurbita maxima DUCH.)

novényfertézés: 1g levél / Sml Sorrensen pufferben

uborka mozaik virus U264-es torzse
CMV-U264 (cucumber mosaic cucumovirus)

ss RN virus, izometrikus alaka

fenntartasa: Nicotiana tabacum L. cv Samsun nn

novényfertdzés: 1g levél / Sml Sorrensen pufferben

chenopodium mozaik virus
SoMV (sowbane mosaic sobemovirus,)
ss RNS virus,
izometrikus alakt
fenntartasa: Chenopodium quinoa
novényfertdzés: 1g levél / Sml Sorrensen pufferben
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cukkini sarga mozaik virust, annak ZYMV-10-el jelolt torzsét,
(zucchini yellow mosaic potyvirus, ZYMV / egyszali RNS-t tartalmaz,
fonal alak). Itt a TMV-nél alkalmazott toménységli szuszpenzidval vé-
geztik az inokulaciot. Az uborka mozaik virus U264-es torzsét
(cucumber mosaic cucumovirus, CMV / egyszali RNS-t tartalmaz,
izometrikus alaku) Samsun dohanyndvényeken tartottuk fenn, az atolta-
sokat a TMV-nél alkalmazottak szerint végeztiik (1g levél / 5 ml puffer).
A chenopodium mozaik virust (sowbane mosaic sobemovirus, SOMV /
egyszali RNS-t tartalmaz, izometrikus alaka) Chenopodium quinoa-an
tartottuk fenn. Az atoltdsokat a toményebb szuszpenzidval végeztiik.

A virusok fenntartdsandl alkalmazott Sérensen puffer 0,05 M-os foszfat

puffer, amit hat rész Na,HPO4-bdl és négy rész KH,PO4-bol készitettiink.
3.1.3. Anyagok
A kisérletekben végzett analitikai méréseknél alkalmazott asvanyi sok,

enzimek, oldatok analitikai mindségliek voltak. Részben a Reanal, rész-

ben Sigma ¢és Fluka cégek termékei.

3.2. Novénykisérleti és analitikai modszerek

3.2.1. A kulonbozo kisérletek beallitasai

A tizhetes Xanthi-nc és NahG novényeket a TMV U, torzsével fertdztiik.

A fertézéseket a fenntartasnal is alkalmazott tdménységii szuszpenzioval
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végeztikk. A levelek felszinét egyenletesen karborundummal meghintet-
tiilk, majd spatula segitségével bedorzsoltiik a szuszpenziot. Eldszor a
sziklevél folotti negyedik és 6todik valodi levelet fertdztiik, hogy indu-
kaljuk a rezisztenciat a felsé levelekben. Két héttel késobb fertdztiik az
immar ellenallova lett hatodik €s hetedik levelet. A fert6zott ndvényeket
a mérések folyaman azokhoz a kontroll névényekhez hasonlitottuk, me-
lyek leveleit a kisérlet beallitasakor csapvizzel kezeltink. A C.quinoa
novényeket négy kiillonbozd virussal fertdztiik, TNV-vel, mely lokalis
nekrozisokat okoz a novényen, TMV-vel, mely szintén lokalis nekrozist
okoz, de kialakulasdnak ideje hosszabb, ZYMV-vel, mely lokalis
klorézist okoz, valamint SoMV-vel, mely szisztemizalodik a névényben,
mozaik tlinetet okozva. A hat lombleveles fejlettségi allapotu ndvények
harmadik, negyedik levelét fertoztiik, a feliilfertézéseket pedig egy hét
elteltével az 6tddik, hatodik levélszinten végeztiik. A feliilfert6zést min-
dig TNV-vel végeztiikk. A fertézés modja megegyezik a fenntartasoknal
leirtakkal. A nyolc napos uborkandvényeken, a kovetkezd virusfertdzé-
seket végeztiik el: TNV-lokalis nekrdézisokat okoz a ndvényen, ZYMV-
szisztemikus klorozist, mig a CMV mozaik tiinetek okoz, azonban ez
utobbi az uborka rezisztencija miatt nem jelenik meg a névényeken. A
feliilfertézéseket itt is TNV-vel végeztiik, a két fertdzés kozott hét nap
telt el. A fertézések sordn a fenntartasokbdl a tipikus tlinetek mutatd no-
vények leveleibdl a fenntartdsndl alkalmazott szuszpenziokat készitettiik
el, és azokkal fertztiink. Minden esetben steril dorzsmozsarat és spatu-
lat, valamint karborundumot alkalmazva. A kontroll novények levelét

csapvizzel kezeltiik.
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3. tablazat Az egyes novényeken végzett kisérletek beallitasai.

novény

Virus

(elso ferto-

7€s)

tinetek

Virus
(ismétlo
fert6zés)

Nicotiana tabacum L. | TMV U, ™V U,
cv Xanthi-nc
Nicotiana tabacum L. | TMV U, nekrotikus 1ézi6 (NI) | TMV U,
cv Xanthi-nc NahG
TNV nekrotikus 1€z16 (N1)
TMV Ul | nekrotikus 1éziot (N1)
Chenopodium quinoa okoz, de kialakulasa-
nak ideje hosszabb TNV
ZYMV-10 | klorotikus 1ézi6 (Chl)
SoMV szisztémikus klorozis,
mozaik tiinet (M)
TNV nekrotikus 1€z16 (NI)
Cucumis sativus L. ZYMV mozaik tiinet (M)
Moringa fajtajelolt CMV mozaik tlinet (M) TNV

de itt nem jelenik meg
(uborka rezisztens)

A kisérleti beallitasoknal a szemléltetett varidciokat alkalmaztuk.

A mintavétel a hatodik levélbdl tortént. Méréseket végeztiink az abszolut

kontroll (A), az els6 fertézésen atesett (B), az SzSzR-t kifejezd novénye-

ken, azok fertézetlen (C) és fertdzott (D) levelén.

3.2.2. Szalicilsav kezelés

Szalicilsav (2-hidroxi-benzoesav) natriumsdjanak 800 UM toménységi

vizes oldatat fecskenddvel injekcioztuk a levéllemezbe (White, 1979).

Annyi oldatot juttattunk be, amennyi telitette a sejtkdzotti jaratokat. A

kontroll leveleket vizzel injektaltuk.
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7. dbra A virusokkal torténd fert6zések, kihivo fert6zések €s a mintavétel helye:
A- abszolut kontroll, B- els6 fertdzés, C- a fertozott levél feletti rezisztencia al-
tal indukalt, fertézetlen levél, D- az SzSzR-t kifejezd, indukalt és fertdzott levél,

a mintavétel helyét a nyil szemlélteti.

3.2.3. Mintavétel

A mintavétel soran iigyeltiink, hogy a fertdzott ndvény folyamataira jel-
lemz6 mintat vegyiink. Az egyes folyamatok erdssége levélszintenként
kiilonbozhet, mint ahogy a virussal valo fertézhetdség is levélszintenként
valtozo. A novények kora is hatdssal van a virusfertézésre és a biokémiai
jellemzOkre egyarant. Ezért az Osszehasonlithatosdg érdekében az egy-
1d6s novények koziil is mindig az azonos méretiicket valogattuk ki, €s
azonos levélemeleteken végeztiik a kezeléseket is €s a méréseket is. Mi-
vel a kezeletlen novények példanyai kozott is lehetnek jelentds eltérések
az ¢élettani folyamatokban, nagyszamu mintavételt tartottunk sziikséges-
nek. A mintdkat mindig a levélerek kozti teriiletekrdl vettiik. A kiilonbo-

z0 virus - gazda kapcsolatok tiineti megnyilvanuldsa befolyasolja a min-
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tavétel idopontjat és helyét. Az enzimaktivitasok a lokalis nekrotikus és
lokalis klorotikus tiinetek esetében a fertdézési helyekhez kozel esé szo-
vetrészekben valtoznak jelentdsebben, igy a foltokat kozvetleniil kortil-

vevo még zold szovetrészekbdl vettiik a mintat.

3.2.4. Gélelektroforézis

A szuperoxid-dizmutaz (SOD) (E. C. 1.15.1.1) aktivitasat poliakrilamid
gélben tortént elektroforézis és szelektiv festés utan denzitométerrel hata-
roztuk meg (Fodor ef al., 1997). A modszer lehetdséget nytjtott a kiilon-

b6z0 1izoenzimek elkulonitésére.

3.2.4.1. Nyers enzimkivonat készitése

A sejtmentes enzimkivonatot 0 - 4 °C kozotti hdmérsékleten készitettiik.
A kezelt és a kontroll levelekbdl 0,5 g mintat vettliink, amit el6hiitott
dorzsmozsarba helyeztiink, folyékony nitrogénnel fagyasztottunk ¢és mo-
zsartorével homogenaltunk, mintanként 2 ml 4 °C-os homogenalé puf-
ferben. A homogenalasra szolgalo 0,1 M foszfat puffer (7,8 pH) 4 vegyes
% vizoldékony polivinil-pirrolidon K 25-6t és 5 mM 2-merkapto-etanolt
tartalmazott. A homogenatumot centrifugaltuk (12000g, 20 perc, 4 °C),

¢s a feliiluszot vittiik fel a gélre.

3.2.4.2. Fehérjetartalom mérése

A kivonat fehérjetartalmat Bradford (1976) modszere alapjan hataroztuk
meg. A Bradford-reagens ugy késziilt, hogy 50 mg Coomassie brilliant
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kéket 25 ml 95 %-os etanolban feloldottunk, majd keverés kozben 50 ml
85 %-os foszforsavat adtunk hozza, végiil 500 ml-re feltoltottik desztil-
lalt vizzel és atsziirtik 4 réteg szlrOpapiron. A kiivettaba 1,5 ml
Bradford-reagens, 1,5 ml desztillalt viz és 20 ul feliilisz6 keriilt, majd
595 nm hullamhosszon mértiikk a szinreakciot Shimadzu UV 160A
(Kyoto, Japan) tipusti spektrofotométerrel. Marha szérum-albumin fel-

hasznaléasaval allitottunk fel kalibracios gorbét.

3.2.4.3. A mintak futtatasa a gélben

Az elektroforézist 10 %-o0s, 2 mm vastagsagu és 120 mm hosszusagu
lapgélen, nativ koriilmények kozott, 4 °C-on végeztik, fiiggdleges allasu
késziilekkel. Szeparalo géliink 6,24 ml (30 % akrilamidbdl és 0,8 % bisz-
akrilamidbol 4ll6) akrilamid oldatot, 2,4 ml 3 M-os (8,8 pH) TRIS-HCI
oldatot, 12,56 ml desztillalt vizet, 96 ul 10 %-os ammonium-peroxi-
diszulfatot és 11 pl tetrametil-etilén-diamint tartalmazott. A gyijté gél
0,5 ml akrilamid oldatbol, 1 ml 0,5 M-os (6,8 pH) TRIS-HCI oldatbol,
2,5 ml desztillalt vizbdl, 20 pl 10 %-os ammonium-peroxi-diszulfatbol és
4 ul tetrametil-etilén-diaminbol allt.

A gélre mintanként 40 pg fehérjét tartalmazo enzimkivonatot vittiink fel.
A fehérjetartalom meghatarozasat Bradford (1976) mddszere alapjan vé-
geztiik. A futtatd puffer 14,4 g glicint és 3,0 g TRIS-HCI-t tartalmazott
(8,3 pH) literenként. A futtatast 1 6ran keresztiil 20 mA, majd mintegy 3
oran at 40 mA aramerdsséggel végeztilk. A vizsgalat soran alkalmazott

puffereket Davis (1964) szerint allitottuk Ossze.
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3.2.5. Szuperoxid-dizmutdz mérése

A futtatast kovetden a gélen talalhaté SOD izoenzimeket Beauchamp és
Fridovich (1971) negativ festési modszerével tettiik lathatova. 50 ml 50
uM (7,8 pH) Na-foszfat pufferben feloldottunk 1,13 mg riboflavint és
87,6 mg EDTA-Na,-t. A kapott oldatot két részre osztottuk, ¢és az egyik
felében feloldottunk tovabbi 40 mg p-nitrotetrazolium-kéket, majd le-
szlirtliik és elegyitettiik az oldat masik felével. A reagensek fényérzéke-
nyek, ezért sotétben tartottuk az oldatokat. Az igy nyert elegyben 30 per-
cig razattuk a SOD aktivitas vizsgalatara szant gélt. Az el6hivast a gél 10
percig torténd megvilagitdsaval végeztiikk (200 W, 30 cm). A megvilagi-
tas hatasara az egész gél lilara szinezddott, kivéve a SOD-ot tartalmazo
zonakat. A kvantitativ kiértékelést Shimadzu CS-930 (Kyoto, Japan)
denzitométerrel végeztik 560 nm hullamhosszon. A SOD izoenzimek

aktivitasa a denzitogram megfeleld gorbéje alatti teriilettel aranyos.

3.2.6. Enzimaktivitasok fotometrias mérése

A peroxidaz (POX) (E. C. 1.11.1.7), katalaz (KAT) (E. C. 1.11.1.6),
glutation S-transzferaz (GST) (E. C. 2.5.1.18), glutation-reduktaz (GR)
(E. C. 1.6.4.2), aszkorbat-peroxidaz (APX) (E. C. 1.11.1.11) és dehidro-
aszkorbat-reduktaz (DAR) (E. C. 1.8.5.1) aktivitasat Shimadzu UV 160A
spektrofotométerrel mértiik. A mérést ellendrzott hdmérsékleti (25 °C)

kiivettahdzban végeztiik.
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3.2.6.1. Nyers enzimkivonat készitése

A sejtmentes enzimkivonatot 0 - 4 °C kozotti hdmérsékleten készitettiik.
A kezelt és a kontroll levelekbdl 0,5 g mintat vettiink, amit eléhiitott
dorzsmozsarba helyeztiink, folyékony nitrogénnel fagyasztottunk ¢és mo-
zsartorovel homogenaltunk, mintanként 3 ml hideg homogenalé puffer-
ben. A homogenald puffer 0,05 M-os TRIS-HCI puffer (7,8 pH), amely
7,5 vegyes % vizoldékony polivinil-pirrolidon K 25-6t és 1| mM EDTA-
Naj,-t tartalmazott. A homogenatumot centrifugaltuk (12000g, 20 perc, 4
°C), ¢és a feliiliszot alkalmaztuk az aktivitasok méréséhez. Az enzimki-

vonatokat a mérés teljes id6tartama alatt jégen (jeges vizfiirdd) taroltuk.

3.2.6.2. Aszkorbat-peroxidaz

Az APX aktivitasdnak mérése Nakano ¢€s Asada (1981) modszere alapjan
tortént. A reakcidelegy 2,25 ml végtérfogata 2 ml 0,2 M-os TRIS-HCI
puffert (7,8 pH), 100 ul 5,625 mM-os aszkorbinsav oldatot, 50 ul nyers
névényi enzimkivonatot és 100 ul 11,25 mM-os H,O; oldatot tartalma-
zott. Az aszkorbinsav fogyasabol eredd abszorpcidvaltozast kvarc
kiivettdban 290 nm-en 3 percig mértiik. A kontroll meghatarozéaséara szol-
gal6 elegy nem tartalmazott H,O,-ot. Az aszkorbinsav molaris extinkcios

koefficiense (€) 290 nm-en €599 = 2,8 mM! cm L.
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3.2.6.3. Dehidroaszkorbat-reduktaz

A DAR aktivitasdnak mérése Asada (1984) moddszere alapjan tortént. A
reakcidelegy 2,3 ml végtérfogatdban 2 ml 0,1 mM EDTA-Na,-t tartalma-
z6 0,05 M-os natrium-foszfat puffert (6,5 pH), 100 ul 0,5 mM-os
dehidro-aszkorbinsav oldatot, 100 ul 1 mM-os redukalt glutation oldatot
(a dehidro-aszkorbinsavat és a glutationt ugyanebben a pufferben oldot-
tuk) és 100 ul nyers ndvényi enzimkivonatot tartalmazott. Az aszkorbin-
sav (€5 = 14 mM™! cm'l) felszaporodasa miatt bekdvetkez6 abszorpcio-
valtozast 265 nm-en kvarc kiivettaban 3 percig mértiik. A kontroll reak-
ciodelegyet novényi kivonat nélkiil készitettiik. Az aktivitds szamitasanal a

két mérés kiilonbségét alkalmazzuk.

3.2.6.4. Glutation-reduktdz

A GR aktivitasdnak mérését Halliwell és Foyer (1978) mddszere alapjan
végeztiik, figyelembe véve Klapheck et al. (1990) modositasait. A reak-
ciodelegy 2,5 ml végtérfogata 2 ml 0,2 M-os TRIS-HCI puffert (7,8 pH),
100 pl 2,4 mM-os NADPH-t, 300 ul 5 mM-os oxidalt glutation oldatot és
100 pl nyers novényi enzimkivonatot tartalmazott. Az oxidalt glutation
(€340 = 6,2 mM™" cm™) fogyasabol eredd abszorpciovaltozast 340 nm-en
3 percig mértiik. A kontroll aktivitast glutation hozzaadéasa nélkiil allapi-

tottuk meg.
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3.2.6.5. Glutation S-transzferdz

A GST aktivitasat Mauch ¢és Dudler (1993) szerint hataroztuk meg. A re-
akcioelegy 2,75 ml végtérfogatdban 2 ml 0,1 mM EDTA-Na,-t tartalma-
76 0,1 M-os natrium-foszfat puffert (6,5 pH), 0,5 ml 20 mM-os, a fenti
pufferben oldott redukalt glutationt, 150 ul 18,3 mM-os, etanolban oldott
1-kl6r-2,4-dinitro-benzolt és 100 pl ndvényi kivonatot tartalmazott. Az 1-
k16r-2,4-dinitro-benzolbol képzédott konjugatum (g340 = 9,6 mM™' cm™)

crer

kontroll elegy nem tartalmazott névényi kivonatot.

3.2.6.6. Katalaz

A KAT aktivitasat Aebi (1984) szerint mértiik. A reakcioelegy 2,15 ml
végtérfogatban 2 ml 0,1 M-os (6,0 pH) foszfat puffert, 100 ul 270 mM-os
H,O, oldatot és 50 pl ndvényi kivonatot tartalmazott. A H,O;
(€240 = 6450 mM™' cm™) fogyasat 240 nm hullamhosszon kvarc
kiivettaban 3 percig kovettiik nyomon. A kontroll elegy novényi kivonat

nélkil készult.

3.2.6.7. Peroxidaz

A POX aktivitasat fotometriasan guajakol szubsztratum segitségével,
Rathmell és Sequeira (1974) mddszere alapjan hataroztuk meg. A reak-
cioelegy 2,45 ml végtérfogata 2,2 ml 0,1 M-os (6,0 pH) foszfat puffert,
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100 pl 50 mM-os guajakolt, 100 ul 32,5 mM-os H,O; oldatot és 50 pl
ndvényi kivonatot tartalmazott. A guajakolbol keletkezd tetrakonjugatum
(8436 = 106,4 mM™ cm™) képzédését 436 nm hullamhosszasagon 3 percig

kovettiikk nyomon. A kontroll elegy névényi kivonatot nem tartalmazott.

3.2.6.8. Aszkorbat-tartalom mérése

crer

san mértiik. A levélbdl 0,3 g-ot homogenaltunk az enzimkivonatok ké-
szitésénél leirt modon 3 ml 1 M-os HCIO,4 oldatban, majd a szuszpenziot
centrifugaltuk (12000g, 20 perc, 4 °C). A feliiluszobol 100 pl-t kivettiink
¢s 2 ml borostyankdésav pufferhez (12,7 pH) adtuk. Az igy nyert oldat
pH-janak 5,5-6,5 kozott kell lennie. Az oldat extinkcidjat az elegyités
utan azonnal megmeértiik 265 nm-en. A mérés utan 5 egység aszkorbat-
oxidaz enzimet adtunk az oldathoz, és az extinkcio csokkenését 265 nm-
en kovettiik, amig a minimumot el nem érte. A két mérés kiilonbsége
aranyos az oldat aszkorbat tartalmaval. Az aszkorbat ismert koncentraci-

0ju oldatainak felhasznalasaval kalibracios gorbét készitettiink.

3.2.7. A sejthalél kimutatasa

A fert6zott novény leveleibdl levélkorongokat vagtunk, amelyeket
Evans-kék biologiai indikator 0,5 %-os vizes oldataval infiltraltunk és 15
percig inkubaltunk. A f6loslegben 1év0, meg nem kotott festéket csapviz-

zel mostuk ki a sejtkozotti jaratokbol fecskendd segitségével. Az Evans-
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kék azokat a sejteket festi meg, amelyek membranjai olyan mértékben
karosodtak, hogy nem képesek megakadalyozni a festék behatolasat a
citoplazmaba (Baker ¢és Mock, 1994). Az eredményeket sztereomik-

roszkoppal vizsgaltuk, fényképezdgéppel rogzitettiik.

crer

zasa

A H;0; jelenlétét a TMV-fertdzott dohanylevelekben szdvettani festéssel
is kimutattuk 0,1 %-os 3,3’-diaminobenzidin (3,8 pH) vakuum-
infiltralasa révén (Thordal-Christensen et al., 1997). A leveleket 2 6ra
inkubacié utan 0,15 % triklor-ecetsavat tartalmazo kloroform:etanol 1:5
aranyu elegyében szintelenitettiik el 24 6ra alatt, majd 50%-os glicerin-
ben taroltuk.

A hidrogén-peroxid mérésére hasznalt modszer a xilenol narancs festék
reakcidjat hasznalja fel, mely spektrofotométerrel detektalhatdo (Marre et
al., 1998). Ezt az eljarast elsésorban az Un. sejtkozti mosd folyadékban
(IWF-ben) 1év6 H,O, meghatarozasara hasznaltuk. A desztillalt viz segit-
ségével nyert IWF-hez 1:1 aranyban festéket tartalmazo elegyet adtunk
(50mM H,SO4, 500 uM FeSO4, 500 uM (NH),SO4, 200 mM szorbit,
200 uM xilenol narancs). A reakcioelegyet 25 °C-on 45 percig inku-
baltuk. Az extinkciét 560 nm-en mértiik, ismert H,O, mennyiségekkel

kalibracios gorbét készitettiink.

63



3.2.9. A szuperoxid gyok kimutatasa

A TMV-vel fert6zott dohanylevelekben végbement sejthalal soran ter-
mel6dott  szuperoxid kimutatdsdra nitrotetrazoliumkék  (2,2°-di-p-
nitrofenil-5,5’-difenil-3,3’-[3,3’-dimetoxi-4,4’-difenilén]-ditetrazdlium-
klorid) indikatort (NBT) hasznaltunk Doke (1983) szerint. A 10 mM
NaNjs-ot tartalmazd 10 mM-os Na-foszfat pufferben 0,1 vegyes % NBT-t
oldottunk fel sotétben (a festék fényérzékeny). Az NBT-bdl a szuper-
oxiddal valo reakcioja utan kékes szinli vizoldhatatlan formazan csapa-
dék rakodik le. A szinreakcio azokat a helyeket jelzi, ahol a szuperoxid
jelen volt. A fertézott levelekbdl 2 cm atmérdjii korongokat vagtunk ki €s
vakuum alatt infiltraltuk az NBT oldattal. A mintakat 15 percig szoba-
hémérsékleten fényben inkubaltuk, majd sztereomikroszkop alatt lefény-
képeztiik. A mintdk -elszintelenitését ¢és taroldsat a 3,3’-diamino-
benzidines festésnél leirt modszert kovetve végeztik. Az NBT-festés
szuperoxidra valo szelektivitdsat gy ellendriztiik, hogy szuperoxid-
dizmutazt (1600 U ml™") vagy katalazt (2000 U ml™) kevertiink a fests-
elegybe.

3.2.10. Mono-dehidroaszkorbat gyok meghatarozasa elektronspin rezo-

nancia spektroszkopiaval

Az MDA® ESR spektroszkopias meghatarozasat Hideg er al. (1997) méd-
szere alapjan végeztiik. A 4 mm X 25 mm-es levéldarabokat a levelek ko-
zepébdl vagtuk ki, megkeriilve a f6 levéleret, majd a levélszegmenseket

fondkjukkal felfelé a mintatartoba helyeztiik, amelyet végiil az ESR ké-
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sziilékbe helyeztiink. Az MDA® szinteket X-savu (kb. 9,2-9,6 GHz) ESR
abszorpcioként Bruker EC-106 spektrométerrel detektaltuk az MDA®-bél
képzddd duplett jel alacsony térerdsséghez tartozd csticsandl. A kisérleti
feltételek a kovetkezok voltak: 9,35 GHz mikrohullamu frekvencia,
2mW teljesitmény valamint 100 kHz-es modulécios frekvencia, 0,1 mT
modulécios amplitado, 1 masodperces integraldsi id6 mellett. A sotétben
mért MDA gyok alapszintjeinek meghatarozdsanal a mintdkat 30 mésod-
percre a késziilékbe helyeztiik. A fény altal kivaltott MDA gyok jelet op-
tikai szalon at, KL-1500-as lampaval 220 uM m™s™ PAR fényerdsséggel
tortént megvilagitas utan mértiilk. A méréseket a levélszegmensek levaga-
sat kovetd 2 percen beliil végeztiik. Az MDA gyok relativ koncentracioit

az alacsony térerdsséghez tartozé derivalt jel magassagabol kaptuk meg.

3.2.11. Flavonoidok vizsgalata vékonyréteg-kromatogratiaval

Isaken (1991) alapjan tortént a flavonoidok vizsgalata. A novénylevelek
1g-jat 2 napon at, rdzogépen (200 rpm), 25 °C-on 3 ml metanolban inku-
baltuk, majd az igy nyert névényi kivonatokat szilikagélen (Kieselgel 60,
Merck, Németorszag) elvalasztottuk. A kromatogramok kifejlesztéséhez
a réteggel befedett lemzet olddszert tartalmazd kadba helyeztiik, melyet
lefedtiink, valamint az edény oldalainak feliiletét az oldoszerrel atitatott
sziir6papirral befedtiik. Az oldoszer a kapillaris erék hatasara a rétegben
egyenletesen emelkedett, kozben az alkotorészek a megoszlastol fiiggd
mértékben elmozdultak. A kifejlesztett kromatogramot megszaritottuk,
majd az elvalasztott anyagokat szinreagenssel, lathatova tettiik. A futta-

toelegy etilacetat : ecetsav : hangyasav : viz - 100 : 11 : 11 : 27 (v/v)
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aranyu elegye. A futtatast 40 °C-on torténd szaritas kovette, majd a rea-
gens felvitele a vékonyréteg-lapra. A reagens minden esetben az 1%-os
metanolban oldott 2-aminoetil-difenil-borsav (w/v) volt. A szobahdémér-
sékleten torténd szaritds utan a lemezek tartdsitasa kovetkezett 5%-os
PEG 400 etanolos oldataval. A polifenolokat UV-fényben detektaltuk,
mindségi meghatarozasuk Ry értékeik alapjan tortént. Az illeté minta re-
tencios faktora (Ry) értéke nem mas mint az anyag és az olddszerfront
kindulasponttdl mért elmozdulasanak a hdnyadosa. Az egyes mennyiségi
meghatarozasokat Shimadzu CS-930 denzitométeren ismert koncentraci-
0ju standard flavonoid oldatok Ry értékeinek segitségével végeztiik el. A

standardokat a mintakkal egyiitt futtattuk.

crer

crcr

rel mértiik, Clark és Adams (1977) alapjan.

Az ELISA szerologiai vizsgalat leirasa:

1. lépés: 200 upl 1 mg/ll ,coating-pufferben oldott protein-A
(Staphylococcus aureusbol) felvitele az ELISA lemez iiregeinek fe-
lilletére, 4 oras inkubalas kb. 35 °C-on ¢€s végiil mosas.

2. 1épés: a TMV U, torzsére specifikus IgG antiszérum felvitele 500-
1000 x-es higitasban (200-200 pl /iireg), 4 6rads inkubalas 35 °C-on,
mosas.

3. 1épés: mintak felvitele
e 0,4 g ndvényi mintat 2 ml kivoné pufferben homogenaltunk, majd

centrifugéltunk (12000 g, 4°C, 6 perc)
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e amintdkat az iiregekbe mértiik (200-200 ul)

e inkubdcio egy ¢jszakan 4t hiitében 4 °C-on

e mosas: 3-szor desztillalt vagy csapvizzel, majd 2-szer PBS-
Tween mosopufferrel.

. 1épés: masodik IgG réteg felvitele a 2. 1épéssel egyezé moddon.

. 1épés: 200 ul 4000 x higitast protein-A-jelzéenzim konjugatum fel-

vitele, 4 ora inkubalas 35 °C-on, mosas.

. 1épés: az enzim szubsztratjanak felvitele

Orto-fenilén-diamin szubsztrat elkészitése:

50 ml citromsavas-foszfat pufferben sotétben, kevertetés mellett fel-
oldunk 1 kapszula OPD-t

50 ml bidesztillalt vizben feloldunk 1 tabletta Hyperolt (H,O; oldatot
kapunk)

a H,O; oldatb6l 500 pl-t az OPD-oldathoz mériink

az igy nyert elegybdl 150 pl-t bemériink az ELISA lemez iiregeibe
inkubalas 35 °C-on, a pozitiv mintak esetében rovid idon beliil kifej-
18dik a szinreakcio

a szin kialakuldsa utén tiregenként 50 ul 4N H,SOj4 oldattal leallitjuk
a folyamatot

a lemezt ELISA-leolvasoval 492 nm-en értékeljiik

ey

szonyitjuk

A felhasznalt oldatok elkészitése

A ,,coating”puffer 1,59 g Na,COs-ot, 2,93 g NaHCOs-ot és 0,2 g NaN;-ot
tartalmazott 1 liter oldatban (pH = 9,6). A PBS oldat 7,2 g NaCl-ot, 0,3g
KH,POs-ot, 1,44 g Na,HPO4(2H,0)-ot és 0,1g Merthiolatot (Na-2-[etil-
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merkuri-merkapto]-szalicilat) tartalmazott 1 liter oldatban (pH = 7,4). A
PBS-Tween moso puffer 0,5 ml Tween-20-at tartalmazott 1 liter higitott
PBS oldatban. Az IgG puffer 1% marha szérum-albumint vagy kézonsé-
ges tejport tartalmazo PBS-Tween oldat volt, melyet a tejpor szuszpen-
daldsa utan tobb réteg szlirOpapiron atsziirtiink. A kivon6 puffer 2 v%
polivinil-pirrolidon tartalma IgG puffer volt, a konjugatum puffer pedig
azonos volt az IgG pufferrel. A citromsavas-foszfat puffer 5,6 g citrom-
savat és 11,2 g Na,HPOy-ot tartalmazott 1 literben (5,0 pH). Az alkali-
kus-foszfataz szubsztrat puffer 97 ml dietanolamint, 0,2 g MgCl,(6H,0)-
ot ¢s 0,2 g NaNj3-ot tartalmazott literenként (9,8 pH).

3.2.13. Az alkalmazott statisztikai eljarasok
Legkevesebb harom fiiggetlen kisérletet végeztiink minden esetben, ¢€s
egy kisérlet soran legaldbb 3 parhuzamos mérésre keriilt sor. Az adatokat

Student-féle t-probaval hasonlitottuk ossze. Az eltérést P = 0,05 szinten

mindsitettiik szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Mono-dehidroaszkorbat gyok vizsgalata dohany mozaik

virus altal fertozott dohanynévényekben

Az aszkorbat fontos, a szovetekben nagy mennyiségben megtalalhatd
antioxidans, direkt gyokfogd képessége folytdn mono-dehidroaszkorbat
gyok (MDA®) képzodik. Az egészséges novényben az aszkorbat regene-
ralodasa gyors, igy e gyok enzimatikusan vagy diszproporcionalodas so-
ran visszaalakul aszkorbattd. Az MDA® nagymennyiségli és tartos fel-
halmozddasa azonban az antioxidans €s prooxidans egyensuly eltolodasa-
ra utal. A kutatoknak megndvekedett MDA® mennyiséget szamos abioti-
kus stressz esetében sikeriilt kimutatni. Munkénk sordn a korokozd

okozta stressz kovetkeztében keletkezd MDA® mennyiségét vizsgaltuk.

4.1.1. A dohany mozaik virus okozta szdveti nekrotizacid

A Xanthi-nc és a NahG dohanyokat a TMV Ul-es torzsével fertoztiik.
Két nappal a fertdzést kdvetden az inokulalt leveleken nekrotikus 1éziok
alakultak ki. A 1éziok szamat és méretét vizualisan vizsgaltuk. A tiinetek
megjelenésének idopontjdban nincs kiilonbség a két dohanytipus kozott,
a nekrozisok atmérdje azonban a NahG esetében nagyobb, mint a Xanthi-

nc-ben (4. tablazat), amit irodalmi adatok is igazolnak (Gaffney et al,
1993).
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4. tablazat A TMV-fert6zott Xanthi-nc és NahG dohanyok nekrotikus

1ézidinak atmérdje és cm’-kénti szama a fertézést kovetd masodik napon

.VA:1 ) TMYV lézioatmérok )
Léziok szama cm“-ként
levelek a felso leveleken
a felso leveleken + SD
kezelése + SD (mm)
Xanthi-nc NahG Xanthi-nc NahG

Puffer 1,26 £0,31 2,04+0,39 6,89 £2,1 7,53+2,44

™V 0,56 £ 0,24 1,97 £ 0,40 3,76 1,14 7,76 £ 2,05

TMV ismétlé | 0,35+0,11 nem mért adat | 2,35+0,65 | nem mért adat
inokulacio.

A mindkét dohanytipusban bekovetkezd lokalis hiperszenzitiv nekrozis
ellenére a viruslokalizaci6 a NahG-ben nem teljesen sikeres (Delaney et
al, 1994). A fertézott levél koriil elhelyezkedd szarrész is
nekrotizalodhat, és a sejthaldl atterjedhet a szomszédos levelekre is. A
Xanthi-nc esetében a nekrotizacio korlat nélkiili terjedése nem tapasztal-
hato. Irodalmi forrasok szerint a sejthalél kiterjedése a virus jelenlétével
korrelacioban van (Mur et al., 1997). Fodor et al. (1997) mérései szerint
a NahG dohanyban 3 nappal a fert6zés utan a TMV mennyisége
27-34 %-kal nagyobb, mint a Xanthi-nc-ben. Mur et al. (1997) szerint a
nekrozisok koriili egy centiméteres gytirliben, a szalicilsav-hidroxilazt
tartalmaz6 transzgénikus dohdnyok esetében, nagyobb volt a TMV-
koncentraci6. A virusreplikacio mértékét 22 és 32 °C-on ELISA segitsé-
gével vizsgaltuk (5. tablazat). A 22 °C-on tartott fertdzott ndvényeken
nekrotikus 1éziok fejlédtek, mig magasabb hémérsékleten a ndvények
tiinetmentesek maradtak. Ha azonban a hdémérsékletet 32 °C-rél

22 °C-ra csokkentettiik, a novényeken nagy kiterjedésti, sokszor Ossze-
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fiiggd nekroézisok alakultak ki. A viruskoncentracioval egyenesen ara-
nyos extinkciokat az szemlélteti. A magasabb hémérsékleten
tartott novényekben nagyobb a virusszam, a kopenyfehérjét képzett viru-
sok szama; valdsziniileg a virus RNS mennyiségében nagyobb eltérése-
ket lehet kimutatni (Szécsi et al., 1999), a nekrozis kialakuldsa mindkét
ndvényben egyarant gyorsabb. A 22 °C-on kezelt Xanthi-nc és NahG do-
hanyok kozotti kiilonbségek jelentdsebbek, mind a masodik, mind a ne-
gyedik napon. A Xanthi-nc névényekben a nekrézisok megjelenését (kb
36-39 o6ra) 3-5 oraval megel6zden jelentés mennyiségli szalicilsav hal-
mozodik fel, mig a NahG novényekben ez az emelkedés 1-2 ordval a
sejthalal el6tt kovetkezik be és 6tszor kevesebb a megemelkedett szalicil-

sav mennyisége, mint a Xanthi-nc-ben.

5. tablazat A viruskopenyfehérje felhalmozddas mértéke a 22 és 32 °C —on tar-
tott Xanthi-nc és NahG novényekben, a viruskdpenyfehérje mennyisége egye-

nesen aranyos az extinkcidval.

ELISA 492 nm-en mért extinkcios értékek

Hoémérséklet | Napok szdma 2 4 6
22°C Xanthi-nc 0,045 £ 0,0020,128 £ 0,011|0,132 £ 0,017
NahG 0,048 £ 0,004 (0,182 +0,012|0,147 £ 0,018
32°C Xanthi-nc 0,078 £ 0,006/0,220 + 0,016|0,198 £ 0,013
NahG 0,099 £ 0,005(0,252 +0,011|0,225 + 0,021

Ezek az eredmények részben alatdmasztjak a szalicilsav fontos szerepét a

virusok elleni rezisztencidban (Malamy et al., 1992; Chaerle et al., 1999).
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4.1.2. A mono-dehidroaszkorbat gyok felhalmozddasa dohany mozaik

virusfert6zott dohanyndvényekben

Az egészséges dohanyndvények levelei kismennyiségii MDA®-6t tartal-

maznak (7. dbrafA, [8. abra és [10. abrafA). E gydk az élettani folyamatok

soran aszkorbatbol keletkezik és azza is alakul vissza, MDA -reduktaz és
ferredoxin segitségével. A Xanthi-nc €s NahG dohanyok kontroll nové-
nyei kozo6tt nem talaltunk valodi eltéréseket az MDA® képzddését illetéen
(nem szemléltetett adatok). A TMV fert6zést, a lathatéd tiinetek megjele-
nésével parhuzamosan, az MDA nagymennyiségii felszaporodasa koveti,

(7. abra)B, B. abralés [10. abra). Ez az emelkedés a Xanthi-nc-ben tobb

szazszoros, a NahG-ben, ahol a nekrotikus 1€ziok kiterjedése is nagyobb,
az MDA® mennyisége is jelentdsebben nd a Xanthi-nc-hez hasonlitva (El
C és B). Ezek az eredmények az MDA® és a szovetnekrozis kozotti
korreldciora utalnak, ami tovabbi bizonyitéka a TMV indukalta sejthalél
¢s az oxidativ stressz kozotti osszefliggésnek (Doke és Ohashi, 1988). Az
MDA® allandosult megndvekedése utal az MDA® és az aszkorbatta torté-
n6 redukceio kozotti egyensulyvesztésre is (Heber et al., 1996).

A megvilagitas soran mért ESR jelek nagyobbak, mint a sotétben észlel-

tek (8. abra] 0. dbra|és [10. dbra). Az MDA® fény hatdsara bekdvetkezd

novekedését az irodalomban is megtalaljuk (Heber et al., 1996;
Hideg et al., 1997). A fertdzott levelek sotétben €és fényben mért ESR je-
leinek kiilonbsége, meglepd mddon, a kontrollhoz képest nem valtozott
szignifikansan. A mért MDA gydk jelek tobbségiikben (60-70%) fligget-

lenek a fénytdl. Vonatkozik ez mind a kontroll, mind a fert6zott levelekre
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(B. 4bra} 9. abra|és [10. 4bra), és arra utal, hogy a fotoszintetikus apparatus

karosodasa aranyos a sejt tobbi részeinek karosodasaval.

A fény altal kivaltott MDA®-képz3dés visszavezethetd az elektronoknak
az oxigénre majd az aszkorbinsavra keriilésével. A TMV fert6zés elsod-
legesen a PS II-t karositja (Hodgson et al., 1989), valamint gétolja az

elektronaramlast a kloroplasztiszban (Seo et al., 2000).

Fertézetlen levél s6tétben

A

Fert6zetlen levél fényben

__./\/\/___._

TMV-fert6zott levél s6tétben

ESR abszorpciod (valasztott egység)

TMV-fert6zott levél fényben
| | 1

333.5 3340 3345 3350 3355

Magneses térer6sség (mT)

8. abra A Xanthi-nc kontroll és fertozott novényekben fényben és sotétben mért

MDA"® ESR spektrumai 2 nappal a fert6zést kovetden
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20
Il Sotétben
1 Fényben
15 +
10

MDA jelintenzitasa (vélasztott egységek)

A (100x) B

9. abra Az MDA" szintje a TMV-fert6z6tt dohanylevelekben a fert6zést kovetd
masodik napon. A mintavétel helye az alulrol szamitott hatodik valodi levél. A-
kontroll Xanthi-nc, B- fert6z6tt Xanthi-nc, C- fertézott NahG, D- rezisztencia-
val (SzSzR) rendelkezo fertézott Xanthi-nc

Az elektrontranszport gatlasa kovetkeztében csokken a redukalt ferre-
doxin és NADPH mennyisége, amelyek feleldsek az aszkorbatnak MDA®
redukciojan keresztiili regeneralasaért. Ugyanakkor a PS II gatldsa nem
sziikségszerlien felelds az MDA® mennyiségének novekedéséért, mivel az
alacsonyabb sebességli elektrontranszport visszafogottabb szuperoxid
termeléshez és APX-okozta MDA® képzddéshez is vezet. Bar az APX
nemcsak a kloroplasztiszokban, hanem mas sejtorganellumokban is jelen
kabb az OAF aszkorbaton keresztiili direkt atalakitdsa, nem pedig a
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megnovekedett APX aktivitas a felelds. Eltekintve az eldbb emlitett le-
hetdségektol, a TMV altal karositott sejtek kloroplasztiszai is hozzajarul-
hatnak a fényfliggd, megnovekedett MDA® jel kialakulasahoz, a benniik
képz6dd OAF és az aszkorbat kolcsonhatasaval (Foyer et al., 1994).

Hl sotétben
1 Fényben

0,5

MDA jelintenzitasa (valasztott egységek)
7

0,0 -

10. abra Az MDA® gyok szintje a fertézetlen felsd levelekben. A mintavétel
helye a hatodik valodi levél. A- kontroll Xanthi-nc, B- SzSzR indukciot kovetd
2. napon, C- az SzSzR indukciét kdvetd 12. napon, D- a kétszeresen indukalt
(indukcidt kdveté masodszori un. erésito-fokozo fertézés-a 9. napon) Xanthi-nc

fertozetlen hatodik levele
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Az MDA® gyok altal kivaltott ESR jel nagyobb része fiiggetlen a fénytdl,
ami arra utal, hogy az OAF képzdédése nem csak a kloroplasztisszban
torténik. Az OAF keletkezésének helyei ugyantgy lehetnek a
mitokondriumok, a citoplazma, vagy az apoplaszt illetve a vakuolum
(Elstner és Osswald, 1994, Lamb és Dixon, 1997, Takahama et al., 1999)

18.

4.1.3. A szisztemikus szerzett rezisztencidval rendelkezd, dohany mo-
zaik virussal fert6zott dohdnylevelek mono-dehidroaszkorbat

gyok akkumulacidja

A Xanthi-nc dohany TMV-vel megfert6zott levelei fokozott ellenallosa-
got mutatnak, ha ismételt fert6zés éri dket. Ez a Ross (1961a) altal leirt
lokalis szerzett rezisztencia jelensége. A Xanthi-nc-vel ellentétben a lo-
kalis szerzett rezisztencia nem alakul ki a NahG novényekben. A maso-
dik TMV-fertézés hatasara a NahG novények ugyanolyan nagy
nekrotikus foltokat képeznek, mint az els6 fertézés soran (Delaney et al.,
1994). Egy héttel a TMV-fertézés utan a Xanthi-nc ndvény nem fertézott
leveleiben, tehat szisztemikusan is kialakul a szerzett rezisztencia (Ross,
1961Db).

Az SzSzR-rel rendelkez6 ndvények masodszori, Un. kihivo fertézése utan
a 1ézidszam csokkenése altaldban csak akkor figyelhetd meg, ha a re-
zisztencianak a tlinetekre gyakorolt hatdsa nagyfoka. Evans-kék festéssel
azonban a szabad szemmel nem lathaté mikroléziok is kimutathatok

(Balazs et al., 1976), melyeket ha szintén figyelembe vesziink, mar nincs
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csOkkenés a 1€ziok szamaban. Az SzSzR-t elsésorban a nekrdzisok atmé-
réjének csokkenése jellemzi.

Két héttel az elsd fertdzést utdn a Xanthi-nc dohdnyokban ¢észlelhetd az
SzSzR jelensége. A feliilfert6zést kdvetden vizsgaltuk a nekrotikus tline-
teket D és B). Az MDA" ESR jele ezekben a feliilfert6zott leve-
lekben kisebb, mint a rezisztenciaval nem rendelkezo, fertozott levelek-
ben D és B). Arra a kovetkeztetésre jutottunk, miszerint az
MDA® alacsonyabb jele 6sszefliggésben van a kisebb szovetnekrozissal.
Fodor et al., (1997) elézetes eredményei alapjan megndvekszik az
antioxidans kapacitds az SzSzR-rel rendelkezd levelekben. Megndtt a
szuperoxid-dizmutaz, glutation S-transzferdz és a glutation-reduktaz en-
zimek aktivitasa, valamint megemelkedett a redukalt glutation mennyisé-
ge is az SzSzR-el rendelkezd Xanthi-nc levelekben. Arra azonban nincs
bizonyiték, hogy az ESR jel cs6kkenéséért a megemelkedett antioxidans

kapacitas, vagy a kisebb szovetnekrozis a felelds.

4.1.4. A szisztemikus szerzett rezisztenciaval rendelkez6, fertzetlen

dohanylevelek mono-dehidroaszkorbat gyok akkumulécidja

Bér az SzSzR mechanizmusa a mai napig nem tisztazott, tobbek kozt az
sem, hogy pontosan mi minden sziikséges a kialakuldsahoz, de az tény,
hogy szalicilsavra sziikség van (Durner és Klessig, 1995). A szalicilsav
mind szisztemikusan megfigyelték (Malamy et al., 1990). Tovabba a
szalicilsav az extracellularis szuperoxid termelddését is stimulalja

(Kawano et al., 1998).
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Ezen megfigyelésekkel kapcsolatosan ugyan kicsi, de szignifikans kii-
16nbségii MDA® ESR jelet mértiink (7. dbralC, [10. abra/B és A) a TMV
indukalta SzSzR-t kifejezd, de fertézetlen Xanthi-nc levelekben. A jel

intenzitasa alacsony, de a kontrollhoz képest az eltérés még igy is valodi

a fent emlitett levelekben, mint ahogyan a TMV-fertdzott levelekben is

(D. 4bra|B és [10. 4brafB). Ez a megfigyelés alatamasztja Alvarez et al.

(1998) vizgalatait, miszerint a lokalis fertézés szisztemikus
mikrooxidativ robbanast (burst) indukdl a névény tavolabbi fertdzetlen
részeiben. Az MDA® szisztemikus felszaporodasa a fert6zetlen levelek-
ben az alsé leveleken kifejlodé nekrotikus tiinetek megjelenésével
egyidében torténik. 12 nappal a virusfertdzést kovetden, amikor az
SzSzR mar megjelent a felsé levelekben, azonban nem taldltunk valédi
kiilonbséget az MDA gydk szintjében a felsé fertdzetlen levelekben, a
kontrollhoz viszonyitva (C és A). Ugy tiinik, hogy a
szisztemikus mikrooxidativ robbanas (burst) atmeneti jelenség, amely
megeldézi az SzSzR kifejlodését, amely altalaban 10 nappal az alsé leve-
lek fertézése utan fejlodik ki. Ha a Xanthi-nc dohany alsobb levelét 7
nappal az els6 fertézés utan ujrafertézziik erdsebb rezisztencia jelenik
meg. A fertézetlen levelekben mért MDA® jel is nagyobb, ez az un. foko-
70 fert6zés (az indukciot megismételjiik - booster inocu-lation) eredmé-
nyének tekinthetd D). Az MDA® szisztemikus akkumulacioja-
val kapcsolatos eredményeink alatamasztjak Alvarez et al. (1998) -nak az
SzSzR mechanizmusarol alkotott elképzeléseit, bizonyitottdk, hogy az
Arabidopsis leveleinek avirulens baktériummal torténd fertézése masod-
lagos mikrooxidativ robbanast (burst) okoz a fertézetlen levelekben, amit

kevés mikrolézid (egysejt 16zid) kialakulésa is kovet. Ez a modell felté-
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telezi, hogy az elsédleges oxidativ robbanas (burst), amelyet a
nekrotizald korokozd valt ki indukalja a szisztemikus valaszt, mig a ta-
volabbi szovetekben fellépé masodlagos mikrooxidativ robbanas (burst)
az SzSzR kialakulasaért felelds.

Ez a masodlagos mikrooxidativ robbanas (burst) a TMV-vel fertézott
Xanthi-nc tavolabbi fertézetlen, am SzSzR-t kifejezo leveleiben oka lehet
antioxidans védekezd rendszer is aktivalodik. Halliwell és Gutteridge
(1999) szerint az oxidativ stressz egyetlen bizonyitéka in vivo az
antioxidansok aktivalodasa. Ezt Fodor ef al. (1997) korabbi eredményei-
vel is igazolta, TMV-fert6zott Xanthi-nc-ben bizonyitottak, hogy az
SzSzR indukcidjanak kovetkezményeként az antioxidans rendszer jelen-
tds mértékben aktivalodik.

Osszefoglalva ezek az eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy az
antioxidans kapacitds megndvekedése az MDA® altal jelzett mikrooxida-
tiv robbanas (stressz) kovetkezménye, valamint a tavolabbi fertézetlen

levelekben megndvekedett MDA® szintje az SzSzR kialakulasat jelzi.

4.2. Szuperoxid gyok és hidrogén-peroxid vizsgalata inkompa-

tibilis és kompatibilis gazda-parazita kapcsolatokban

Chenopodium quinoa ¢€s uborkandvényeket kiilonbozo virusokkal
ferztiink. Az egyes gazda-parazita kapcsolatok tiineti megnyilvanula-
sukban, illetve kompatibilitasukban kiilonboztek részben. A kisérletek-
ben alkalmazott kapcsolatokat a 3. tablazat szemlélteti. Vizsgéltuk a szu-

peroxid gyok és a hidrogén-peroxid képzddését egyrészt az elsd alka-
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lommal fertézott levelekben, masrészt a mar szisztemikus szerzett re-

zisztenciaval rendelkez0 ismételten fertozott levelekben.
4.2.1. A szuperoxid gyok felhalmozodésa

A szuperoxid gyOk csak az elhal6 sejtekben mutathato ki, és csak a nek-
rozissal jard gazda — parazita kapcsolatokat jellemzi. A lokalis klorozis és
a mozaik tlinetek esetén nem mutathatdé ki szuperoxid felhalmozddas.
Evans-kék festddés is csak a nekrdzissal jaro tiinetekre jellemzd. Az
Evans-kékkel festddd egysejt-1éziok megjelentekor, a TMV/TNV ferto-
zOtt novényekben (a fertdézést kovetden kb. 38-40 ora elteltével) a szu-
peroxid gyok felhalmozddasa is megkezdddott. El6szor a gydk mennyi-
sége nott meg, ezt kdvette a membranok ateresztové valasa (Evans-kék
festodes), végiil bekovetkezett a sejthalal. A fertézott sejtbdl kiindulva a
nekrozis kifejlodése soran a szuperoxid gyok eldszor csak néhany, a fer-
tézott sejttel szomszédos sejtben mutathatd ki C), majd a foko-
zatosan térben tagulo nekrozis koriili gytiriiben ([L1. abra]A).

A nekrotikus folt novekedésének ideje alatt az elhalt kozEépso rész koriil
gytrt alakban elhelyezkedd sejtek sok szuperoxidot termeltek (.
A fert6zés késObbi szakaszaban (4. nap utan) a 1ézidk novekedése lelas-
sult, a kortilottiik felszaporodott szuperoxid mennyisége csokkent, majd a

teljesen kifejlett (eloregedett) nekrozisok koriil leallt.
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11. dbra A TMV-fert6zott és specifikusan festett Chenopodium levelek. Az A)

képen Evans-kék és NBT kettds festés lathato. A sotétkék szinti Evans-kék a
karosodott membranu sejteket festi, koriildtte barna szinii gytrit képez a szu-
peroxidra specifikus NBT. A nagyitas 40-szeres. NBT-festés 1athato a B) és C)
képeken. Az A) és B) kép 3 nappal, a C) kép 40 draval a fertdzés utan késziilt.

Az uborka esetében az SzSzR csak a TNV-vel fert6zott novényekben
fejlédott ki. A CMV nem indukalta a rezisztenciat, mig a ZYMV-vel
fert6zott ndvényekben a masodik fertézéskor mérséklddott ugyan a TNV
nekrotikus 1€zidinak nagysaga, de ennek nem tulajdonitottunk jelentdsé-
get, mivel az indukald virus is jelen volt a ndvényekben, illetve inkabb
lokalis rezisztenciarol volt sz6. Az SzSzR hatdsidra a masodik fertdzés
nekrotikus 16zi6i kisebbek, és kevesebb szuperoxidot termeltek (13. at-

ra).
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12. abra A TNV-fert6zott uborkandvényekben az NBT festést kovetden a noveé-
nyekbdl kivontuk a szinanyagokat, igy jol latszik a formazan lilas elszinezddé-

se, A) fiatal, B) eloregedett nekrézisok

C

13. abra NBT festés uborkéan, A) rezisztenciaval rendelkezé novények feliilfer-
tozése TNV-vel, B) kontroll novények virusfertozése, C) a Chenopodium

quinoa TNV fertézése SzSzR-el rendelkez6 (bal) és kontroll (jobb) leveleken
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Szécsi et al. (1999) az Aquorea victoria meduzabol szarmazo6 zold fluo-
reszcens fehérjének (green fluorescent protein, GFP) fuzios fehérjeként
torténd alkalmazasaval, tobb idegen gént tartalmazo GFP-vel jelolt ferto-
z0 transzkriptumot készitettek. Fluoreszcens mikroszkoppal ¢és
immunocitokémiai modszerekkel vizsgiltdk a TMV  Nicotiana
benthamiana-n kialakult tiineteit, ezek segitségével sikeriilt képet alkotni
GFP-vel jelolt TMV-MP:GFP (MP-movement protein, a virus sejtben
torténd mozgasaért felelds fehérje) replikdtumok nagy mennyiségben az
erosen fluoreszkald gytirti szélén, mig a TMV-AC-GFP replikatumok (a
kopenyfehérje helyére keriil a GFP) a gyengén fluoreszkalo gytiri belse-
jében (feliilnézetben korongot forméazva) halmozodnak fel nagy
menyiségben. A gytrl illetve korong ugyan fedi egymast, de a gytiri
sokkal nagyobb. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a TMV
replikdcidjanak a ndvényi szovetben térben és idében meghatirozott
parhuzamba allithato a szuperoxidot termeld sejtek festodésével (lasd

bra).

av ]y

Tovabba érdekes az a megfigyelés, miszerint az uborkandvényeken a
TNV okozta 1¢éziok kozvetlen kdzelében gyakran a hajszélerek is festod-
tek NBT-vel (, ez magyarazhat6 azzal, hogy az ,,A” szerotipusba
tartozO TNV képes belépni a hajszalerekbe, és ezaltal a babon okozott
tipikus tiinete a nekrotikus 1éziok mellett a hajszalerek mentén kialakitott
érnekrozis, ami nagyban megkiilonbdzteti a ,,D” szerotipusba tartozo tor-
zsektdl. Az ereknek ez a tipusu festédése az eldregedd 1€zioknal mar nem

figyelhetd meg.
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14. abra A) A virus RNS akkumulacidjanak specifikus mintazata Szécsi et al.,
(1999) nyoman, B) valamint a nekrotikus gy{iri NBT-vel torténd festodése

15. abra A nekrozisok koriili hajszalerek festodése

Az also levelek TMV-fertozése rezisztenciat indukalt a felso levelekben,
ami kisebb méretii 1éziokat eredményezett. Fontos elméleti dsszefiiggésre
mutat ra Chivasa et al., 1997-es kdzleménye, amely a szalicilsav TMV
szalicilsav gatolja a virus RNS-fliggd RNS polimerazat. Az SzSzR soran
szisztemikusan korabban indukalodo és felhalmozodo szalicilsav gatolja
a virus replikéciojat, igy a kevesebb szamban képz6dd virionok kisebb

méretli gylirtiben tudnak elterjedni, ez kisebb oxidativ stresszt okoz. A
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szalicilsav ezen hatdsa gatolhat6 szalicilhidroxdmsavval (SHAM), amely
vegylilet tobbek kozott az alternativ oxid4dz inhibtora is. Amikor a
nekrotizacid mértéke a szerzett ellenallosaggal rendelkezd levelekben
csokkent, a szuperoxid gyok mennyisége is csokkent, ez a visszaszoruld
TMYV RNS replikécidjaval is korrelacidban allhat.

Fontos lehet még az az Osszefiiggés, miszerint a virus mozgasért felelds
fehérjéje legnagyobb mennyiségben 13-16 ora k6zott van jelen a szove-
tekben ¢és a fehérje termelddése 30-40 ora kozott ledll. A szuperoxid fel-
halmozodésanak ideje egybeesik ezzel az idészakkal (36-38 ora), a szo-
veti hdmérséklet novekedés ideje pedig 39 ora koriil van (Chaerle et al.,
1999). Vizsgalataikban termografiasan kimutattak a keletkezé nekrédzisok
koriili hémérséklet emelkedést, tovabba szalicilsav-termelddést a fertdzés
prenekrotikus szakaszaban. A hdmérséklet novekedéséért a szalicilsav
altal indukalt sztomazarddast tették felelossé. Mindenesetre a TMV sz06-
veten beliili elterjedése és a szuperoxid felszaporodasa kozott parhuza-
mot lehet vonni. A klorotikus 1¢éziot képzé valamint a mozaik tlinetekkel
jard gazda-parazita kapcsolatokban nem sikeriilt szuperoxid felhalmozo-
dast kimutatni, ami az OAF masodik, specifikus hullaméanak
hidnyarol tanuskodik. Tovabba a sejthalalt sem sikeriilt kimutatni, ami a
sejtmembranok integritasara utal.

Mindez a szuperoxid-felhalmozodas és a sejthalal ok-okozati 6sszefiiggé-
sét jelzi inkabb. A szuperoxidnak a virus elleni antimikrobidlis, kdzvetlen
hatdsa nem bizonyitott, bar elméletben a szuperoxid az RNS molekuldk-
kal is képes reakcioba 1épni (Halliwell és Gutteridge, 1999). A szuper-
oxid gytirti kialakulasa €s a felhalmoz6do virus RNS specifikus mintazata

kozott is Osszefiigést feltételezhetlink
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.

16. abra A) NBT festés SoMV-vel és B) ZYMV-vel fertézott Chenopodium

quinoa novényeken, sem a mozaik tiinet sem a klorotikus 1éziok nem festodtek

4.2.2. A hidrogén-peroxid felhalmozodasa

A hidrogén-peroxid jelenlétét a szovetekben 3,3’-diaminobenzidin segit-
ségével tettiik lathatova. A szuperoxiddal ellentétben nem a nekrozis ko-
rili sejtekben mutathat6 ki a H,O,, hanem a 1€zi6 kozépen (. Ha
a két festési eljaras (NBT, DAB) altal megfestett azonos nagyitasu 1éziok
atmérdjét dsszehasonlitjuk ( jol lathatd, hogy a hidrogén-peroxid
csak a nekrozisokon beliil halmozddik fel.

A TNV-vel és ZYMV—vel fert6zott novényekben megfigyelhetd a fobb
erek festddése (floém) is (18. abra). A hidrogén-peroxid (gytirtin beliili)
felhalmazodasa kapcsolatban allhat a virusgenom atirasaval, valamint a
hidrogén-peroxid jelmolekulaként betoltott szerepével. Specidlis egysejt
festddést nem sikeriilt kimutatni a klorotikus 1éziokat illetve a mozaik

tiineteket mutato, altalunk vizsgalt gazda-parazita kapcsolatokban.
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17. abra Hidrogén-peroxid kimutatdsa a novényi szovetekben 0,1 %-os 3,3’-
diaminobenzidin segitségével. A vakuuminfiltralt leveleket 2 oras inkubacid
utan, a levél szinanyagait kivono elegybe helyeztiik. A festésre a TNV-fert6zést
koéveté masodik napon keriilt sor, A) és B) uborka, feliil elsé fert6zés NBT-
festése, alul szintén els6 fert6zés DAB-festése lathatd, a két festési eljaras altal

megfestett 1€ziok azonos nagyitasuak, C) Chenopodium quinoa DAB-festése

18. abra A levélerek festodése A) a ZYMV-fertozott és B) a TMV-vel fertozott

uborkaban
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4.2.3. A hidrogén-peroxid koncentracidja

A hidrogén-peroxid szint valtozdsa tobb szempontbdl jelentds, egyrészt
mert relativan stabil az OAF tipusain beliil, tovabba az oxigén mads aktiv
formai vizes oldatban révid idén beliil hidrogén-peroxidda alakulnak &t
(Gutteridge ¢és Halliwell, 1994). Masrészt a hidrogén-peroxid szerepe az
egyes jelatadasi folyamatokban nem elhanyagolhato.

A TMV-fertézott Xanthi-nc-ben és Nah-G-ben egyarant a hidrogén-
peroxid felhalmozddasanak két szakaszat lehetett tapasztalni. Az elsd
kozvetleniil a fertézést kovetden mintegy hat 6ran at tart, aminek vége
egybeesik a virus MP-fehérjének felszaporodasaval. A masodik hullam a
nekrotikus tlinetek kialakuldsahoz kapcsolodik, kezdete egybeesik a lat-
haté tlinetek megjelenésével. Irodalmi adatok szerint az SzSzR indukci-
0ja utan nem emelkedik a hidrogén-peroxid koncentracidja
(Neuenschwander et al., 1995) a Xanthi-nc-ben. Az alsé levelek TMV-
fertdzése sem idézett eld valtozast a nem fertdzott felso levelek hidrogén-
peroxid szintjében.

A fenti megfigyelések alapjan vizsgaltuk a hidrogén-peroxid akkumula-
ciojat a Chenopodium quinoa ndvényekben a négy kiilonbozd virussal
torténd fertdzést kovetd 1., 2. és 3. napon. A ndvények H,O, koncentra-
cijdban nem sikeriilt valodi kiilonbségeket kimutatnunk, sem a fertézést
kovetd egyes napok, sem a kiilonb6z6 virusfertdzések hatdsara. Itt kell
megemliteniink, hogy a hidrogén-peroxid DAB segitségével torténd ki-
mutatdsa soran ezek a levelek halvanyabban festddtek. Irodalmi adatot a
ndvényekben kimutathatd hidrogén-peroxid mennyiségrél nem taldltunk.
Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a rendelkezésilinkre all6 moédszer

nem megfeleld érzé¢kenységili. Sem Olson és Varner (1993), sem Marre et
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al., 1998 modszerével nem sikeriilt valodi kiilonbségeket (19. 4bra) ki-

mutatnunk.

O 1. nap atlag O2. nap atlag M 3. nap atlag

0,08
0,07
0,06
0,05 A
0,04
0,03
0,02 A
0,01 A
0,00

H,0, -vel aranyos abszorbancia

Kontroll TNV TMV ZYMV

19. abra Chenopodium quinoa névényekben mért hidrogén-peroxid szintek a

fert6zést koveto 1.,2.,3. napon

4.3. Enzimatikus és nem enzimatikus antioxidansok vizsgalata
inkompatibilis és kompatibilis gazda-parazita kapcsola-

tokban

A prooxidansokkal egyensulyt tartd enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidansok aktivalédasat vizsgaltuk mind a Chenopodium quinoa,
mind az uborkandvényekben. A ndvényeket a 3. tdblazatban leirtak
alapjan fertdztiik kiilonbozd tlineteket okozd virusokkal, majd 6sszeha-
sonlitottuk a nekrozissal és klorozissal végzodo fertdézések soran aktiva-

16d6 antioxidéans kapacitast.
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4.3.1. SOD izoenzimek vizsgalata

A SOD izoenzimek nyers kivonatat poliakrilamid gélekben vizsgaltuk.
A gélelektroforézis soran a Chenopodium quinoa-ban négy, mig az ubor-
kaban 6t izoenzimet sikeriilt elvalasztanunk. A gélben valé vandorlasuk
novekvo sebessége szerint az izoenzimeket szdmokkal jeldltiik. A mintak
felvitele mindig a fehérjetartalom figyelembevételével tortént. Az izoen-
zimek aktivitasat a gélek specifikus festését kovetden denzitométerrel
mértiik.

A TNV fert6zott uborkandvényekben vizsgaltuk egyrészt az elso fertdzés
hatasara indukalodo SOD aktivitast, masrészt a TMV, ZYMYV, valamint
CMV indukciodjat kdvetd un. kihivo vagy ismétld fert6zés hatasara akti-
valodo enzimeket. Megfigyelhettiik, hogy az elsd fert6zés hatasara speci-
fikusan indukalédik a novényekben két {1 izoenzim , amelyet a
kontroll névények konstitutivan nem fejeztek ki. A SOD2 ¢és SOD3
izoenzim aktivalodasa mellett a SOD1 és a SODS aktivitésa is szignifi-
kénsan megndtt az abszolut kontrollhoz képest. A feliilfert6zé-
seket minden esetben TNV-vel végeztilk. Az SzSzR indukélasara nem
képes CMV virusok esetében a TNV fertdzés hatasara kifejlodo 1éziok az
elsd fertdzés 1ézioival egyeztek meg, a ZYMV esetén kisebbek a 1éziok,
ezzel parhuzamba éllithato a termelddé SOD aktivitasa is. Az indukalt,
SzSzR-t kifejezd novények felsd fertdzetlen levelében az 6sszes SOD
aktivitasa nem kiilonb6zott a kontrollban mért aktivitastol, kivéve a
ZYMV esetén amikor ugyanis a fertdzésre indukalodé SOD2 és SOD3
aktivitasa is kifejez6dott (R1._abra).
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20. abra SOD-izoenzimek mintizata nativ PAGE-n, szelektiv festést kovetden.
Az uborka novényeket a TNV-vel fertoztiikk, a PAGE-n lathat6 mintazat a nek-
rozisok kifejlédésének 2., 3. és 4. napjat szemlélteti. A SOD-izoenzimek savjait

novekvo elektroforetikus mobilitdsuk sorrendjében szamoztuk meg, k) kontroll,

f) fert6zott
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21. abra SOD-izoenzimek aktivitasa a virusok altal okozott tiinetek kifejlodésé-

TNV/0
ZYMV/0
CMV/0
CMV/TNV
ZYMV/TNV
TNV/TNV
TNV elsé
fert
Absz. Kont

nek 3. napjan. Az abra Osszetettsége miatt nem szemléltettiilk a szorasokat, a
valddi kiilonbségeket (szignifikanciaszint P= 0,05) csillaggal jeloltiik, az y ér-
téktengely a denzitométer segitségével meghatarozott gérbek alatti teriilet rela-

tiv értékeit szemléltettiik
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Ez az eredmény arra utal, hogy a két izoenzim aktivitasa a koérokozo szo-
vetben vald jelenlétével kapcsolatos, nem pedig a rezisztencidval (a
ZYMV mozaik tlineteket okoz a ndvényben, az indukcié 10. napjan mar
szisztemizalodott és az egész ndvényre a kiterjedt, bar jellemzd tlinetek
még nem jelentek meg).

A Chenopodium quinoa névényekben a kiilonb6zo virusokkal torténd
fertzést kovetden 3 napig mértiikk a SOD aktivitdsat. Az els6 napon nem
talaltunk valddi eltéréseket a kontroll és fert6zott, illetve indukalt és fe-
lilfert6zott novények SOD aktivitasaban. A nekrotikus tiinetek megjele-
nésével, a 3. napon az 6sszes SOD aktivitasa kétszeresére nd a kontroll,
valamint a klorotikus tiineteket okozd virusokkal fert6zott novényekhez

képest.

4.3.2. Az aszkorbat-peroxidaz aktivitasanak vizsgdlata uborkandvénye-

ken

A vizsgélataink targyat képez6 tobbi antioxidans mérése spektrofotomet-
ridsan tortént. Az enzimek koziil eldszor az aszkorbat-peroxidaz (APX)
aktivitdsanak valtozésait vizsgaltuk. A fertézésre, valamint indukciora,
illetve masodik, azaz kihivo (ismétld) fertdzésre adott valaszat mértiik az
uborkandvények leveleiben. Az uborkat hdrom koérokozédval fertdztiik,
TNV, ZYMV, CMV (tiinetek lasd 3. tablazat), majd lokalisan mértiik az
antioxidans enzimek aktivalodasat. A kapott eredmények alapjan el-
mondhat6, hogy az APX enzim indukéaldédasanak lokalis maximuma a
harmadik napra esik. Ez a jelenség a nekrotikus 1ézidk kifejlodésével,
azaz a TNV esetén a tlinetek megjelenésével kapcsolatos. Meglepeté-

siinkre azonban a mozaik tiinetek kifejlodéséért felelés ZYMV is indu-
92



kalta az APX aktivitdsdnak novekedését, s6t a novényben korlatozas altal
a tiinet kifejlesztésére nem képes CMV is ébra). Fontos megjegyezni,
hogy a szisztemikusan elterjed0 ZYMV esetében ez az indukcid tarto-
sabb, mig a CMV-nél rovid id alatt véget ér, hamarabb visszatér a kont-
roll szintjére. Ez az indukcidé valdszinlileg nem specifikus, altalanos
stressz reakciorol van szo, feltehetoen az OAF elsé hullamarol. Azonban
az indukcio mértéke €és tartama kozotti kiilonbségek meghatarozoak le-
hetnek a rezisztencia és a kialakitasaban résztvevo faktorok indukalodasa
szempontjabol. Az antioxidansok emelkedésének hatterében természete-
sen a sejtben zajlo oxidativ folyamatok talalhatéak. Ezen beliil is meg
kell kiilonboztetnlink az egyes enzimek szerepét. Az APX a hidrogén-
peroxid atalakitasat kozvetleniil elsé 1épésben katalizald enzimként akti-
valodik.

A felso fertozetlen levelekben az APX aktivitasa 4-szer, tobb mint a
kontroll levelekben. Ha ezeket 0sszehasonlitjuk a ZYMYV fertézése utan
mért adatokkal, azok indukcidja is hasonloan alakul, csakhogy ott a kor-
okoz¢ jelen van a szovetekben abra). A ZYMV fertézést az oxidativ
stressz enyhébb formaja kiséri, €s az antioxidansok aktivalédasanak hat-
terében valdsziniileg az erek hidrogén-peroxid felhalmozddasa allhat. Az
oxidativ stressz mértéke tehat jellemzi a novény-virus kapcsolat geneti-

kailag meghatarozott milyenségét.
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22. abra Az APX aktivitasa uborkandvényekben, lokalisan a TNV, ZYMYV és
CMV fert6zést kovetd 2. 3. és 4. napon
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4.3.3. A peroxidaz enzim aktivitdsanak vizsgalata uborkandvényeken

A peroxidaz (POX) aktivitasat szintén spektrofotométerrel vizsgaltuk. A
TNV esetében aktivitasa csakiigy mint az APX esetében jelentésen emel-
kedik. Aktivitdsanak maximuma hasonléan az APX —hez a harmadik
napra esik. Funkcigjat tekintve a hidrogén-peroxid atalakitasat kozvetle-
nil elsé 1épésben katalizalo enzimeként aktivalodik. Mivel ebben a funk-
cijaban az APX-szel megegyezik, aktivitdsanak alakulasa is hasonld. A
TNV esetében valddi kiilonbséget észleltiink, mig a ZYMV és a CMV
hatdsara az enzim aktivitdsa atmenetileg ugyan megnd, és a kontrollhoz
képest is eltérést mutat, azonban egymashoz viszonyitva nem valtozik
(24. abra).

A TNV fert6zott novények felsd fertdzetlen leveleiben a POX aktivitasa
2-szer nagyobb, mint a kontroll levelekben. Ha 0sszehasonlitjuk a
ZYMV indukalt névények adataival azok POX aktivitasa is hasonloan
alakul, azonban a kérokozo6 jelen van a szovetekben, tehat a szisztemikus
hatas mellett egy lokalis hatassal is szamolnunk kell. A ZYMV indukélta
stressz hatasara nemcsak az APX, de a POX enzim aktivitasa kozott is, a
két virus szempontjabol valddi kiilonbség van, ezeket a TNV jobban in-
dukalja. A ZYMYV fert6zést az oxidativ stressz enyhébb forméja kiséri, és
az antioxidansok aktivalédasanak hatterében valosziniileg az erek hidro-

gén-peroxid felhalmozddasa allhat ( abra).
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25. abra A POX enzim aktivitasainak valtozasa az indukalo és kihivo fert6zések

hatasara uborkaban
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4.3.4. A glutation S-transzferaz aktivitdsdnak vizsgalata uborkandveé-

nyeken

A glutation S-transzferaz (GST) aktivitdsdnak maximuma valdsziniileg
korabban kovetkezett be, mint a POX és az APX esetében. Jelentds akti-
vitdsnovekedés észlelheté mar a masodik napon, ez megegyezik az enzim
mRNS-ének masodik nagy mennyiségli atirddasaval, amely a fert6zést
kovetden az 55-70 éraban észlelheto (Alvarez et al., 1998). Ezt kdvetden
a GST aktivitasa csokken, majd a TNV és a ZYMYV esetében ismét emel-
kedik, mig a CMV-nél szintén a kontroll szintjére tér vissza, ahogyan az
APX ¢és a POX esetében is tortént. A GST a xenobiotikumok méregtele-
nitésében vesz részt @ abra). A GST aktivitdsa az indukalt n6vények
felsd fertdzetlen leveleiben 3,5-szer magasabb, mint a kontroll novénye-
kében. A ZYMYV indukalta stressz hatasara a GST enzim aktivitdsa ugya-
nugy megnd, ¢és nem kiillonbozik szignifikansan a TNV altal indukalttol
( abra). Azonban itt sem beszélhetiink a ZYMYV altal indukalt rezisz-

tencia szisztemikus mivoltardl mivel a korokozo jelen van a szdvetekben.
4.3.5. A glutation-reduktaz aktivitasanak vizsgalata uborkandvényeken

A GR enzim a Halliwell-Asada ciklus egyik kulcsenzime, amely a hidro-
gén-peroxid aszkorbat segitségével torténd atalakitasaban vesz részt. Ak-
tivitasanak maximuma szintén a harmadik napra esik, ahogy az APX en-
zimé is, amely szintén a ciklus kulcsenzime. Valodi kiilonbséget a kont-
rollhoz viszonyitva azonban csak a TNV fertdzés soran mértiink . ab-

ra). A GR enzim aktivitasa 2,3-szor magasabb a kontroll ndvényekhez
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26. abra A GST aktivitdsa uborkandvényekben, lokalisan a TNV, ZYMV és
CMV fert6zést kovetd 2. 3. és 4. napon

en
2 030 o
2025 020 7
Z 020 . 0,17 0,16 014 015
= 12 iy 3 I
- 0,15 - - 0,10 I
£ T
g _ 0,104 0,05 I 0.03
£ 2005 :
» E 0,00 I T T T T T T T T 1
g = o o i b= - - v
Z E 5 8 € § § 5§ ¥ 3 &
S 2 > > > 37y T £ & 2
£ ¥ Z £ € T ®T B 2 E 2
= T -

T 2 £ zZz S S Z 2 2
= = = 5 = 5 0O E = 0O
e ; > S N N

= E o

N
kezelések

27. abra A GST enzim aktivitasainak valtozasa, az indukal6 és kihivo fert6zések

hatasara uborkaban
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28. abra A GR aktivitdsa uborkandvényekben, lokalisan a TNV, ZYMV és
CMV fert6zést kovetd 2. 3. és 4. napon
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29. abra A GR enzim aktivitasainak valtozasa, az indukalo és kihivo fert6zések
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31. abra A KAT enzim aktivitasainak valtozasa az indukalo és kihivo fert6zések
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viszonyitva a fels¢ fertzetlen levelekben. A mésodszori fert6zés soran
az enzim aktivitdsa magasabb, mint az elsd fertézéskor mért aktivitas,

eltérés a kiilsnbdzd virusfertézések kozott azonban nincs (R9] ébra).
4.3.6. A katalaz aktivitasanak vizsgalata uborkandvényeken

A katalaz (KAT) aktivitasa a masodik napon a kontrollhoz képest mind a
TNV mind a ZYMV esetében adtmenetileg megnd. A két virus indukalta
aktivitasvaltozas kozott azonban nincs valddi kiilonbség. A virusfertdzés
harmadik napjan azonban az enzim aktivitisdnak minimumat valamint
valodi kiilonbségeket tapasztaltunk a TNV és a ZYMYV esetén. Az enzim
funkcidjat tekintve, a katalaz szintén a hidrogén-peroxid eltavolitasdban
vesz részt (B0. Abra).

Ahogy az el6z6 enzimek esetében gy itt is vizsgaltuk az enzim aktivita-
sat a fels6 indukalt, de fertzetlen levelekben abra). Eltéréseket
azonban az enzim aktivitdsdban nem sikeriilt kimutatni. A rezisztenciaval
rendelkezd novényekben a kihivéd fertézés utan azonban az enzimaktivi-
tas csokkent. A legnagyobb mértéki, valodi kiilonbség a TNV- vel indu-

kalt és masodszor is TNV-vel fertdzott novények leveleiben mérhetd.

Eredményeinkbdl kitlint, hogy az antioxidansok lokalis emelkedése mel-
lett a legtobb esetben szisztemikusan is észleltiink aktivitasvaltozasokat.
Ez tovabbi bizonyitéka Alvarez et al, (1998) munkajanak, miszerint az
avirulens koérokozoval torténd fertdzés szisztemikus mikrooxidativ rob-
banést idéz eld, mind a fert6zott levélen, mind a névény fertézetlen le-
velein. A feltehetden egysejt nekrozisok Osszefiiggd halojat figyelték

meg, a levél érhalozata mentén, de az erektdl tdvolabb esd szovetekben is
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sikerlilt kimutatniuk hidrogén-peroxid felhalmozodast, amit kromatin
kondenzaci6é és DNS feldarabolodés kisért a novényekben. Valodi kii-
lonbségeket elsésorban a TNV fert6zés okozta indukcioban talaltunk,
ahol a fert6zott levél feletti, fertdzetlen, de rezisztens levélben nott az
antioxidansok aktivitasa. A felsd fertdzetlen levelekben az APX aktivita-
sa 4-szer, a GST 3,5-szer a POX 2-szer, a GR 2,3-szor tobb mint a kont-
roll levelekben. Ha ezeket 6sszehasonlitjuk a ZYMYV fertdzése utan mért
adatokkal, azok indukcioja is hasonldan alakul, csakhogy ott a kérokozd
jelen van a szdvetekben. A ZYMYV indukalta stressz hatasara a GST és a
GR enzimek aktivitdsa ugyanigy megnd, €¢s nem kiilonbdzik szignifikan-
san a TNV altal indukalttdl. Az AP, a POX és a KAT enzimek kozott a
két virus szempontjabdl valddi kiilonbség van, ezeket a TNV jobban in-
dukalja. A ZYMYV fert6zést az oxidativ stressz enyhébb forméja kiséri, és
az antioxidansok aktivalédasanak hatterében valoszinilileg az erek hidro-
gén-peroxid felhalmozéasa allhat. A kihivo fert6zés hatasat vizsgalva
mértiik az antioxidansokat a felsd, fert6zott levélben. Abbol a feltétele-
z¢€sbol kiindulva, hogy a ndvényben az allandosult oxidativ stressz egy
konnyebben mobilizalhaté antioxidans kapacitdshoz vezet, 6sszehason-
litottuk a kiilonb6z0 virusok esetében a TNV-vel torténd feliilfertdzést. A
szovetben jelenlévd (az antioxidans aktivitas novekedésébdl kovetkezo-
en), allandéoan megemelkedett szinti OAF-ot a sejt tolerdlja (ZYMV-
esetén), ami 4altal egy Ujabb fertdzéskor konnyebben mozgositja
antioxidansait, és magasabb aktivitassal jar a sejtekben. A TNV indukalta
rezisztencia a hirtelen €s nagyobb mennyiségben felszaporoddé OAF hata-
sara jon létre, itt a nekrotikus tiinetek vagy a sejthalal (szisztemikus
egysejt nekrézisok halozata) az, ami az antioxidans kapacitds mobilizal-

hatosaganak novekedéséért felelds.
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4.4. A Chenopodium quinoa novényeken végzett vizsgalatok

Chenopodium quinoa ndvényeken vizsgaltuk az antioxidans enzimek ak-
tivitasat. Lokalisan az APX, DAR, KAT, GR, GST és POX enzimek ak-
tivitasat, valamint az aszkorbinsav mennyiségét. Arra az érdekes megal-
lapitasra jutottunk, hogy a POX aktivitdsa nem mérhetd ezekben a nové-
nyekben. A ndvények antioxidans enzimrendszere ndvényfajonként nyil-
van kiilonbozhet egymastol. Ezt az elképzelésiinket tovabb erdsitette az a
tény, hogy a Chenopodium quinoa névények levélszoveti homogena-
tumai hosszabb allas utan sem barnulnak el, ellentétben a dohany levél-
kivonatokkal. Arrél, hogy ebben az esetben merdben maés antioxidans
rendszerrel allunk szemben, mint az uborka, vagy a dohany esetében
Takahama et al., 1999 munkéja alapjan gy6zodhetiink meg. Oregedd do-
hanylevelekben vizsgaltak az aszkorbinsav, a klorogénsav, valamint a
szuperoxid-dizmutaz €s a peroxidaz Osszefliggését. Az oOregedés soran
keletkezd barna szinii komponensek képzddéséért a novekvd mennyisé-
g, illetve aktivitast POX és a klorogénsav a felelds. Mindezt az aszkor-
binsav csokkenése, valamint a SOD aktivitasanak novekedése kiséri. A
reakciohoz hidrogén peroxid sziikséges, amit a SOD képez a szuperoxid
atalakitasaval. Azon allitdsunkat, hogy a Chenopodium quinoa nové-
nyekben nincs klorogénsav, vékonyréteg kromatografia segitségével iga-
zoltuk. A kromatogramon egyiitt futtattuk a névényi kivonato-
kat ismert mennyiségli klorogénsav mintaval. A kromatogramon négy
fontosabb flavonoidot sikeriilt elvalasztani, amelyek jellemzdéek a nové-
nyekre, s6t mar szabad szemmel lathat6 kiilonbségek is észlelhetdk koz-

tilk. Irodalmi adatot azonban nem taldltunk a Chenopodium levelek
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flavonoid tartalmdra nézve,illetve ezen vegyiiletek meghatdrozdsa nem

tartozott dolgozatunk célkitiizései koz¢.

32. abra Chenopodium quinoa noévények flavonoid mintazata vékonyréteg
kromatogramon, bal oldalt a kromatogram inverz képe lathatdé, a nyil a

klorogénsavat jeloli

Az el6zbéekben felsorolt antioxidans enzimek lokalisan kifejtett aktivita-
sanak meghatarozésa utan a kovetkezd észrevételeket tehetjiik.

Az APX aktivitasa elsdsorban a nekrotikus 1éziokat képzd tiinetek hatasa-
ra ndtt meg, maximuma szintén a harmadik napon észlelhetd. Tendenci-
ajat tekintve ugyanez mondhato el a GST és a GR enzimekrdl, azaz nek-
rozisok esetén megemelkedik az aktivitasuk. A Chenopodium quinoa
ZYMV fert6zéskor klorotikus 1€ziokat képez a virus nem képes elterjedni
a novényben. Az enzimek kozil egyediil az APX enzimet indukalta,
melynek aktivitdsa kb. kétszeresére nétt a kontrollhoz képest, mikozben
az aszkorbinsav szintje a novényekben nem valtozott szignifikdnsan. A
SoMV szisztemizalodik a ndvényekben, s6t magrol is képes fertdzni. A
libatopfélék csaladjaba tartoz6 ndvények tobbsége természetes gazdaja a
virusnak. A virus nem aktivalta az antioxidansokat, s6t a negyedik napon
fokozatosan csokkenni kezdtek az aktivitdsok. Ez a folyamat a tiinetek

megjelenésével mérséklodik, majd leall.
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33. abra Az APX enzim aktivitasa a fert6zést koveté 2.,3.,4. napon

Chenopodium quinoa névényeken a fert6zott levélben
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34. abra A KAT enzim aktivitasa a fert6zést koveto 2.,3.,4. napon Chenopodium

quinoa novényeken a fertézott levélben.
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35. abra A GST enzim aktivitasa a fertézést kovetd 2.,3.,4. napon Chenopodium

quinoa névényeken a fert6zott levélben
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36. abra A GR enzim aktivitasa a fert6zést koveto 2.,3.,4. napon Chenopodium

quinoa novényeken a fertézott levélben
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37. abra Az APX, DAR enzimek aktivitasanak, valamint az aszkorbinsav

mennyiségének valtozasa az indukald fert6zést kdvetéen Chenopodium quinoa

novények fertézetlen levelében. A fertézést kdvetd 10. napon
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38. abra A KAT, GST és GR enzimek aktivitasanak indukalo fert6zést kovetden
Chenopodium quinoa novények fertézetlen levelében. A fertézést koveto 10.

napon
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A kovetkez0 kisérletekben a virusok altali indukciot mértik a fertozetlen

levelekben (37. abra) [38. abra). Enzimaktivitas valtozasokat szisztemi-

kusan csak a két nekrotikus tlinetet okoz6 virus indukalta a novény fertd-
zetlen részein. A ZYMV az APX-en kiviil nem fokozta az antioxidansok

aktivitasat.
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5. KOVETKEZTETESEK

A TMV Ul-es torzsével fertézott Xanthi-nc és a NahG dohanyok
nekrotikus 1ézidinak kialakuldsat kisértiik figyelemmel. A fertézést ko-
vetden az inokulalt levelekben megnd az MDA® mennyisége, ez a jelen-
ség nemcsak lokalisan, de szisztemikusan is észlelhetd. A fert6zés he-
lyétdl tavolabbi levelekben tehat egy joval kisebb, de szignifikdns ESR
jel indukalodik, ami a gy6k felhalmozodasat jelzi. Lokalisan az emelke-
dés tobb szazszoros, a NahG-ben pedig, ahol a nekrotikus 1éziok kiterje-
dése is nagyobb, az MDA® mennyisége is jelentdsebben nd a Xanthi-nc-
hez képest. A megvilagitas soran mért ESR jelek sokkal nagyobbak, mint
a sotétben észleltek, az MDA® fény hatasara bekovetkezd novekedését az
irodalomban is megtalaljuk. Meglepetésiinkre, a fertézott levelek sotét-
ben és fényben mért ESR jeleinek kiilonbsége nem valtozott szignifikan-
san a kontrollhoz képest. A mért MDA® jelek tobbségiikben (60-70%)
fliggetlenek a fénytél. Vonatkozik ez mind a kontroll, mind a fert6zott
levelekre és arra utal, hogy a fotoszintetikus apparatus karosodasa ara-
nyos a sejt tobbi részeinek sériiléseivel. Az MDA® allanddsult megnove-
kedése utal az MDA® és az aszkorbatta torténd redukcié kozotti egyen-
sulyvesztésre. Az MDA® képzddés részben visszavezethetd az elektro-
noknak az oxigénre majd az aszkorbinsavra keriilésével. A TMV éltal
karositott sejtek kloroplasztiszai is hozzdjarulhatnak a fényfiiggo,
megndvekedett MDA® jel kialakulasdhoz. Az ESR jel nagyobb része
azonban fiiggetlen a fénytdl, amibdl arra kovetkeztethetlink, hogy az

OAF képzodése nem kothetd Gssze kizardlag csak a kloroplasztisszal. Az
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OAF keletkezésének helyei ugyanugy lehetnek a mitokondriumok, a ci-
toplazma, vagy az apoplaszt illetve a vakuolum is.

A TMV fertézott SzSzR-t kifejezd levelekben alacsonyabb az MDA® ak-
kumulécidja. Ez a megfigyelés aldtdmasztja Alvarez et al. (1998)
viszgélatait, miszerint a lokalis fertdzés szisztemikus mikrooxidativ rob-
banast (burst) indukdl a novény tdvolabbi fertézetlen részeiben. Az
MDA® szisztemikus felszaporodasa a fertdzetlen levelekben egyiddben
torténik az alsé leveleken kifejlodd nekrotikus tiinetek megjelenésével. A
szisztemikus mikrooxidativ robbanas (burst) egy atmeneti jelenség,
amely megel6zi az SzSzR kifejlodését; altalaban 10 nappal az also leve-
lek fert6zése utan fejlodik ki. Az antioxidans enzimek aktivalodasa és az

MDA® akkumulacidja kozott osszefliggést nem sikerilt bizonyitani.

Az uborka ¢és TNV kapcsolata esetében a nekrotikus 1ézidok koriil az
egyes vékony hajszalerek szuperoxidra specifikus NBT festodését is
megfigyeltiik. Ez a festddés csak a formalodd nekrézisok kortil észlelhe-
t0, a kontrollban és a mar eldregedd nekrozisok koriil nem. Arra a kovet-
keztetésre jutottunk, hogy a hajszélerekbe is kilépd ¢€s ott érnekrozist
okozo, az ,,A” szerotipusba tartozd TNV képes oxidativ stresszt indukal-
ni az erekben. Valamint megerdsitette azt a feltételezésiinket, ami szerint
a virusok specidlis elére meghatdrozott modu elterjedése a szdvetben
kapcsolatban all az NBT altal megfestett sejtekkel, azaz a virus MP-
virusok a sejtfalak ellentétes oldalan a plazmodezmak koriil formaldédo
un. X testekben szaporodnak nagy mennyiségben, elsésorban az MP-t

koédold szubgenomi RNS replikacidja fokozott ebben a szdvetrészben.
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Ugyanakkor a nekrézis kozepén mar a virionok replikacidja un.
viroplazméban zajlik és a CP-t kédold szubgenomi RNS irdnyitasa alatt
all.

A ZYMV altal az uborkaban megnovelt antoxidans kapacitds magyaraz-
haté a felhalmozd6dd hidrogén-peroxiddal, az antioxidansok novekedése
ugyanakkor egy inkompatibilis gazda-parazita kapcsolatra utal, mivel ha
Osszehasonlitjuk a SOMV okozta mozaik tiinetek kialakulasaval, az ab-
szolut kompatibilis kapcsolatban nem észleltiink enzimaktivitas noveke-

dést.

Chenopodium quinoa névényen vizsgaltuk a prooxidansok-antioxidansok
Osszefliggését. A szuperoxid gyok csak a nekrézist szenvedd sejtekben
mutathato ki, és csak a nekrézissal jar6 gazda — parazita kapcsolatokat
jellemezte. A lokalis klordzis €s a mozaik tiinetek esetén, azaz a ZYMV-
¢s a SoMV - Chenopodium quinoa kapcsolatokban nem mutathaté ki
szuperoxid felhalmozodas. Evans-kék festddés is csak a nekrozissal jard
tiinetekre jellemzd. A hidrogén-peroxid DAB-al tortént kimutatdsanak
eredménye (halvanyabb festés), valamint a késObbiekben megallapitott
peroxiddz aktivitas €s a klorogénsav hianya arra a kovetkeztetésre jutta-
tott benniinket, hogy a ndvények antioxidans enzimrendszere és abban a
fobb komponensek szerepe és hangsulya kiilonb6zd. Az antioxidansok
tekintetében a két nem-nekrotikus virusfertozés sem lokalisan, sem
szisztemikusan nem idézett elé indukciot. Csupan a két nekrézist okozo
virus esetében mutathatéd ki szuperoxid és hidrogén-peroxid felhalmozo-
das, valamint a veliik egyiitt jaro sejthalal. Erdekes eredményre vezetett

az SOMV ¢és a Chenopodium quinoa kapcsolat antioxidansainak vizsga-
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lata. Az antioxidans kapacitds mar a fertdzés elsd szakaszaban csokkenni
kezdett. Még csak altalanos stressz reakciot sem indukal a virus. A meg-
valtozott anyagcsere-folyamatok valdsziniileg nem a karos oxidativ reak-

ciok halmozodasahoz vezetnek.
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6. OSSZEFOGLALAS

A ndvények, mint ahogy minden ¢él61ény, életiik soran szamos karos kor-
nyezeti hatdsra (szdrazsag, homérséklet-valtozas, 1égszennyezddés, kor-
okozokkal torténd fert6zodés, stb.) reagalnak. A stressz anyagcsere-
folyamatok altalaban oxidativ reakcidkkal jellemezheték. Az oxidativ
stressz: a prooxidansok ¢és az antioxidansok kozott fellépd, a
prooxidansok javara torténd egyensulyeltolodas, amely akér karosodas-
hoz is vezethet.

Az oxidativ stresszt kivaltd, rendkiviil reakcioképes szabad gyokok és
prooxidans tulajdonsdgu molekulak a sejt szinte barmilyen molekuld;ja-
ban kart tehetnek, beleértve a ribonukleinsavakat, fehérjéket, lipideket. A
novényi sejtek azonban tobb antioxidans tulajdonsagu molekuldval ren-
delkeznek az OAF-ot termeld folyamatok szabalyozasara és az OAF mé-
regtelenitésére (Van Kuijk e al,, 1987). Ide tartoznak a kismolekulaja
nem enzimatikus antioxidansok (aszkorbat, glutation, E-vitamin, stb.), az
egyes enzimek (szuperoxid-dizmutéz, aszkorbat-peroxiddz, dehidroasz-
korbat-reduktaz, glutation S-transzferaz, glutation-reduktdz, katalaz,
peroxidaz stb.), valamint tobb Osszetett enzimrendszer, amely képes ha-
tékonyan védelmezni azokat a sejtalkotokat, amelyekben lokalizaltak.

A szabad gyokok és antioxidansok korélettani szakirodaloma mindeddig
csak érintélegesen foglalkozott a kompatibilis kapcsolatokban betoltott
szerepiikkel. Kiilondsen hézagosak az ismereteink az oxigén aktiv for-
maival egyensulyt tartd antioxidansok ilyen iranyu vonatkozasait illetd-

en. Munkank célja ezen hianyossagok  csokkentése  volt.
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Eredményeinket az alabbi pontokban foglalhatjuk 6ssze:

1.

A Xanthi-nc és NahG dohanyndvények fertdzott leveleiben megné a
mono-dehidroaszkorbat gyok (MDA®) mennyisége, az emelkedés a
kontrollhoz képest tobb szazszoros. Az MDA® allandosult megndve-
kedése utal a gyok és az aszkorbatta torténd redukcio kozotti egyen-
sulyvesztésre.

E megnovekedett MDA® mennyiség nemcsak lokalisan, de
szisztemikusan is észlelhetd; a fert6zés helyétdl tavolabbi fertézetlen
levelekben ugyan kisebb, de a kontrollhoz képest szignifikans, na-
gyobb ESR jelet mértiink. Ez a megfigyelés aldtdmasztja Alvarez et
al. (1998) vizgalatait, miszerint a lokalis fertdzés szisztemikus
mikrooxidativ robbanast (burst) indukal a novény tavolabbi fertdzet-
len részeiben. Az MDA gyok szisztemikus felszaporodésa a fertézet-
len levelekben azonos iddben torténik az als6 leveleken kifejlodo

nekrotikus tliinetek megjelenésével.

. A fényben mért ESR jelek nagyobbak, mint a sotétben észleltek, kii-

16nbségiik azonban nem valtozott a fertdzott ndvényekben a kontroll
novényekhez viszonyitva. Az MDA® képzOdés tehat részben vissza-
vezethetd a TMV altal karositott sejtek kloroplasztiszaiban, az elekt-
ronoknak az oxigénre majd az aszkorbinsavra keriilésével, azonban a
mért MDA® jelek nagyobb része fliggetlen a fénytdl, ami arra utal,
hogy az OAF képzddése nem kothetd 0Ossze kizarolag csak a
kloroplasztisszal. Az OAF keletkezésének helyei ugyantugy lehetnek
a mitokondriumok, a citoplazma, vagy az apoplaszt illetve a

vakuolum is.
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4. A TMV fert6zott szisztemikus szerzett rezisztenciaval rendelkez6 le-
velekben alacsonyabb az MDA® akkumuléacié. Ugyanakkor a NahG-
ben, ahol a nekrotikus 1éziok kiterjedése nagyobb, az MDA® mennyi-
sége is né a Xanthi-nc-hez képest. A rezisztenciaval rendelkezd le-
velekben mért alacsonyabb MDA® jel Osszefiiggésben van a kisebb
szovetnekrozissal.

5. Az elsddlegesen fert6zott sejtbol kiindulva a nekrozis kifejlodése so-
ran a szuperoxid eldszor csak néhany, a fertézott sejttel szomszédos
sejtben, majd késoébb a fokozatosan tagulod nekrozis koriili gylirliben
mutathatd ki. A festddés gylirije megegyezik a virus sejtrél-sejtre
terjedésének egyedi mintazataval.

6. A TNV korili gytrtibdl kiinduld hajszalerek is festddnek, ez a festd-
dés specifikusan csak a fejlodd 1éziok kornyékén figyelhetd meg, az
eloregedett 1éziokra mar nem jellemzd. Ez arra utal, hogy a szuper-
oxid gyok képzddése Osszefiiggésben van a virus terjedésével és
ugyanakkor a nekrotikus tiinetek kialakulasaval is.

7. A szuperoxid gyok csak a nekrozist szenvedd sejtekben mutathaté ki,
¢s csak a nekrozissal jar6 gazda — parazita kapcsolatokat jellemzi, a
lokalis klorézis és mozaik tlinetek esetén nem mutathatd ki szuper-
oxid felhalmozodas.

8. A sejthalal (Evans-kék festddés) is csak a nekrozissal jaro tlineteket
jellemzi, a klorotikus tiinetek esetében nem tapasztaltuk a sejtek el-
halasat.

9. A hidrogén-peroxid termelddése nemcsak a gyliriin beliil figyelhetd
meg a nekrotikus kapcsolatoknal, hanem az erekben is, a lokalis

klorézis és a mozaik tiinetek esetében nem mutathatd ki hidrogén-
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10.

11.

peroxid felhalmozodas, kivétel ez alol a ZYMV és az uborka kap-
csolata, ahol kisebb, de a kontrollhoz képest jelent6s mértékii a hid-
rogén-peroxid felhalmozddasa.

Az antioxidans enzimek aktivitdsdnak novekedése lokalisan és
szisztemikusan egyarant az inkompatibilis kapcsolatokra jellemzd.

A lokélis és szisztemikus klordzis esetén az antioxidans kapacités
nem a tlinetek fliggvénye, hanem a kapcsolaté, azaz az abszolut kom-
patibilis kapcsolatot (SoMV / Ch. quinoa) nem jellemzik oxidativ
folyamatok.
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7. SUMMARY

Green plants, within certain limitations, can adapt to a wide variety of
unfavourable conditions (such as drought, temperature changes, air
pollution, infectious attacks). Stress metabolism in general is
characterised by oxidative processes. The term oxidative stress is widely
used in free-radical literature but it is rarely defined, in essence we can
defined it as a disturbance in the prooxidant-antioxidant balance in
favour of the former, leading to potential damage. Prooxidants, i.e.
reactive oxygen species (ROS) are partly free radicals, as superoxide ani-
on radical (O,") or hydroxyl radical (OH") and have unpaired shell
electrons, or they are relatively stable molecules, but reactive as
hydrogen peroxide (H,0,) or singlet oxygen (‘O ). The ROS are toxic
intermediates that result from successive one-electron steps in the
reduction of molecular oxygen to water. Reactive oxygen species causing
oxidative stress can damage all types of biomolecules, including
ribonucleic acids, proteins and lipids. ROS generated in healthy plant
cells may became toxic if they are allowed to accumulate. To avoid their
effect, cells have several mechanisms for detoxification of these species
(Van Kuijk et al., 1987). These processes include small molecule weight
non-enzymatic antioxidants (ascorbate, glutathione, vitamin E, etc.),
single enzymes (superoxide dismutase, ascorbate peroxidase, dehydro-
ascorbate-reductase, glutathione S-transferase, glutation-reductase,
catalase, peroxidase etc.), and more complex systems which scavenge
ROS and efficiently protect the cellular compartments where they are

localised.
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Until now research on free radicals mostly focused on hypersensitive

reaction and incompatible host-parasite interactions and hardly dealt with

their role in compatible reactions. Data is especially limited in the case of

antioxidants which keep a delicate balance with ROS. Thus our main aim

was to increase our knowledge in this field.

Our results:

The level of mono-dehydroascorbic radical (MDA®) rose in the virus
infected leaves of Xanthi-nc and NahG tobacco plants. There was a
several hundredfold increase compared to the controls. Increased
steady state levels of the MDA® in TMV-infected leaves indicate an
imbalance between the production of MDA® and its reduction to
ascorbate.

Elevated levels of MDA® could be measured not only locally but
systemically as well. There was a smaller but still significantly higher
EPR signal level in the non-inoculated leaves distant from the site of
inoculation than in the controls. This observation further supports the
conclusions of Alvarez et al. (1998), that a local infection induces a
systemic microoxidative burst in the distant uninfected parts of the
plant. With the systemic increase in the amount of MDA® in the
uninoculated leaves necrotic symptoms on the inoculated leaves,
appeared.

EPR signals measured in light were bigger than those in dark, but
their difference compared to the control plants did not change.
Therefore, MDA® production partially originates from the
chloroplasts damaged by the TMV throughout the movement of
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electrons first to oxygen and later to ascorbic acid. However, a
significant portion of the TMV-induced MDA® signal was light
independent, indicating that the production of ROS was not confined
to the chloroplasts.

Accumulation of MDA® was lower in the leaves that exhibit systemic
acquired resistance infected with TMV. In contrast, in the NahG
tobacco plants, where the size of necrotic lesions was bigger
compared to the Xanthi-nc plants, amount of MDA® increased. We
suggest that the lower the levels of MDA® measured in leaves having
systemic acquired resistance signals, the lower the rate of tissue
necrotization.

Starting from the primarily infected cells together with the
development of necrosis, superoxide first appeared in the
neighbouring cells which later expanded in the form of a ring around
the site of necrosis. The expansion of the stained rings was equivalent
to the virus pattern spreading from cell to cell.

Capillary vessels of leaves only stained along the developing but not
the older lesions. This supports the proposition that the generation of
superoxide radicals is correlate with both the spread of the virus and
the development of necrotic symptoms.

The accumulation of superoxide radicals could only be detected in
decaying cells which terminate in necrosis and were recognised only
in incompatible host-parasite interactions not in case of local

chlorosis or mosaic symptoms.
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Cell death (Ewans-blue staining) is only typical in necrotic host-
parasite interactions, not in chlorotic symptoms.

Generation of hydrogen peroxide could also be detected in the veins
of leaves not just inside the rings. However, there was no hydrogen
peroxide accumulation in the case of local chlorosis or mosaic
symptoms except in the interaction of cucumber and ZYMV where
there was a relatively smaller accumulation but still significantly
higher than in the control.

Local or systemic increase in the activity of antioxidant enzymes was
only typical of incompatible interactions.

In case of the local or systemic chlorosis antioxidant capacity did not
correlate with the symptoms but the interaction. In other words, the
absolute compatible interaction (SoMV / Ch. quinoa) could not be

described as an oxidative proces.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetem szeretném kinyilvanitani e par sorral és gondolattal, minda-
zoknak, akik e munkaval t61tott évek soran hozzajarultak annak megva-
losuldsahoz, esetleges sikeréhez. Koszonetemet fejezem ki témaveze-
tomnek Kirdly Zoltannak a dolgozat megvalositasanak lehetdségéért, a
kozos munka soran nyujtott segitségéért. Tovabba kdszondm az intézet
minden munkatarsanak segitokészségét, biztatdsat. Koszonet: Fodor Jo-
zsefnek kozvetlen munkatarsamnak, Gullner Gabornak, a Korélettani
Osztaly munkatarsainak, Hideg Evanak a SZBK munkatarsanak az ESR
spektroszkopos vizsgalatokban nyujtott segitségéért, tovabba Tobids Ist-
vannak és Kazinczy Gabriellanak, hogy virusizolatumaikkal barmikor a
rendelkezésemre alltak, Csorba Ildikonak a ndvényeim nevelésért, Bako-
nyi Jozsefnek az izolatumokért, és spora szuszpenzidkért, Kiss Leventé-
nek a mikroszkopos vizsgalatokban nyijtott segitségéért, Mayer Evanak
a gombatenyészetek felszaporitasaért.

Saradi Krisztindnak, szakdolgozatos hallgatonak az uborkan végzett ki-
sérletekben val6 kozremiikodéseét.

Végiil, de nem utols6 sorban Barna Baldzsnak, és Gaborjanyi
Richardnak, tobbéves segitségét illetve a hazi opponensi teenddk plussz
terhét kiilon koszonom.

Koszonet és hala illeti csaladomat, hogy ez alatt az id6 alatt tiirelemmel,
megértéssel €s szeretettel vettek koril, koszonom, férjemnek Kecskés
Mihélynak, valamint csaladom tobbi tagjanak sziileimnek, testvéremnek

¢és barataimnak.
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