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Citokiningénnel transzformalt dohdnyvonal ellenallésaga
dohany nekroézis virussal szemben

(Kivonat)

A novényi szerv dregedése az élettani allapot valtozasat vonja maga utan.
Ez a folyamat a novény altal termelt névekedésszabalyozd anyagok
(auxin és szarmazékai, gibberellinek, citokininek, etilén, abszcisszinsav,
jazmonsav, stb.) kdlesonhatasanak az eredménye. Az élettani allapot je-
lentésen befolyasolja a novényvirusok iranti fogékonysagot is, amit
korabban foképp novekedésszabalyozo anyagokkal kiilséleg kezelt nové-
nyeken vizsgaltak.

A doktori munka citokinintultermelé dohanyvonal (CTKm) dohany nek-
rézis virussal (TNV) szemben mutatott ellenallosagaval foglalkozik. A
CTKm dohanyba a citokininek bioszintézisében kulcsszerepet jatszo ipt
(izopentenil-transzferaz) -gént iltették be. A transzformalt névények
magasabb citokinintartalmat ujonnan kifejlesztett immunanalitikai mod-
szerrel igazoltuk: kompetitiv-indirekt, rogzitett-antigénalapu ELISA
technikaval.

Munkéank soran megallapitottuk, hogy a TNV-vel inokuldlt CTKm do-
hany levelein kevesebb nekrotikus 1ézié fejlodott ki, mint a kontroll
novényeken. A CTKm novények TNV-vel fertézott leveleiben a kopeny-
fehérje-tartalom is alacsonyabb volt a kontrollhoz képest, ami arra utalt,
hogy a citokininek visszaszoritottak a korokozo replikacigjat is. A CTKm
novények a TNV-fertdzést kovetden kevesebb etilént és Iényegesen ke-
vesebb etant termeltek, amib6l arra kovetkeztettiink, hogy az ipr-gén altal

okozott juvenilitas novelte a novények stressztolerancidjat és gatolta a



virusfert6zés nyoman fellépd lipidperoxidaciot. Megallapitottuk, hogy a
TNV fert6zését kovetden két — PR-proteinként szamon tartott — enzim, a
kitinaz és a (-1,3-gliikanaz aktivitdsanak novekedése valdsziniileg nem
jatszott szerepet a CTKm dohany TNV-vel szembeni ellenallésagaban. A
kitinaz aktivitdsa mind a CTKm, mind a kontroll nvényekben egyforma
mértékben emelkedett, a glitkanaz aktivitasa pedig a kontroll novények-
ben no6tt er6sebben, tehat inkabb a tiinetek intenzitisaval mutatott
Osszefuggést, nem a rezisztenciaval. Kimutattuk, hogy a CTKm dohany
egészséges, levagott leveleiben négy vizsgalt antioxidans enzim kozil
harom (a glutation S-transzferaz, az aszkorbinsav-peroxidaz és a katalaz)
aktivitasa jelentdsen meghaladta a kontroll n6vényekrdl szarmazé levelek
aktivitasat, ugyanezt tapasztaltuk az aszkorbinsav tartalommal kapcsolat-
ban is. Megallapithaté tehat, hogy az ipr-gén beépitése magasabb
antioxidans kapacitast biztositott a transzformalt novények szamara, ami
részben valaszt adott a TNV 4altal okozott nekrotikus lézidkkal szemben
mutatott ellenallésagra. Tekintettel arra, hogy a reaktiv oxigén fajtak
lipidperoxidaciot okozva a membranokat karositjak és ez altal fontos
szerepet jatszanak a nekrézis kialakulasban, a reaktiv oxigéneket méreg-
telenitd antioxidansok védelmet nyujthatnak a membranlipidek szamara.
Az antioxidansok szerepét tamasztotta ala a CTKm levélkorongok sejtje-
inek kisebb ionkidramlasa is, ami arra utalt, hogy a juvenilis szovetekben
a membranok kevésbé sériiltek, elektrolit-visszatartd képességiik jobb
volt.

A doktori munkaban elsoként vizsgaltunk virusfogékonysag szempontja-

bol citokinint taltermeld novényt. Kisérleteink részben megerdsitették a



citokininekkel kiilséleg kezelt novényeken szerzett tapasztalatokat, rész-

ben kiegészitették azokat.

Tobacco necrosis virus resistance of cytokinin gene transformed
tobacco line

(Summary)

Tobacco necrosis virus (TNV) resistance of a cytokinin overproducing
tobacco line (CTKm) transformed with the ipr (isopentenyl transferase)
gene was studied. Higher level of cytokinins in CTKm tobacco was con-
firmed by competitive-indirect ELISA. The number of the TNV induced
necrotic lesions as well as the virus coat protein content were signifi-
cantly lower in case of the CTKm tobacco compared to the control. TNV
infected CTKm leaf disks produced less ethylene and ethane which indi-
cated higher stress tolerance and lower level of lipid peroxidation. The
activity of three antioxidant enzymes (ascorbate peroxidase, glutathione
S-transferase, catalase) and the amount of the non-enzymatic antioxidant
ascorbic acid were markedly higher in healthy CTKm tobacco leaves.
Increased antioxidant capacity may inhibit the process of lipid peroxida-
tion, and hence explains partially the resistance of the CTKm tobacco

against the necrosis development induced by TNV.



Tabaknekrosevirus-Resistenz einer transgenen Tabaklinie
mit erhohtem Zytokiningehalt

(Zusammenfassung)

Die Tabaknekrosevirus-Resistenz einer zytokininiiberproduzierenden
Tabaklinie (CTKm), die mit dem ipt (Isopentenyl-Transferase) Gen
transformiert ist, wurde untersucht. Der erhohte Zytokiningehalt der
Transformanden wurde mit einem kompetitiv-indirektem ELISA
bestimmt. Bei den CTKm Pflanzen waren sowohl die Anzahl von
virusinduzierten Nekrosen als auch der virale Hillproteingehalt
niedriger. Die TNV-infizierten Blattscheiben der CTKm Linie
produzierten weniger Ethylen und Ethan, was die hohere Stresstoleranz
und den geringeren Grad der Lipidperoxidation des CTKm Tabaks
anzeigte. Die Aktivitdit von 3 antioxidativen Enzymen (Ascorbat-
Peroxidase, Glutathion-S-Transferase, Katalase) und die
Ascorbinsdurekonzentration in gesunden CTKm Tabakbldttern war
signifikant hoher als in den Bléttern der gesunden Kontrollpflanzen. Die
erhohte antioxidative Kapazitit kann den Prozess der Lipidperoxidation
hemmen und erkldrt somit zum Teil die Resistenz der CTKm
Tabakpflanzen gegeniiber der Entwicklung von virusinduzierten

Nekrosen.



1. BEVEZETES

A novény novekedését és fejlodését iranyitd novekedésszabalyozo anya-
goknak (hormonoknak) jelentds a szerepe a ndvény-kérokozo
kolcsonhatasokban is. Szamos megfigyelés tamasztja ala ezt a megallapi-
tast, példaként a kovetkezoket emlitjiik:

Rozsdafertdzott bab és lobab levelekben megnd a citokininek mennyisé-
ge (Kiraly és munkatarsai, 1967). Dohany mozaik virus (Tobacco mosaic
tobamovirus, TMV) fertdézésére hiperszenzitiv moédon reagald dohany
etilénképzése a virus okozta 1éziok megjelenésével parhuzamosan foko-
zodik (Balazs és munkatarsai, 1969). Fiziologias koncentracioban adagolt
jazmonsavval teljesen vissza lehet szoritani a fehérhere mozaik virus
(White clover mosaic potexvirus; WCIMYV) replikacidjat babnovényekben
(Clarke et al., 1998). Tehat a novényi hormonok anyagcseréje a beteg
novényben jelentésen megvaltozik, illetve hormonkezelésekkel befolya-

solni lehet a betegségek alakulasat.

Az elmult fél évszazadban a novényviroldgia teriiletén nagyon sok tudo-
manyos kozlemény sziiletett a novények élettani allapota és a virusok
iranti fogékonysag osszefliggésérol (Mahadevan, 1984; Goodman, 1991).
Ezek k6zott szamos olyan munkat talalunk, ami a citokininek virusferto-
zésekre gyakorolt hatasaval foglalkozik, témaja alapjan ide sorolhat6 ez a
dolgozat is. Vizsgalataink azonban a korabbiakhoz képest t6bb mddszer-
tani ujdonsagot tartalmaznak. A hagyomanyos modszertani megkozelités
szerint a ndvényeket kiilséleg kezelték kiilonb6zo citokininek oldataval.

Ilyenkor nem lehetett pontosan tudni, hogy a levél feliiletére juttatott



citokininbdl mennyit vett fel a névény. Bizonytalansagot okozott az is,
hogy a citokininkezelt és a kontroll novények virustartalmat bioteszttel
hasonlitottdk &ssze, ami nem adott megbizhaté eredményt a citokininek
virusreplikaciot befolyasold hatasara vonatkozdan.

Munkank legfobb kiilonbségeit abban latjuk, hogy:

1. Kiils6 citokininkezelés helyett egy citokiningénnel transzformalt do-
hanyvonallal (CTKm) dolgoztunk. 2. A CTKm ¢és a kontroll
dohanyvonalak citokinintartalma kozotti eltérést kompetitiv-indirekt,
rogzitett-antigénalapi ELISA modszer segitségével hataroztuk meg, tehat
pontosan ismertiik, hogy a transzgenikus vonal mennyivel tartalmaz t6bb
citokinint, mint a kontroll. 3. A virusmennyiséget is szeroldgiai uton
vizsgaltuk, ami objektivebb eredményt nyujtott, mint ha a klasszikus
gyakorlatnak megfelel6en biotesztet hasznaltunk volna erre a célra.

A korabbiakhoz képest elérelépésnek tartjuk, hogy a virusok iranti eltérd
fogékonysag fizioldgiai hatterére vonatkozoan is Uj eredménnyel tudtunk
szolgalni. Olyan, ezt megel6zden ebben az dsszefiiggésben nem vizsgalt
novényélettani  jelenségeket kovettink nyomon, mint példaul a
lipidperoxidaci6 szintjét jelzd etan képzddése, kiilonbozd antioxidans
enzimek aktivitdsanak és nem enzimtermészetili antioxidansok mennyis¢-
gének az alakulasa, vagy két, PR-proteinként ismert enzim aktivitasanak
valtozasa.

A doktori értekezés témavalasztasanak jelentdségét és iddszerliségét mi
sem bizonyitja jobban, mint az a tény, hogy joéllehet az elmult években
szamos citokinintultermel6 transzformalt nvényi vonalat sikertilt eldalli-

tani, ezek viroldgiai, st altalaban novénykortani vizsgalatardl — két



altalunk ismert kivételtdl eltekintve (Storti ef al, 1994, Bettini et al.,
1998) — nem késziilt jelentds kdzlemény.

A doktori munkaval kapcsolatban megfogalmazott részletes célkitlizése-
inket a 3. "Célkitiizések” cimii fejezetben, pontokba szedve foglaltuk

Ossze.

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A novény élettani allapota: a juvenilitas €s az oregedés fogalma

Az egyéves novények életciklusa a mag csirazasatél szamitva egy

tenyészidoszak alatt megy végbe, egyedfejldédésiik erre az iddtartamra
korlatozott. Ez az idében behatarolt egyedfejlédési folyamat egymast
kovetd szakaszokbol all (csirazas, vegetativ novekedés és fejlodés, virag-
zas, termésképzés €s -€érés), amely egyiitt jar a novényi szovetek élettani
allapotanak dinamikus valtozasaval. Az élettani allapot lehet juvenilis
(fiatal), vagy szeneszcens (id6s), aminek alakulasat a novény altal termelt
kiilonboz6 novekedésszabalyozd anyagok nagymértékben befolyasoljak.
Juvenilitast okoz6 nodvekedésszabalyozd anyagok az indol-3-ecetsav
(auxin) és szarmazékai, a gibberellinek, a citokininek, a
brasszinoszteroidok és a poliaminok. Szeneszcenciat idéznek el6 az eti-
Ién, az abszcisszinsav és a jazmonsav (Kende és Zeevart, 1997; Creelman
és Mullet, 1997). A juvenilis élettani allapotot a sejtek intenziv nuklein-
sav-, fehérje- és lipidszintézise, a gyors sejtosztodas, és a tapelemek

(szén, nitrogén, foszfor, kalium, egyéb asvanyi anyagok) felhalmozasa



jellemzi, mig a szeneszcenciat ezekkel ellentétes iranya folyamatok kisé-
rik. A n6évényi szeneszcenciat vizsgalva el kell valasztani egymastél a
levelek dregedését és a teljes ndvényegyed Sregedését. Ezt jol szemlélteti
egy lombhullaté fa leveleinek és az egész novénynek a kapcsolata. Az
oregedés ilyen két kiilonb6z6é megnyilvanulasi formaja figyelhetdé meg az
egyéves lagyszara novények esetében is. Itt a levelek oregedése fokoza-
tos (az alsé levelek Oregszenek vagy mar el is haltak, a felsok ezzel
szemben még juvenilisek), azonban a ndvényegyed életciklusanak végét
jelentd generalis oregedés csak késdbb, a terméséréssel megkozelitleg
egy iddben kovetkezik be.

A levél fejlodése idoben elére haladva harom szakaszra oszthato fel.
Kezdetben a levél gyors novekedési fazison megy keresztiil, tapelemeket
halmoz f6l, intenziv fehérjeszintézist folytat egészen addig, amig el nem
éri teljes kifejlettségét és fotoszintetikus aktivitdsanak a csucsat. Ezutan
viszonylag hosszu kiegyensulyozott allapot kovetkezik, amelyben a fe-
hérjék szintézise ¢s lebomlasa egyenstlyban van. A levél az intenziv
fotoszintézis altal hatékonyan jarul hozza a ndvényi szervezet tovabbi
novekedését és fejlodését biztositd asszimilaciohoz. Az eldallitott
szervesanyag tekintélyes része a novekedd, juvenilis allapotu szervekbe
szallitédik. A levél életgorbéjének harmadik, befejezd szakasza a kiilsd
vagy bels6é tényezok altal elinditott oregedés (Buchanan-Wollaston,
1997), amelyben a levél szervesanyag-mérlege (a fotoszintetizalt és az
ellélegzett szervesanyag mennyiségének kiilonbsége) fokozatosan nega-
tivvd valik. A sejtalkotok szintjén a szeneszcencia eldszor a
kloroplasztiszokban nyilvanul meg, membranrendszeriik karosodik, a

klorofill-protein komplexek felbomlanak, a klorofill- és a fehérjetartalom



kulon-kiilon csokken, a levél elkezd sargulni. Az endoplazmatikus
retikulum és a riboszoémak mennyisége — a fehérjeszintézis mértékével
Osszhangban — szintén fokozatosan csokken. A sejtet felépitd makromo-
lekulak (lipidek, fehérjék és nukleinsavak) lebontasaban szerepet jatszo
néhany enzim aktivitasa ugyanakkor novekszik. Ezek katalitikus aktivita-
sa nyoman képzddd kismolekulak (elsdsorban szacharéz, glutamin és
aszparagin) a juvenilis, fejlddésben 1év6 novényi részekbe szallitodnak
(Buchanan-Wollaston, 1997). A ndvény tehat az eloregedett levélbol a
szamara értékes tdpanyagokat mobilizalja és Gjrahasznositja. A levélore-
gedésnek ezt a lényeges szerepét ismerve konnyebb megérteni, hogy az
egész folyamat miért olyan programszerii és Iépésr6l-1épésre pontosan
szabalyozott. Az dregedés katabolikus lépéseinek energiaigényét biztosi-
té mitokondriumok és a sejtmag karosodasa csupan a szeneszcencia
végso stadiumaban, a levél pusztulasat kozvetleniil megel6z6 szakaszban
jatszédik le, amit mérsékelt 1€gzésnovekedés kisér. A levél 1égzésének
ezt koveto leallasa a levél pusztulasat jelzi (Pethd, 1993; Quirino et al.,
2000). Lényeges megjegyezniink azt, hogy a novényi szervek
szeneszcenciajaval kapcsolatban tobb mas fejlodési [épéshez és a nové-
nyi hiperszenzitiv reakciohoz hasonléan igazoltak, hogy a jelenség soran
programozott sejthalal megy végbe (Pennel és Lamb, 1997; Gan és

Amasino, 1997; Yen és Yang, 1998).
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2.2. Az élettani allapot és a betegségellenallosag osszefliggése

2.2.1. A biotréfia és a nekrotrofia fogalma

A novény illetve novényi szerv (levél) élettani allapota jelentésen befo-
lyasolja a betegségekkel szemben mutatott ellenallésagat. Tipikus biotrof
gombakdrokozok, mint a lisztharmat- és rozsdagombék a fiatal novényi
szoveteket részesitik elényben (Barna, 1995). Eletmoddjukra jellemz,
hogy a megfert6zott ndvényi rész sejtjeit nem teszik tonkre, de a novény
altal eloallitott tapanyag jelentOs részét sajat életfolyamataik fenntartasa
céljara elvonjak. Kimutattak, hogy citokinint termelve képesek gatolni a
novényt abban, hogy a megbetegitett levélbol a tapanyagokat mas
(egészséges) részekbe szallitsa (Pozsar és Kiraly, 1966).

A nekrotrof életmodot folytatd novénykdrokozd gombak viszont toxin-
termeléssel (pl. Alternaria, Cochliobolus vagy Fusarium fajok), vagy
sejtfalbontd enzimek, igy poligalakturonazok, hemicellulazok és
cellulazok kibocsatasaval (pl. a Botrytis, a Colletotrichum, a Penicillium,
vagy a Sclerotinia nemzetség bizonyos tagjai) a megfertdzott ndvényi
szovet sejtjeit elpusztitjak, és az elhalt sejtekbol fedezik tapanyagszik-
ségletiiket (Manners, 1993). A nekrotrof gombak fertdézése irant ezért
foként a mar oregedésben 1évo névényi részek mutatnak fogékonysagot
(Barna, 1995). Dohanyndvények alsé, szeneszcens levelei fogékonyabb-
nak bizonyultak Alternaria alternata és Botrytis cinerea fertdzése,
valamint a fuzarinsav (Fusarium fajok altal termelt nem-gazdaspecifikus
toxin) okozta széveti karosodas irant, mint a felsd, juvenilis élettani alla-

potu levelek. Tovabbi kisérletekkel azt is sikeriilt igazolni, hogy a fels6
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levelekbdl kivagott levélszeletek Iényegesen ellenallobbak pektinaz és
cellulaz sejtfalbontd enzimeknek, mint az 6regedd, alsé levelekbol szar-

mazd levélszeletek (Barna és Gyorgyi, 1992).

2.2.2. Az élettani allapot hatasa a novényvirusok altal okozott

nekrotikus tiinetekre

A novényvirusok — az eldbbi gombak vilagabol vett példakkal szemlélte-
tett gondolatmenetet folytatva — nyilvanvaldan biotrof (obligat) parazita
korokozok, hiszen onallé anyageserével nem rendelkeznek, replikalodni
is kizardlag a gazdaszervezet €16 sejtjében, annak nukleinsav- és fehérje-
szintézisét felhasznalva képesek, tehat az aktiv metabolizmust folytatd
ndvényi sejt 1étsziikséglet szamukra.

Bizonyos virus-gazda kapcsolatok esetében azonban a virusrészecskék
behatolasat a novény részérdl felismerési reakcio, majd sejtkollapszus
koveti, ami lokalis nekrotikus 1éziok megjelenéséhez vezet. A jelenséget
az inkompatibilis gomba - n6vény kolcsonhatasokkal mutatott nagyfoku
hasonlésaga miatt Stakman (1915) utan gyakran hiperszenzitiv reakcio-
nak is nevezik. Hangsulyozni kell azonban, hogy hiperszenzitiv
reakciordl csak olyan névény-koérokozd kolesonhatasok esetében beszél-
hetiink, ahol ugyanannak a nodvény- ¢és kérokozéd fajnak létezik
kompatibilis (normoszenzitiv) kapcsolata is, és ez utdbbi a két faj kol-
csonhatasanak jellemzé megnyilvanulasi formaja. Ezt a terminologiai
megkulonboztetést szem elott tartva a hiperszenzitiv reakcidé fogalmat
olyankor hasznaljuk, amikor az tényleg megfelel ennek a kovetelmény-

nek. Egyéb esetekben az altalanosabb nekrézis (nekrotikus 1€zid,



12

nekrotikus tiinet) kifejezést hasznaljuk. Novényvirus altal kivaltott
hiperszenzitiv reakcidra kézenfekvo példa a ndvényvirologiaban gyakori
modellként szereplé — Nicotiana glutinosa -bol szarmazo "N
rezisztencia gént hordozd — Xanthi-nc és Samsun NN dohanyfajtak és a
TMV kapcsolata. Ebben a novény-kérokozo kapcsolatban a TMV fertd-
zésének jellemzO megnyilvanulasi formaja a legtobb Nicotiana tabacum
fajtan a szisztemikus mozaiktiinet, az "N" -génnel rendelkezd fajtak
azonban lokalis 1éziokat képeznek a fert6zés helyén, és a betegség ezutan
nem képes szisztemizalddni. Az értekezés vizsgalataiban hasznalt dohany
nekrézis virus (Tobacco necrosis necrovirus; TNV) - dohany kdlesonha-
tas esetében viszont nem beszélhetiink hiperszenzitiv reakciorol, az is
kérdéses, hogy egyaltalan kompatibis vagy inkompatibilis kapcsolatrol
van-e sz0. Tekintettel arra, hogy a TNV jellemz6 tiinete a gazdanévények
dontd tobbségén a lokalis nekrotikus 1€zid (és szisztemikus megbetege-
dést csak elvétve okoz), elvileg nevezhetjik ezt a kolcsonhatast
kompatibilisnek, a ndvényben lejatszodd élettani folyamatok azonban
mégis nagyon kozel allnak a hiperszenzitiv reakcio jelenségéhez. Ezért
az irodalmi attekintés tovabbi fejezeteiben gyakran szerepelnek majd
példaként a témaval Gsszefiiggésben alld klasszikus hiperszenzitiv reak-
ciot mutatdé ndvény-virus kapcsolatok. Meg kell jegyezni, hogy a TNV
természetes Uton a kiilonb6z6 gazdandvények fold alatti részeit (gyokér-
zetét, hagymait) fertzi, a levél mechanikai inokulacidja tehat eleve csak
a virolégusok altal teremtett mesterséges fert6zési helyzet.

Az eredeti gondolatmenethez visszatérve a novényvirusok kétségteleniil
biotréf kérokozok. A nekrotikus tiinetekkel jaro virusfert6zések szimp-

tomait azonban a novény élettani allapota paradoxnak tiiné modon
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befolyasolhatja. Ennek igazolasara példaként felhozhat6 az a tény, hogy a
Xanthi-nc dohany alsé, id6sdd6 levelei — amikben a fehérjeszintézis mér-
téke (*°S-cisztein és *C-glicin beépiilésének vizsgalata alapjan) mar
jelentdsen visszaszorul — lényegesen tobb nekrotikus 1€zidt képeznek a
TMV-vel valo fertézés nyoman, mint a felsd, juvenilis levelek (Kiraly,
1968; Takahashi, 1972). Mas példaként emlithetd az, hogy dohanynové-
nyek leveleiben a csucsriigy eldzetes eltavolitasaval csokkenteni lehet
egy ezt kdvetd TMV fertdzés altal okozott nekrotikus 1ézidk szamat a
kontroll novényekhez képest (Kiraly és munkatarsai, 1968; Adam és
munkatarsai, 1990). A cstcsrigy eltavolitdsa (dekapitalas) ugyanis az
also allasu, oregedd levelek citokinintartalmat tjbol megndveli (Palmer
et al., 1981), serkenti a fehérje- és nukleinsav szintézisiiket, tehat a mar
szeneszcens levelek ismételt visszafiatalodasahoz vezet (Mothes, 1960).
Ezek alapjan megallapithaté az, hogy a novény élettani allapota jelentds

befolyasold tényezo a nekrézissal jard virustiinetek kialakulasaban.

2.3. A nekrotikus betegségtiinetek és a reaktiv oxigén fajtak kapcsola-

ta

2.3.1. A reaktiv oxigén fajtak felszaporodasa: a nekrotikus tiinetekkel

egylitt jaro jelenség

A nekrozissal végzédd — gyakran inkompatibilis (hiperszenzitiv) — no-
vény-gomba, illetve novény-baktérium és novény-virus kolesonhatasokat
kiilonb6z6 reaktiv oxigén fajtak (ROF) korai, sejthalalt megel6zo felsza-

porodasa kiséri a megfert6zott novényi szovet sejtkozotti jarataiban és a
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amely oxigén szabadgyokoket és egyéb, nem gydktermészetli, fokozott \\‘Ij

reakcioképességet mutatd oxigénszarmazékokat foglal magaban. Ilyenek
tobbek kozott a triplett allapotd, kétatomos dioxigén molekulabol (O,)
energia bevitel hatasara képz6do, gerjesztett szingulett oxigén ('0»), va-
lamint az oxigénbdl egyelektronos redukcios Iépésekkel keletkezd
szuperoxid gyok (O,"), hidrogén-peroxid (H,O,) és hidroxilgysk (OH®)

intermedierek (2.1. dbra).

szingulett
oxigén
102
2) 3) 4.) 5)
(1) Th \Y
e-, (H+ . .. €- H+ e-, H+ . e-, H+
2 0,7 (HO,") —= H,0, — OH"+ H,0 —>= 2H,0
oxigén szuperoxid, hidrogén- hidroxil  viz viz
(hidroperoxil) peroxid

2.1. abra. Az oxigén aktivalasa, reaktiv oxigén fajtak képzddése (Elstner, 1982)

A kloroplasztisz és a mitokondrium elektrontranszport folyamatai soran,
tehat a novényi sejt normalis mikddése kdzben is jelentds mennyiségl
ROF termel6dik.

A ROF nekrotikus tiinetekkel kapcsolatos fokozott képzodését a jelenség
heveny lefolyasa miatt oxidativ robbanasnak (,,oxidative burst”-nek) ne-
vezik. Doke ¢és Ohashi (1988) TMV-vel fert6z6tt Samsun NN

dohanynovények levélkorongjaiban a nekrotikus 1éziok megjelenése elott

Megjegyzés: Mehdy, M.C.
(1994): Active oxygen species in
plant defense against pathogens.
Plant Physiol. 105, 467-472.

Megjegyzés: Baker, C.J. and
Orlandi E.W. (1995): Active
oxygen in plant pathogenesis.
Annu. Rev. Phytopathol. 33, 299-

V| 321

Megjegyzés: Hammond-
Kosack, K.E. and Jones, J.D.G.
(1996): Resistance gene dependent
plant defence responses. Plant Cell

1| 8,1773-1791.

Megjegyzés: Hiickelhoven, R.,
Fodor, J., Preis, C. and Kogel, K.-
H. (1999): Hypersensitive cell
death and papilla formation in
barley attacked by the powdery
mildew fungus are associated with
hydrogen peroxide but not with
salicylic acid accumulation. Plant
Physiol. 119, 1251-1260.
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a szuperoxid szabadgyok intenziv termelddését mérték, kimutattak to-
vabba a szuperoxid gyiirt alaku, sugariranyban terjedd felhalmozodasat a
1€zidk koriili, még ép szovetekben. Az oxidativ robbanas soran felszapo-
rodé6 ROF keletkezésének egyik feltételezett forrasa a sejtmembranban
talalhato NAD(P)H oxidaz enzim, ami szuperoxid szabadgyokot (O2'7)
vagy egy antioxidans enzim, a szuperoxid-dizmutaz altal katalizalt
dizmutacioval hidrogén-peroxidda (H,O;) alakul (2.2. dbra), ami a

plazmalemman keresztiil diffuzioval a sejtbe visszajutva sejthalalt indu-

0,7+ 0,7 + 21 222~ H,0, + O,

2.2. dbra. Hidrogén-peroxid képzddése szuperoxid (O, ) dizmutécidja utjan;
SOD = szuperoxid-dizmutaz
A ROF képzddésének masik alternativajaként sejtfalhoz kotott, pH-fiiggd
peroxidazok szerepét feltételezik (Bolwell ef al., 1995), amelyek aktivita-
sa hidrogén-peroxid felhalmozodast okoz a sejtkozotti térben. A reaktiv
oxigén fajtakon beliil kiilon figyelmet érdemel a hidroxilgyok (OH®),
amely hidrogén-peroxidbodl keletkezik Fenton-reakcioval, redukalt alla-

poti dtmenetifémek (Fe*") jelenlétében (2.3. dbra).
H,O, + Fe2* ——= OH® + OH- + Fe¥*

2.3. dbra. Fenton-reakcio: hidroxilgyok (OH®) képzddése hidrogén-peroxidbol

A hidroxilgyok az €16 sejtben képzédd legaktivabb ROF. Az OH®, H'/

H,O elektrodreakeio standardpotencialja 2,31 V. Ez nagyon magas érték,

Megjegyzés: Jabs, T. (1999):
Reactive oxygen intermediates as
mediators of programmed cell
death in plants and animals. Bio-
chem. Pharmacol. 57, 231-245.

Megjegyzés:

Levine, A, Tenhaken, R., Dixon,
R.A. and Lamb, C. (1994): H,0O,
from the oxidative burst orchestras
the plant hypersensitive response.
Cell 79, 583-593.

Megjegyzés: Draper, J. (1997):
Salicylate, superoxide synthesis
and cell suicide in plant defense.
Trends Plant Sci. 2, 162-165.
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ami a hidroxilgyokst rendkiviil erés oxidaldszerré teszi. A sejtalkotd
szerves makromolekuldk roncsolodasat eldidézd gyokos lancreakciok
elinditasaban a hidroxilgyoknek kulcsszerepet tulajdonitanak (Wojtaszek,

1997), ilyen a késdbbiekben részletezett lipidperoxidacié is (2.4. dbra).

\Levine és munkatarsai (1994)

képzddésének ugrasszerii novekedése onmagaban is elegendd lehet sejt-
halal eldidézéséhez. Masok adatai ugyanakkor vilagossa teszik, hogy a
sejthalal kivaltasaban a ROF-on kiviil mas tényezoknek (példaul a nitro-
gén-monoxidnak) is jelentdsége van (Delledonne et al., 1998; Durner et
al., 1998), illetve a ROF szerepe a kulonbozd novény-korokozo

lehet (Heath, 2000).

rom

kolesonhatasokban eltérd

2.3.2. Antioxidansok: a reaktiv oxigén fajtdk méregtelenitése

A reaktiv oxigén fajtak méregtelenitését az €16 szervezetekben, igy a no-
vényekben is antioxidansok végzik. Ezek egy része enzim (szuperoxid-
dizmutaz, katalaz, aszkorbinsav-peroxiddz, dehidroaszkorbinsav-
reduktaz, glutation-reduktdz, glutation S-transzferaz, glutation-peroxidaz
és egyeb, kevésbé specifikus szubsztrat igényili peroxidazok), mas résziik
olyan szerves kis molekula, ami elektrondonor természeténél fogva a
reaktiv oxigén fajtadkat redukalni képes, ezek tehat nem enzimatikus
antioxidans  vegyiiletek  (aszkorbinsav,  glutation,  o-tokoferol,
karotinoidok, redukalt fenolok, stb.).

Azt, hogy a reaktiv oxigén fajtaknak (ROF) nagy jelent6sége van a kor-

folyamatban, a ROF kozombositését végzd antioxidansok vizsgalatai is

\

\
\
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| 1856,

| Megjegyzés: Chamnongpol, S_,

Willekens, H., Moeder, W_,
Langebartels, C., Sandermann, H.,
Van Montagu, M., Inzé, D. and
Van Camp, W. (1998): Defense
activation and enhanced pathogen
tolerance induced by H,0, in
transgenic tobacco. Proc. Natl.
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alatamasztjak. El-Zahaby ¢s munkatarsai (1995), majd kés6bb Wanacker
tézott arpaban a hidrogén-peroxid lebontasat (részben) végzd Halliwell-
Asada ciklus enzimeinek €s nem enzimatikus 6sszetevdinek (aszkorbin-
sav ¢s glutation) nagyfoku aktivitas- ill. koncentracidévaltozasait
tapasztaltak. JelentOs eltérést észleltek a lisztharmat irant fogékony és a
gombabetegségnek ellenalld (hiperszenzitiv reakcidt mutatd) arpafajtak
vel inokulalt Xanthi-nc dohanylevelekben szintén a Halliwell-Asada cik-
lushoz tartozéd enzimek (aszkorbinsav-peroxidaz, glutation-reduktaz),
tovabba a glutation-S-transzferaz és a szuperoxid-dizmutaz aktivitasno-
vekedését mérték a nekrotikus 1éziok megjelenését kovetden. Novekedést
tapasztaltak az inokulalt levelek glutation és dehidroaszkorbinsav tartal-

maban is, az aszkorbinsav mennyisége ¢és a dehidroaszkorbinsav-

reduktaz aktivitasa ugyanakkor csdkkent. \Gullner és munkatarsai (1999)
L-2-oxotiazolidin-4-karboxilsav kezeléssel tobb, mint kétszeres glutation
szintet idéztek el Xanthi-nc dohanylevélkorongokban. Az igy elokezelt
levélkorongok ellenallonak bizonyultak a TMV nekrotikus Iézidival
szemben, s6t a virustartalmuk is alacsonyabb volt a kontrollhoz képest.
Az L-2-oxotiazolidin-4-karboxilsavbol az 5-oxo-L-prolinaz enzim aktivi-
tasa nyoman cisztein keletkezik, ami a glutation prekurzora (Williamson
és Meister, 1981). A ROF ¢és a sejthalal ok-okozati Gsszefliggését ta-
transzgenikus dohanyvonalat tanulmanyoztak, amelyekben egy-egy — a
ROF kozombositésében szerepet jatszo — antioxidans enzim (aszkorbin-

sav-peroxidaz és katalaz) miikodését gatoltak antiszensz modon. A két

Megjegyzés: Vanacker, H.,
Carver, T.L.W. and Foyer, C.H.
(1998): Pathogen-induced changes
in the antioxidant status of the
apoplast in barley leaves. Plant
Physiol. 117, 1103-1114.
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dohanyvonalat hiperszenzitiv reakcidt okozo, inkompatibilis baktérium-
torzs  (Pseudomonas  syringae  pv. phaseolicola)  kiillonbozd
tanuskodtak, hogy mindkét transzgenikus vonal fogékonyabb volt a bak-
térium altal kivaltott nekrozis irant, mint a kontroll fajta: az a viszonylag
alacsony inokulum koncentracio, ami a kontrollon még nem okozott nek-
rézist, a csokkent antioxidans képességgel rendelkezd vonalakban mar
elegendonek bizonyult annak kivaltasahoz. Azt a feltételezést, hogy a
jelenség hatterében a ROF kozombositését végzd antioxidans rendszer
elégtelen miikodése allt, az a tény is alatimasztotta, hogy antioxidans
vegyliletek (aszkorbinsav és glutation), kataldz, valamint difenilén-
jodonium (a plazmalemmahoz kotstt NAD(P)H oxidaz gatlo) kezelések-
kel a transzgenikus vonalakban is fel lehetett emelni a nekrozis
kialakulasdhoz sziikséges baktérium koncentracio kiiszobértékét a kont-
roll n6vényeken tapasztalt szintre.

A ROF kérfolyamatban betsltott toxikus szerepére utal az a novényeken
végzett kisérletek tekintetében Gttorének szamité munka is, amit Deak és
€18 sejt szamara rendkiviil toxikus hidroxilgyok (OH®) termel8dését tigy
gatoltak, hogy a reakcidban elektrondonorként szerepld Fe (II) ionok
(2.3. abra) mennyiségét egy vasmegkotd tulajdonsaggal bird ferritin ne-
vii fehérje intenziv tultermeltetésével visszaszoritottdk. A lucernabol
izolalt ferritin gént kifejezd transzformalt dohanyndvények valdban fo-
kozott toleranciat mutattak a szuperoxidot termeld herbicidhatdéanyaggal,
a paraquattal szemben, tovabba az A. alternata és a B. cinerea nekrotikus

tiineteivel és a TNV altal okozott 1ézidkkal szemben is.

Megjegyzés: Deak, M.,
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Nature Biotech. 17, 192-196.
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2.3.3. Miként jarulhatnak hozza a kérfolyamat soran képzddd reaktiv

oxigénfajtak a sejthalal kialakulasahoz?

A ROF és a korokozok altal eldidézett nekrotikus tiinetek 6sszefiiggését
vizsgaldo munkak a ROF-nak alapvetden kettds szerepet tulajdonitanak a
sejthalal kivaltasaban. Egyrészt kozvetlen szerepet, mint nagy reakcioké-
pességli molekuldk a sejtmembranok karositasan keresztiil, masrészt
kozvetett, jelatvivd szerepet, tovabbi a sejthalalhoz vezetd folyamatok

aktivalasa révén (Jabs et al., 1996).

2.3.3.1.A reaktiv oxigénfajtadk novényi sejtmembranokra gyakorolt hatasa

A ROF irant mutatott érzékenységiikben a membranokat felépitd foszfo-
¢s galaktolipidek tobb telitetlen kotést tartalmazd zsirsavosszetevoi (igy
tobbek k6zott a linolsav és a linolénsav) kimagaslanak. A ROF és a tobb-
szorosen telitetlen zsirsavak kdlesonhatasa lipidperoxidaciot eredményez.
Ennek els6 1épése a cisz, cisz-1,4-pentadién rendszer o -metilén szén-
atomjan bekovetkezé hidrogénelvonas (2.4. dbra/l.), amit elidézhet
példaul hidroxilgyok, vagy szerves szabadgyok (R*), peroxilgydk (ROO®)
és alkoxilgyok (RO®). Kovetkezd I€pésben a zsirsavmolekulaban egy
kettos kotés atrendezddés jatszodik le, ami konjugalt diénszerkezetet
eredményez (2.4. dbra/2.). A konjugalt kettds kotést hordozd
zsirsavszabadgydk (R*) aerob koériilmények kozott molekularis oxigénnel
peroxilszabadgyskot (ROO®) képez (2.4. dbra/3.), amely mint hatékony
oxidalészer, a kornyezd lipidmolekulak egyikérol hidrogént képes elvon-

ni. Ezaltal 6nmaga lipid-hidroperoxidda (LOOH) alakul (2.4.dbra/4.),
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—}CH7~CH=—CH—CHs-CH—CH—CH};—

1) OHe, R+, ROO+, RO+
—fCHfz—CH=—CH—CH—CH=—CH—-CHj;—
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—fCHgr~CH==CH—CH=CH—CH—{-CH;}~
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2.4. dbra. Foszfo- és galaktolipidek izolalt kettoskotést tartalmazé zsirsavoldallancanak

szabadgy6kok hatasara bekovetkezd lipidperoxidacioja

mikdzben a hidrogénelvonas nyoman keletkezett szerves szabadgyok
oxigénfelvétel altal szintén peroxilgyokot képez €s igy lipidperoxidacios
lancreakcid veszi kezdetét (Halliwell és Gutteridge, 1999). A lipid-
hidroperoxidok fémionok (vas, réz) katalizalta bomlasa soran epoxidok,
telitett és telitetlen aldehidek, ketonok és gazhalmazallapotu szénhidro-
gének (pentan, etan) keletkeznek (2.4. dbra/s.). Jellegzetes lipid-
hidroperoxid bomlastermékek példaul a telitetlen aldehidekhez tartozé 4
-hidroxi -2 -transz -nonénal (HNE) és a 4 -hidroxi -2 -transz -hexénal

(HHE). Ezek jelent6sége valoszinlileg meghaladja a korabban f6 bomlas-
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terméknek tartott malondialdehidét (MDA), ami ugy tlinik valojaban csak
igen kis mennyiségben képzddik linolénsav és arachidonsav peroxidacio-
jat kovetéen (Halliwell és Gutteridge, 1999).

A ROF altal okozott lipidperoxidacié megvaltoztatja a membranok szer-
kezetét. A  biologiai membranok folyadékkristaly allapotanak
(fluidititdsanak) fenntartasaban a telitetlen és tobbszorosen telitetlen
zsirsavoldallancoknak dont6 szerepe van (Shinitzky, 1984), amelyek ala-
csony olvadaspontjuk miatt a membranok fazisatalakulasi homérsékletét
csokkentik. A lipidperoxidacié kovetkeztében ezek mennyisége a memb-
ranokban a telitett zsirsavakhoz képest kisebb lesz (Halliwell és
Gutteridge, 1999), ami gélfazisu lipidteriiletek megjelenéséhez ¢s a
membranon keresztiil végbemend transzportfolyamatok zavardhoz vezet.
A lipidperoxidacios lancreakcié soran képzodd zsirsavszabadgyokok
kozott tovabbi keresztkotések alakulhatnak ki (Frank et al., 1989), de
bekovetkezhet az is, hogy a nagy reakcioképességii zsirsavszabadgyokok
mas membranalkotokkal, példaul membranfehérjék tiol (-SH) csoportjai-
val lépnek reakcioba (Halliwell és Gutteridge, 1999). A
membranszerkezetben végbement valtozasok fokozzak az
elektrolitkidaramlast a sejtszervecskékben és a citoplazmaban, tehat a
membran — mint biologiai hatarfeliilet — szelektiv ateresztoképessége
romlik. Erdemes megjegyezni azt is, hogy a lipid-hidroperoxidok korab-
ban emlitett aldehid bomlastermékei (HNE, HHE) mérgezdek
(Esterbauer et al., 1991), kiillondsen a mitokondriumokra (Kristal et al.,
1996).

Weststeijn (1978) Xanthi-nc dohany TMV-vel inokulalt leveleiben mar 7

oraval a nekrotikus 1éziok megjelenése el6tt a membranpermeabilitas
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megvaltozasat, ¢s az elektrolitok kiaramlasanak fokozodasat észlelte.
Kato és Misawa (1976) tehénborséd (Vigna sinensis) novényeket uborka
mozaik virussal (Cucumber mosaic cucumovirus, CMV) fertdztek és az
inokulacié utan, de még a lokalis 1éziok megjelenése elott a szabadgyo-
kok mennyiségének novekedését mérték elektronspin rezonancia
spektroszkdopiaval. A szabadgyoktartalom valtozasaval parhuzamosan
megn6tt a lipidperoxidacio szintjét jelzd "tiobarbitarsavval reagalo anya-
gok" (thiobarbituric acid reactive substances) mennyisége, a
tobbszorosen telitetlen linolsav €s linolénsav mennyiségének jelent6s
része pedig elbomlott. A fertdzott tehénborsolevelek sejtjeinek
elektrolitkidaramlasa ebben az esetben is fokozodott, megel6zve a
nekrotikus tiinetek megjelenését. Ruzicska és munkatarsai (1983) a
TMV-vel inokulalt, N-rezisztenciagént hordozé dohanynévényeket 33
°C-on inkubaltak, ezen a hdmérsékleten a rezisztenciagén inaktiv, a vi-
rusfertdzés szisztemizalédik. Bizonyos id6 elteltével az inokulalt
novényeket 25 °C-ra helyezték, ekkor a hiperszenzitivitasért felelds "N"-
gén miikodésbe 1ép és a virus altal megfert6zott szovetek rovid idon beliil
nekrotizalédnak. A nekrotikus tiinetek megjelenését ebben az esetben is
megel6zte a membran-ateresztoképesség megvaltozasat jelzd ionkiaram-
las megnodvekedett mértéke és a mikroszoma frakcid (kloroplasztisz és
mitokondrium) lipid6sszetételének eltolodasa a telitett zsirsavak iranya-
ba. Meg kell emliteni, hogy a virus nekrotikus Iézidinak kialakulasat
megel6zo lipidperoxidaciot mind a két utdbbi munkaban a lipoxigenaz
enzim aktivitdsanak novekedésével hoztak sszefiiggésbe, a lipoxigenaz
katalizalta lipidperoxidacidra azonban az jellemz6, hogy csak a szabad

zsirsavakat érinti, a szabadgyokok viszont képesek megtamadni a foszfo-
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és galaktolipidekhez kotott zsirsavoldallancokat is (Leshem, 1987).
Pennazio és Sapetti (1982) az eldbbi eredményekkel 6sszhangban foko-
zott szabadgyoktermelést és a sejtek elektrolitkidramlasat tapasztalta
paradicsom bokros torpiilés virussal (Tomato bushy stunt tombusvirus;
TBSV) fertdzott Gomphrena globosa leveleiben. Dohany gytriisfoltossag
virussal (Tobacco ringspot nepovirus; TRSV) fertdzott tehénborso leve-
lekben a szuperoxid szabadgyok intenziv képzddését, magas szuperoxid-
dizmutaz aktivitast, er6s lipidperoxidacidt (tiobarbitursav-teszt alapjan)
és fokozott K ion kibocsatast észleltek a nekrotikus 1éziok megjelenése
elstt (Beleid El-Moshaty et al., 1993). Adam és munkatarsai (1989) in-
kompatibilis novény - baktérium kolcsonhatas (dohéany - P. syringae pv.
syringae) vizsgalata soran szintén a szuperoxid szabadgydk — p-nitro-
tetrazdliumkék redukcid alapjan kimutatott — termelddését, fokozott
lipidperoxidacidt és ionkidramlast figyeltek meg azt megel6zden, hogy a
baktériumszuszpenzidval infiltralt levélteriileten a szvetelhalas bekovet-
kezett volna. A  membranalkoté  foszfo- és  galaktolipid
zsirsavkomponensek kettdskotés indexe (telitetlensége) ezalatt csokkent.
Antioxidans vegyiiletekkel (aszkorbinsav, glutation, o-tokoferol-acetat,
szarvasmarha-szérumalbumin) késleltetni lehetett a nekrozis kifejlodését,
illetve az elektrolitok kiaramlasat. Deighton ¢és munkatarsai (1999)
Botrytis cinerea- val fertdzott paprika (Capsicum annuum) termésekben
olyan szabadgydk jelenlétét mutattak ki, amelynek elektronspin rezonan-
cia spektroszkdppal kapott jele a nekrotikus zéna kozéppontjaban volt a
legnagyobb, de kismértékben a fertdzott teriiletet koriilvevd egészséges
szovetrészben is érzékelhetd volt. Ezzel parhuzamosan a 4-hidroxi-

nonénal (HNE) és a 4-hidroxi-hexénal (HHE) mennyiségének novekedé-
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sét mérték mind az elhalt, mind a nekrozist korilvevd egészséges papri-
kaszovetben. A toxikus aldehid lipidbomlastermékek mennyisége
kuilonosen az egészséges és a beteg részek hataran volt ugrasszertien ma-
gas.

A ROF nekrozist megel6zé fokozott termelddése tehat lipidperoxidaciot
okozva egyrészt a membranok szerkezetét roncsolja és szelektiv ateresz-
toképességiiket megvaltoztatja, masrészt a novényi sejt szamara mérgezd
aldehidek képzodéséhez vezet. A ROF -nak ezaltal kdzvetlen szerepet

tulajdonithatunk a nekrotikus betegségtiinetek kialakulasaban.

2.3.3.2. A reaktiv oxigén fajtak feltételezett jelatvivd szerepe a sejthalal

elbidézésében

A ROF a sejtekre gyakorolt kozvetlen karositd hatasuk mellett kozvetett,
jelatvivd szerepet is jatszhatnak a sejthalal kivaltasaban. Erre utal az a
megfigyelés, hogy hidrogén-peroxid kezelés a kalcium sejtekbe torténd
gyors bearamlasat idézi elé Nicotiana plumbaginifolia csirandvényekben
(Price et al., 1994). Levine és munkatarsai (1996) hidrogén-peroxid keze-
Iés hatdsara szintén kalcium bearamlast, majd apoptozist figyeltek meg
szoja sejtszuszpenzioban. Lamb €s Dixon (1996) a fenti eredmények
alapjan feltételezik, hogy a hidrogén-peroxid egy olyan szignal, amely-
nek hatasara kalcium aramlik a sejtekbe, és ez sejthalalt okoz. Meg kell
ugyanakkor jegyezni, hogy a kalcium sejtekbe torténé aramlésa és hidro-
gén-, illetve kaliumionok parhuzamos kidramlasa a sejtbdl sziikséges
maganak az oxidativ robbandsnak a kialakulasahoz is (Atkinson et al.,

1990). Lamb és Dixon (1996) ezért a kalciumnak kettos szerepet tulajdo-
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nit a sejthalalhoz vezetd jelatviteli lancban: egyrészt indukalja a ROF
felszaporodasat, masrészt feltételezik azt, hogy az oxidativ robbanas ha-
tasara szintén kalcium bedramldas megy végbe, ami apoptozist

eredményez.

24. A szeneszcencia, a reaktiv oxigén fajtadk és a lipidperoxidacio

Osszefiiggése

Oregedd szegfii sziromlevelekben a szuperoxid szabadgydk (O,™)
megnovekedett mennyiségét mutattak ki, ezzel egy id6ben a szuperoxid
kozombositésében szerepet jatszd antioxidans enzimek (a szuperoxid-
dizmutaz és a katalaz) aktivitasanak csékkenését mérték (Mayak et al.,
1983; Droillard et al., 1987). Jiménez és munkatarsai (1998) borsoleve-
leket levagva és sotétben inkubalva szeneszcenciat idéztek eld. Az igy
elokezelt levelek mitokondrium és peroxiszoma frakcioit kiilonvalasztva
vizsgaltak a két sejtalkotoban végbemend pro- €s antioxidans valtozaso-
kat, illetve a lipidperoxidaci®é mértékét. A peroxiszoma frakcioban a
hidrogén-peroxid szintje ¢és a lipidperoxidacidt jelzé tiobarbitarsav-
reaktiv anyagok mennyisége nagymértékben megnétt az indukalt drege-
dés kovetkeztében. Az aszkorbinsav-peroxidaz és a
monodehidroaszkorbinsav-reduktaz aktivitdsa, tovabba a redukalt és az
oxidalt glutation aranya (GSH/GSSG) jelentdsen csokkent, az egyéb
antioxidansok ardnya pedig szamottevéen nem valtozott. A
mitokondrium frakcid szuperoxid-dizmutaz, aszkorbinsav-peroxidaz,
monodehidroaszkorbinsav-reduktidz, dehidro-aszkorbinsav-reduktaz és

glutation-reduktaz aktivitdsa szintén er6sen csokkent a szeneszcencia
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hatasara, ugyanezt allapitottdk meg az  aszkorbinsav-, a
dehidroaszkorbinsav- és kisebb mértékben a glutationtartalomrol is. A
mitokondrium frakcio hidrogén-peroxid szintje — szerényebb mértékben
ugyan, mint a peroxiszéma frakcié esetében — szintén novekedett. Ye és
munkatarsai (2000) Arabidopsis thaliana novények leveleiben a genera-
tiv fazisba vald atmenet soran az aszkorbinsav-peroxidaz aktivitas
ugrasszerii csokkenését és a zsirsav-hidroperoxidok mennyiségének ezzel
parhuzamos emelkedését észlelték. Masok oregedd dohanylevelekben
jelentds aszkorbinsavtartalom csokkenést mutattak ki (Takahama et al.,
1999). Panavas és Rubinstein (1998) egy Hemerocallis (sasliliom) hibrid
sziromleveleinek Oregedését vizsgalta. A folyamatot tanulmanyozva
megallapitottdk, hogy a sziromlevelek oregedésének lathato tiineteit
megel6zi a novényi szovet hidrogén-peroxid tartalmanak és lipoxigenaz
aktivitasanak novekedése, a lipid-hidroperoxidok mennyiségének emel-
kedése, és a ROF kozombositését végzd katalaz és aszkorbinsav-
peroxidaz aktivitasanak csokkenése. Ezzel parhuzamosan fokozott
elektrolitkiaramlasrdl szamoltak be, ami a membranok ateresztdképes-
ségének novekedésére utalt. Lacan és Baccou (1998) két —
eltarthatosagukban nagy kiilonbséget mutatdo — gordogdinnye (Cucumis
melo L.) fajta (Clipper és Jerac) vizsgalatan keresztiil jutottak arra a ko-
vetkeztetésre, hogy a lassabban 6regedd Clipper fajta jobb tarolhatdsaga
a magasabb katalaz és szuperoxid-dizmutaz aktivitassal és a kisebb mér-
téka lipidperoxidacioval magyarazhaté. Kumar és Knowles (1993)
magtermesztésre szant burgonya gumok (Solanum tuberosum) Sregedése
kozben, Zhuang és munkatarsai (1995) pedig brokkoli viragzati kezde-

mények (bimbok) betakaritast kovetd szeneszcencidja soran tapasztaltak
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fokozott lipidperoxidaciot. Ezeknek az adatoknak a fényében leszogez-
hetjiik, hogy a noévényi szovet oGregedése altalaban egyiitt jar a ROF
megnovekedett termelddésével és a semlegesitd antioxidansok kapacita-
sanak csokkenésével, ami lipidperoxidaciohoz és membrankarosodashoz
vezet (Leshem, 1988).

Az értekezés témajat figyelembe véve érdemes Kkitérni a szeneszcenciat
gatlo citokininkezelések oxidativ stresszt befolyasolo hatasara.

Barna és munkatarsai (1997) benzil-adenin és kinetin kezelésekkel ered-
ményesen szoritottdk vissza a fuzarinsavval (5-n-butilpikolinsav)
eldidézett ionkidramlast, a higany-klorid altal okozott léziokat és a
paraquat (herbicidhatdéanyag) nekrotikus tiineteit Xanthi-nc dohanyleve-
leken. Mindharom toxikus anyag a ROF fokozott termelddését idézi eld a
ndvényekben. Hasonld hatast értek el agrobaktériumos tumorbdl regene-
ralt paradicsomnovényekkel, amik az Agrobacteriumbol szarmazo T-
DNS (és a benne kodolt izopentenil-transzferaz gén) ndvényi genomba
vald beépiilése folytan juvenilisebbek, tobb citokinint termelnek (Székacs
és munkatarsai, 2000). A regeneralt paradicsomnovények ellenallobbak
voltak a paraquat és a fuzarinsav altal okozott elektrolitkidramlassal
(membrankarosodassal), valamint a Phytophthora infestans és a Botrytis
cinerea nekrotikus tiineteivel szemben. Leveleik — a juvenilis szovetekre
jellemzden — tobb foszfo- és galaktolipidet, és kevesebb szterolt tartal-
maztak, emellett két vizsgalt antioxidans enzim (a szuperoxid-dizmutaz
és a katalaz) aktivitasa is meghaladta a kontroll novényekben mért érté-
ket (Barna és munkatarsai, 1995; Barna és Pogany, 2001). Beckman és
Ingram (1994) kinetin kezeléssel hatékonyan gatoltdk burgonyagumo-

szeletek Phytophthora infestans egy avirulens rasszaval szemben adott
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hiperszenzitiv reakciojat. A felsorolt eredményekkel 6sszhangban allnak,
sOt kiegészitik azok az allati eredetli modelleken végzett in vitro kisérle-
tek adatai, amik arra mutatnak ra, hogy a citokininek — amellett hogy a
novény juvenilis élettani allapotanak fenntartasaért felelések — 6nmaguk-
ban is gyokfogo (scavenger) vegyiiletek, amelyek részben képesek a
nukleinsavakat és a fehérjéket megvédeni a szabadgyokok karositod hata-
satol. Kinetin (szintetikus citokinin, ndvényekben nem fordul eld)
kezeléssel ugyanis sikeriilt visszaszoritani szarvasmarha thymus DNS és
szérum albumin mintdk oxidativ stressz hatasara bekovetkezd roncsolo-
dasat (Olsen et al., 1999; Verbeke et al., 2000). Ezek megerésitik Pauls
és Thompson (1982) korabbi feltevését, amiben a citokininek 6ézonkeze-
léssel szembeni véd6 hatasat azok antioxidans képességével hoztak
Osszefliiggésbe babnovényekkel végzett vizsgalataikban. Témank szem-
pontjabol nagyon érdekesnek talaljuk azt az 6sszefiiggést, amire Barna és
munkatarsai (1993) hivtak fel a figyelmet, hogy a paraquat herbicid-
hatéanyaggal szemben tolerans dohanyvonal magasabb klorofill- és pro-
teintartalommal rendelkezik, illetve tobb citokinint termel (Székacs és
munkatarsai, 2000), tehat juvenilisebb, mint a kontroll fajta. K&zismert
tény az, hogy a paraquat szuperoxid szabadgyokot termelve fejti ki a no-
vényben toxikus hatasat. A novény juvenilis élettani allapota ebben az
esetben védelmet nyujt a paraquat altal okozott oxidativ stresszel szem-
ben. A reaktiv oxigén fajtakkal szembeni hatékonyabb védelem szerepére
utal még a paraquattolerans névények magasabb szuperoxid-dizmutaz
aktivitdsa, a membranlipidek Osszetételében tapasztalt alacsonyabb
szterol/foszfolipid arany és a tiobarbitursav-teszt segitségével mért eny-

hébb lipidperoxidacié. A paraquattolerans ndvények ezen kiviil
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kereszttoleranciat mutatnak egyéb — fokozott szabadgyokképzddéssel
jar6 — abiotikus és biotikus stresszel szemben is (fagyasztas, hdsokk-,
higany-klorid- és fuzarinsav-kezelés, B. cinerea és dohany nekrozis virus

fertdzeés).

2.5. A citokininek kémiai szerkezete, elnevezésiik és novényélettani

szerepiik

A citokininek novényi hormonok, amelyek alapvet6 fontossaguak a no-
vény fiatal élettani allapotanak fenntartasaban. Kémiai szerkezetiiket
tekintve N® — szubsztitualt adenin szarmazékok. A novényi szervezetben
eléfordulo leggyakoribb citokininek esetében a szubsztituens izoprenoid-
lanc, izopentenil szarmazék. Ha az oldallanc egyszerli izopentenil cso-
port, akkor ez a citokinin izopentenil-adenin. Ha az izopentenil csoport
elsé szénatomjan talalhaté hidrogénatomok egyikét hidroxil csoport he-
lyettesiti, akkor ezt a vegyiiletet zeatinnak nevezik (2.5./4 dbra). Mind a
zeatin, mind az izopentenil-adenin jelenléte altalanos a ndvényvilagban.
A két vegyiilet a nemzetk6zi szakirodalomban Letham (1974) alapjan a
citokininek gyakorlatban elterjedt nevezéktananak alapjat képezi. A no-
vényi szervezetben talalhato citokininek gyakran tartalmaznak rib6z vagy
glikéz gylriit a purinvaz 7. vagy 9. nitrogénatomjahoz kapcsolva (a
gliikozidoknak elsésorban a hormon inaktivalasaban van szerepe), ezeket
citokinin-nukleozidoknak nevezik. Ilyenek példaul a 9-zeatin-ribozid

vagy a 9-izopentenil-adenin-ribozid (izopentenil-adenozin) (2.5./B dbra).
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2.5. abra. A szabad citokininbazisok (A) és a citokinin-nukleozidok (B) altalanos szer-
kezeti képlete. R: -H = izopentenil-adenin ill. 9-izopentenil-adenin-ribozid, R: -

OH = zeatin ill. 9-zeatin-ribozid

A citokininek szintézise elsdsorban a gydkér osztodd széveteiben megy
végbe, de egyéb merisztémakban is képzddnek. A bioszintézis lépéseit
végz06 enzimek azonositasara tett torekvések ez iddig nem jartak sikerrel.
Novénykorokozo baktériumok altal termelt izopentenil-transzferdz (ipt)
enzim aktivitasat (2.7. fejezet) mar sikeriilt ugyan dohany szovettenyé-
szetbdl €s csirazd kukoricaszemekbdl kimutatni (Chen és Melitz, 1979;
Reinecke et al., 1991), tehat ez az enzim az egészséges ndvényekben is
valésziniileg jelen van, tisztitdsa azonban iddig egy esetben sem volt
eredményes (Chen és Ertl, 1994). A gyokerekben termelt citokinin a
xilémen keresztiil a hajtas fiatal, fejlodo szerveibe szallitodik.

A citokininek az auxinnal kélcsonhatasban a sejtosztodas szabalyozasaért
elsdsorban felelés novényi hormonok, a sejtciklus szabalyozasaban
kulcsfontossaguiak (Jacqmard et al., 1994). A citokininek jelenléte nélkii-

16zhetetlen a kalluszbdl torténd hajtas- és riigydifferencialédashoz,
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ugyanakkor jellemzé rajuk, hogy a hajtas és a gyokér megnyulasos néve-
kedését gatoljak, az apikalis dominanciat pedig feloldjak. A citokininek
szerepet jatszanak tovabba a csirandvények fejlddésében a magban rakta-
rozott tartalékfehérjék mobilizaciojan keresztil. A  citokininek
szeneszcenciat gatlo hatasa is jol ismert (Mok, 1994).

Az aktiv citokinin molekulakat a novény két altalunk ismert Giton hatésta-
atom glitkdzhoz kapcsolasa, a masik az izopentenil oldallanc enzimes

hasitasa, melyet a citokinin-oxidaz végez (Kende és Zeevaart, 1997).

2.6. Kiilso citokininkezelések hatasa a novények virusfogékonysagara

Az a kérdés, hogy a citokinin n6vényi hormonok miként befolyasoljak a
novények  virusfogékonysagat, hosszii ideje foglalkoztatja a
ndvényvirologia és a korélettan miiveloit. Ezt jelzi az is, hogy milyen
magas szamban késziiltek olyan tudoményos koézlemények, melyek
citokininekkel végzett kezelések kiillonb6z6 virus-gazdanovény kapcsola-
tokra gyakorolt hatasat irjak le (Mahadevan, 1984; Goodman, 1991). A
fent megfogalmazott kérdést ezeknek a kutatasi eredményeknek az isme-
retében sem lehet teljes bizonyossaggal megvalaszolni, azonban a
kisérleti koriilmények kiillonbozoségeit figyelembe véve az ellentmon-
dasok részben feloldhatok.

A virusfertézés kimenetelét erdsen befolyasolja mindenek el6tt a
citokininkezelés iddzitése: az inokulaciot megel6z6 citokininkezelés
rendszerint gatolja a fertdzést, az inokulaciot kovetd kezelés viszont in-

kabb serkenti azt. Az alkalmazott citokinin-oldat koncentracidja és a
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kezelés modja (ép vagy levagott levelek ecsetelése, levélkorongok uszta-
tasa, stb.) szintén hatassal van a fert6zés eredményére (Goodman, 1991).
A Xanthi-nc dohany (Kiraly és munkatarsai, 1968), a Pinto bab (Kiraly
és munkatarsai, 1968; Nakagaki, 1971) vagy a Datura stramonium
(Reunov et al., 1976) TMV-fertdzést megeldzo kinetin kezelése a lokalis
1éziok visszaszorulasat idézi eld. Mukherjee és munkatarsai (1967) szin-
tén a TMV lézidszamanak cs6kkenését tapasztaltak kinetinnel eldkezelt
N. glutinosa levélen, a 1ézidk mérete ugyanakkor ndvekedett. Ha az
inokulacid eldtt kezelték kinetinnel a D. stramoniumot (Reunov et al.,
1976) vagy a dohanyt (Kiraly és Pozsar, 1964), a virusrészecskék felhal-
mozddasa is csokkent. Ugyanezt észlelték paradicsomon, ha a
paradicsom bronzfoltossag virussal (Tomato spotted wilt tospovirus,
TSWV) valo fertdzés elétt N°-benzil-adeninnel kezelték a leveleket
(Aldwinckle és Selman, 1967).

A virussal torténd inokulaciot kovetd citokininkezelések a kisérleti ko-
rilményektdl fiiggden ellentétes eredményeket sziiltek. Daft (1963)
szerint az inokulacio utani kinetinkezelés serkentette a paradicsom moza-
ik virus  (Tomato  mosaic  tobamovirus, ToMV) képzddését
dohanylevelekben. Figyelemre mélto, hogy a TMV mennyisége is
megndvekedett azoknak a szisztemikus gazdandvényeknek a leveleiben
(N. rustica, N. tabacum cv. Wisconsin 38), amelyeket a fert6zés utan
csupan 10-20 perccel (1) helyeztek kiilonb6z6 citokininek oldataba (Milo
és Srivastava, 1969a). Az inokulacidé és a citokininkezelés kozott eltelt
id6 jelentdségét tamasztja ala annak a kisérletnek a meglepd eredménye
is, amiben a TMV-vel fert6z6tt dohanyleveleket az inokulacio utan kii-

16nb6z6 idépontokban kezeltek N®-benzil-adeninnel (Aldwinckle, 1975).



33

Ha a citokininkezelés egy perccel az inokulacio utan kezd6dott, kevesebb
virust lehetett kimutatni a kezelt féllevelekben, mint a kezeletlenekben.
Ha azonban a kezelés 5 perccel a fertdzés utan kezd6dott, a virus felhal-
mozodasa mar nagyobb volt a kezelt levél-félben, mint a kontrollban. A
legerésebb virusserkentést akkor kaptak, ha a citokininkezelést az
inokulacié utan 60 perccel kezdték el. Ugyanakkor Kiraly és Pozsar
(1964), valamint Reunov és munkatarsai (1977) azt talaltak, hogy maga-

sabb kinetinkoncentracio (110 M) alkalmazasa utdlag is visszaszoritotta
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uM) kezelve mind a virusfelhalmozodast, mind a 1ézidszamot csdkkente-
ni lehetett (Kiraly ¢és Szirmai, 1964). A citokininkoncentracid
virusfertdzést befolyasold szerepét Bailiss €s munkatarsai (1977) vizsga-
latai is alatamasztjak. Kisérleteikben TMV-vel fertdzott paradicsomlevél-
korongokat kiilonb6zd toménységii (93 uM - 9,3 nM) kinetin oldatokon
usztattak. Az alacsonyabb koncentracidkban a virusfelhalmozodas nove-
kedését tapasztaltak, a magasabb koncentraciok esetében annak gatlasat
figyelték meg.

Az egymasnak ellentmondani latszé kisérleti eredmények szovevényét
Mahadevan (1984) konyvének ezzel a kérdéssel foglalkozod fejezetében
talalhato Gsszefoglald tablazata (219-224. oldal) valamivel atlathatobba
teszi. Ennek tartalmat roviden értékelve megallapithato, hogy az Gssze-
gyljtott 37 (kiilonb6z6 virus-gazdanovény kapesolatot és eltérd kisérleti
viszonyokat feloleld) vizsgalati eredmény tobbségében (26 esetben) a

citokininkezelés virusfertozést gatldo hatasarol szamolnak be. Ezeket az
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eseteket jobban szemiigyre véve feltlinik az, hogy a fertdézés gatlasat
tobbnyire a nekrotikus tiinetek (Iéziészam) visszaszorulasaval jellemez-
ték és csupan néhany (3) esetben észleltek nyilvanvald csokkenést a
fertézott novényi szovet virustartalmaban is (Kiraly €s Szirmai, 1964;
Milo és Srivastava, 1969b). Azokban az esetekben, amelyekben a
citokininkezelés serkentOleg hatott a virusfertézésre, ez jobbara a virus
szaporodasaban nyilvanult meg, é¢s mindossze két esetben utaltak arra,
hogy a virusfert6zés kovetkeztében kialakuld nekrotikus 1ézidk szama is
megnovekedett (Cheo, 1971; Fletcher et al., 1968). Mindkét esetben a
szokasosnal alacsonyabb citokinin koncentracidval dolgoztak (23 uM és
230 nM). Erdemes megjegyezni, hogy a fertdzott novényi szovetek vi-
gyakorlatnak megfeleléen bioteszttel tortént, tehat a fertdézott ndvényi
minta levélkivonatat lokalis 1ézidt ado gazdanovény levelére kenték és az
igy kapott 1ézidszambol kovetkeztettek az eredeti minta virustartalmara.
A 1ézidszamot azonban feltehetden egyéb tényezok is befolyasoljak, nem
csupan az eredeti ndvényi minta virusmennyisége, ezért a mddszer altal
nyert adat megbizhatdésagat komolyan megkérddjelezik (Fraser és
Whenham, 1982; Matthews, 1991).

A citokininkezelésnek virusfert6zés okozta nekrotikus 1éziokra gyakorolt
hatasat Balazs és munkatarsai (1976a) vizsgalatai helyezték bizonyos
mértékig 1) megvilagitasba. Kinetinnel kezelt Xanthi-nc dohany-
félleveleket Evans-kékkel megfestettek, majd mikroszkop alatt vizsgaltak
és azt tapasztaltak, hogy — noha a lathato 1ézidk szama tényleg alacso-
nyabb volt a kinetinkezelt dohanyszovet esetében, egyuttal azonban

lényegesen tobb egysejt-elhalas is jelentkezett, mint a kontroll (vizzel
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kezelt) levél-fél esetében. Ezek nyilvanvaloan olyan fertdzési helyek vol-
tak, amikbdl nem fejlodott ki nekrotikus 1€zio, tehat a kinetin valdjaban
nem a virusfertézés megeredését, hanem csupan a 1€zid kifejlodését ga-
tolta. Raadasul a kinetinnel kezelt levélfélbol kivagott 1éziokban a fert6zo
virus RNS mennyisége nagyobb volt, ami gy tlint, hogy fert6zoképesség
szempontjabol kompenzalta a 1éziok szamanak visszaszorulasat. Késobb
ugyanezt a jelenséget a szisztemikus szerzett rezisztenciaval kapcsolat-
ban is megfigyelték, ahol el6zbleg szintén megemelkedett
citokininmennyiséget mértek (Balazs ¢s munkatarsai, 1977). Az eredmé-
nyek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a novényi szovet sejtjei
élettani szempontbol feltehetdleg nem egységesek, bizonyos sejtekben a
kinetin a gazdasejt RNS- és fehérjeszintézisét serkenti a virussal szem-
ben, mas sejtekben viszont inkabb a virusreplikaciot stimulalja.

Clarke ¢s munkatarsai (1998) a citokinin virusreplikaciot befolyasolod
hatasat egy, a korabbiaktdl tobb ponton eltérd kisérleti rendszerben vizs-
galtak. A dihidrozeatin citokinint egy cérnan felszivatva kozvetleniil
juttattak babnovények szallitoszovetébe, majd WCIMV-vel fert6zték a
novényeket. A viruskopenyfehérje-tartalmat DAS-ELISA mddszerrel
hataroztak meg. Eredményeik tantisdga szerint a citokinin mind a lokalis,
mind a szisztemikus tiineteket mutaté levelekben gatolta a
virusreplikacio mértékét, a viruskopenyfehérje-tartalom az adagolt kon-
centracidval forditott aranyban valtozott. Ugyanakkor meglepd mddon

nem volt hatassal a tiinetek kifejlodésére.

2.7.  Példak citokinint tultermeld, izopentenil-transzferaz génnel

transzformalt n6vényvonalak eléallitasara
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A citokininek névényi bioszintézisében szerepet jatszo enzimek felfede-
zése még varat magara (Prinsen, 1997; Kende és Zeevaart, 1997), de
szamos golyvas tiinetet kivaltdé novénykorokozd baktériumban sikeriilt
mar olyan gének jelenlétét igazolni, amelyek a megbetegitett ngvényben
kéros citokinin-taltermelést idéznek eld: Agrobacterium tumefaciens
(Akiyoshi et al., 1984; Barry et al., 1984), Pseudomonas syringae pv.
savastanoi (Morris, 1986), Rhodococcus fascians (Crespi et al., 1992),
Erwinia herbicola pv. gypsophilae (Lichter et al., 1995). A fenti mikro-
bakbol izolalt citokiningének mindegyike izopentenil-transzferaz
aktivitasu enzimet kodol, aminosav sorrendjitk azonban jelentds kiilonb-
ségeket mutat. Az izopentenil-transzferaz aktivitasa nyoman az 5’-AMP
és az izopentenil-pirofoszfat prekurzorokbdl izopentenil-AMP keletke-
zik, ebbdl képzddik a foszfatcsoport €s a riboz lehasadasat kovetden az
izopentenil-adenin (iP) citokinin, amely az egyéb citokininek (zeatin,
dihidrozeatin) szintézisének kiindulo vegyiilete (McGaw, 1987). Kulcs-
Iépésnek azonban minden vitat kizaréan az izopentenil csoport AMP-hez
vald kotddését tekintik, tehat az izopentenil-transzferaz a fokozott
citokinintermelésben dontd szerepet jatszik. Az A. tumefaciens Ti (tumor
indukald) -plazmidjan elhelyezkedé ipt (izopentenil-transzferaz) -gént
felfedezése ota kiilonb6zd promoterekkel szabalyozva szamos novénybe
beépitették. Az elsd transzformans vonalakat az jellemezte, hogy nem
fejlesztettek gyokérzetet, ezért nem lehetett ép ndvényeket regeneralni
beldliik (Klee er al., 1987; Smigocki és Owens, 1988). Medford és mun-
katarsai (1989) voltak az elsék, akiknek sikeriilt életképes ipr-gént

tartalmazo transzgenikus novényt eldallitani. Az ipr-gént kukorica hsp70
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hosokk indukalta promdterhez kapcesoltak, majd a kiméra gént dohany és
Arabidopsis novényekbe tltették. A gén kifejezddését hdsokkal kivaltva
erds ipt-mRNS szintézist észleltek mindkét faj transzformalt vonalai ese-
tében, tovabba dohanybol citokinin kivondst és mennyiségi
meghatarozast végezve igazoltak tobb citokinin fajta (zeatin, zetain-
ribozid, stb.) szoveti szintjének hosokkot kdvetd nagyfoka emelkedését.
Smart és munkatarsai (1991) szdja HS6871 hésokk promoterrel szaba-
lyozott ipt-gén segitségével a fentebb ismertetett eredményeket szintén
dohanyndvényekkel dolgozva megerdsitették, valamint ravilagitottak arra
a kiils6leg adott citokininekkel végzett kisérletekbdl mar régdta ismert
tényre, hogy a citokiningénnel transzformalt novények levelei
juvenilisebbek, lassabban oregszenek. Smigocki és munkatarsai (1993)
az ipt-gént egy burgonyabol szarmazo proteinazgatld enzimet kodold gén
(PI-IIK) sebzéssel indukalhatd promoteréhez kapcsoltdk, majd a gén-
konstrukciot agrobaktériumos transzformacidval Nicotiana
plumbaginifolia levélkorongokba juttattak. A transzformalt levélkoron-
gokbdl regeneralt novények szarmazékaiban a gén mRNS-sé torténd
atirodasa és a szoveti citokininszint sebzés és rovarragas hatasara latva-
nyosan megnétt. Gan ¢€s Amasino (1995) az ipr-gént egy olyan
Arabidopsis thaliana-bol szarmazd gén (SAGI2) promoterével kapcesol-
tak ossze, amelynek transzkripcioja fiatal élettani allapotu, aktivan
fotoszintetizalo levélben elenyész6 mértéki, a levél 6regedésével parhu-
zamosan azonban transzkripcioja fokozodik. Az elmult években szamos
SAG-gént fedeztek fel (Buchanan-Wollaston, 1997; Nam, 1997), a r6vi-
dités az angol “semescence associated gene” kifejezésbol ered, amit

oregedéshez kapcsolt vagy Oregedéssel egyiitt jaré géneknek fordithat-
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nank. A SAG-gének novényélettani jelentdségét alapvetden abban latjak,
hogy az altaluk kodolt enzimek a levélben 1évé makromolekulakat az
Oregedés soran kisméretli alkotoelemekké bontjak, biztositva a ndvény
fejlodo szerveibe valod szallithatosagukat és jboli felhasznalhatésagukat.
A Psagio-ipt kiméra  gén  dohanyndvénybe  iiltetve  olyan
citokininszintézist automatikusan szabalyozd rendszert eredményezett,
ami — a szeneszcencia hatasara indukalodd promoter miatt — csak az ore-
gedd dohanylevélben [ép miikodésbe. A transzformalt ndvényekben a
Psacgi2-ipt gén jelenléte csakugyan késleltette az oregedés folyamatat.
Azok az also leveleik, amelyeknek a kontroll dohanyokkal val6 6sszeha-
sonlitas alapjan mar a szeneszcencia jeleit kellett volna mutatniuk, még
hosszan zoldek maradtak és fotoszintézisiik (a felhasznalt szén-dioxid
mennyiségét figyelembe véve) tobbszorosen meghaladta a kontroll nové-

nyek azonos levélemeleten mért értékeét.

2.8. A nekrotikus virustiinetek és az etilénképzddés kapcsolata

Az etilén (C,Hs) gazhalmazallapotu ndvényi novekedésszabalyozd anyag,
szeneszcenciahormon. Szintézise a metionin-ciklusbdl vezethetd le (Yang
és Hoffman, 1984), kozvetlen prekurzora az 1-amino-ciklopropan-1-
karbonsav (ACC). Elettani hatasai kozé tartozik a megnyulasos nvekedés
gatlasa, a 1€gzés fokozasa, a viragképzés indukciodja, a termésérés serkenté-
se és a levelek levalasanak elGsegitése. A novényt ért biotikus és abiotikus
stresszek kovetkeztében képzddése ugrasszertien megnd (Abeles, 1992).

TMV fertdzésére hiperszenzitiv valaszt adé dohanyok fokozott etilénterme-

l1ését mutattak ki (Balazs és munkatarsai, 1969). A nekrozisok szama,
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nagysaga ¢€s az etilénprodukcio kozott egyenes Osszefiiggés figyelhetd meg
(Nakagaki ef al., 1970). Tekintettel arra, hogy az etiléntermelés emelkedése
csak néhany oraval el6zi meg a nekrozisok megjelenését, raadasul az erede-
tileg fertdzott sejtek elhalasa mar kissé elébb bekovetkezik, minthogy a
lathaté 1éziok kialakulnanak, valoszinlinek latszik, hogy az etilén nem
kivaltooka a 1€zioképzddésnek. Ezt tamasztja ald az is, hogy lokalis
klorézist okozé virusfertdzés szintén fokozott etiléntermeléssel jar egyiitt

(Gaborjanyi és munkatarsai, 1971).

2.9. Korfolyamatfuggé fehérjék: kitinazok és 3-1,3-gliikanazok

A korfolyamatfiiggd fehérjék (pathogenesis-related proteins = PR-
proteinek) olyan kis molekulatomegii, proteazokkal szemben ellenallo
fehérjék, amik fiatal, egészséges novényekben nem szintetizalddnak,
azonban a ndvényt ért kiilonbdzo biotikus €s abiotikus stresszek hatasara,
illetve a novényi szovet szeneszcenciajanak elorehaladtaval képzddésiik
megindul. Felfedezésiik N-rezisztenciagént hordozé dohanynévények
TMV-vel val6 fertbzését kovetden tortént, a virusfertézott levelek fehér-
jekivonatanak elektroforézise soran ugyanis olyan uj fehérjesavok
megjelenésére lettek figyelmesek, amelyek az egészséges ndvényekrol
szarmazd levelekben nem fordultak eld (van Loon és van Kammen,
1970). A "korfolyamatfiiggd" elnevezés is onnan szarmazik, hogy eleinte
kizarolag beteg novényekbdl sikeriilt kimutatni a jelenlétiiket €s csupan
késobb ismerték fel, hogy képzddésiik a novényben nem csak korokozok
fertézéséhez kothetd. A PR-proteinek kutatdsaban attorést jelentett az a

felfedezés, hogy bizonyos, egymassal szerologiai rokonsagban allo kép-
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visel6irél kideriilt, [(-1,3-glilkanaz enzimaktivitassal rendelkeznek
(Kauffmann et al., 1987). A bazikus [-1,3-glilkanaz enzimek csoportjat
mar ezt megeldzden is Ggy tartottdk szamon, mint a ndvény fitopatogén
gombakkal szembeni védelmében szerepet jatszé hidrolitikus enzimeket
(Boller, 1988), amelyek a gombasejtfal bontasa soran olyan elicitorokat
szabaditanak fel, amik a novény részérdl rezisztens valaszt valtanak ki
(Keen ¢s Yoshikawa, 1983). A PR-proteinek késobbi osztalyozasakor a
[-1,3-glitkanazokat 6nallé csoportként a PR-2-be soroltak (van Loon et
al., 1994). A PR-proteinek szamos tovabbi tagjarél az deriilt ki, hogy
kitinaz aktivitasu hidrolitikus enzimek és a [3-1,3-gliikanazokhoz hason-
l6an a novénykdrokozo gombak elleni védelemben van jelentdségiik. A
kitinazok tobbsége a PR-3 csoportba keriilt (van Loon et al., 1994). A
PR-proteinek a novényvirusokkal szemben valdszintileg nem fejtenek ki

kozvetlen hatast (Linthorst et al., 1989).

2.10. A fertézésekhez hasznalt kérokozé: a dohany nekrozis virus

A TNV a Tombusviridae csalad Necrovirus nemzetségének tagja
(Pringle, 1998). A virion izometrikus (2.6 dbra), megkozelitdleg 28 nm
atmérdji, molekulatomege 7,6 x 10% A genom osztatlan, linearis, pozitiv
egyszali RNS, 3600-4000 nukleotid alkotja. Az 5° végen ppApGpUp...
szekvencia talalhato, a 3° végen nincs polyadenin farok. A
viruspartikulumok RNS tartalma 18-21 %. A kopenyfehérjét alkoto
polipeptid alegységek molekulatomege 30 x 10°. A TNV természetes
koriilmények kozott ontozott teriileteken €s tiveghazban nevelt novények

gyokerét fertdzi. Talajban valo terjedése a Phycomycetes osztaly
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Chytridiomycetidae alosztalyaba tartozo sejtes plazmédiuma Olpidium

brassicae talajlaké gomba sporangiosporaival torténik.

2.6. dbra. Dohany nekrézis virus partikulumok elektronmikroszkdpos felvétele

(Kassanis, 1977)

A virus leirasa Smith és Bald (1935) nevéhez fliz6dik, hazankban Szir-
mai Janos (1952) izolalta els6 izben. Mechanikailag szamos novényfaj
levelére atvihetd, azokon lokalis 1ézidkat okoz, szisztemikus fert6zése
nagyon ritka. A TNV természetes fertézése nyoman fellépo jellegzetes
tiinet a tulipanon el6idézett levélnekrozis (tulipan Auguszta-betegsége),
amit Magyarorszagon is leirtak (Szirmai, 1955). Virologiai szempontbol
kiilondsen érdekes, hogy a TNV, mint helper virus fertdzésével egyiitt
jarhat egy szatellit virus (Tobacco necrosis satellivirus) jelenléte, ami

intenziv kutatas targya (Francki et al., 1985).

3. CELKITUZESEK
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A doktori munka Iényegét roviden gy lehetne dsszefoglalni, hogy egy
Uj, korabban nem hasznalt kisérleti modell alkalmazasa a névényi Grege-
dés virusfogékonysagra gyakorolt hatasanak pontosabb megértése
érdekében.

A kérdés vizsgalatat egy genetikailag modositott, izopentenil-transzferaz
(ipt) génnel transzformalt, fokozott citokininszintézist mutaté dohanyvo-
nal segitségével végeztilk. A TNV-re, mint a dohanyon lokalis Iézidkat
ado kdérokozora azért esett a valasztasunk, mert a novényi virusfogékony-
sag sokrétii kérdésének elsdsorban azt az oldalat igyekeztiink vizsgalni,
hogy a novény élettani allapotanak valtozasa (a ndvény oregedése) mi-
ként befolyasolja a virus altal okozott nekrotikus 1€ézi6, mint tiinettipus
kialakulasat. A probléma korabbi mddszertani megkozelitése ugyanazon
novény also (szeneszcens) és felsd (juvenilis) leveleinek parhuzamos
fertézésével (Kiraly, 1968), tovabba kiilsé citokinin kezeléssel (2.6. feje-
zet) és csucsriigy eltavolitassal visszafiatalitott ndvényeken tortént
(Adam és munkatarsai, 1990). Az altalunk végzett kisérletek tjszer(iségét
az adta, hogy egy transzgenikus, citokinint taltermeld, juvenilis dohany-
vonal (CTKm) TNV-vel inokulalt leveleit hasonlitottuk 6ssze a kontroll
dohanyfajta (SR;) fertézott leveleivel. A kétféle dohany TNV iranti fo-
gékonysaganak vizsgalatan tul célunk volt a ROF felszaporodasaval
kapcsolatos folyamatok (lipidperoxidacid, antioxidansok) tanulmanyoza-
sa, 0sszefliggésben a citokiningén beépitése altal indukalt juvenilitassal.
Ezzel parhuzamosan mas, virusfertézéshez kothetd ndvényélettani jelen-

ségeket (fokozott etilénképz6dés, PR-proteinek megjelenése) is
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megfigyeltiink, dsszehasonlitva a juvenilis CTKm és a kontroll SR; do-

hanyban megnyilvanulé kiillonbségeket.

Célkitiizéseink a kovetkezdk voltak:

a CTKm dohanyvonal fokozott citokinintartalmanak igazolasa im-

munanalitikai modszerrel;

CTKm ¢és az SR dohanyvonalak TNV-vel szembeni ellenallosaganak
vizsgalata, mind a virus altal okozott nekrotikus tiinetek &sszehasonli-
tasa, mind a virusreplikacié mértékét jelzd kopenyfehérje-tartalom

meghatarozasa révén;

TNV fert6zése kovetkeztében képzddd stresszetilén mérése a két do-

hanyvonal leveleiben;

TNV altal kivaltott lipidperoxidacié nyoman keletkez6 etan mennyi-

ségének vizsgalata a CTKm és az SR; dohanyokban;

korfolyamatfiiggd (PR)- fehérjék (kitinaz, 3-1,3-glikanaz) enzimak-
tivitas novekedésének mérése CTKm és SR; dohanylevelekben a

TNV-fert6zést kovetden;

tekintettel arra, hogy a levelek novényekrdl torténd levagasa és sotét-
ben valo inkubacidja serkenti az Oregedést, ilyen kezelésnek
vetettiink ala CTKm és SR, leveleket, majd miutan a levagott levelek
oregedésiikben mar szembeotld eltérést mutattak, meghataroztuk

benniik kiilonbdzo reaktiv oxigénfajtakat méregtelenitd antioxidansok
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mennyiségét, illetve aktivitasat, valamint a membranok szerkezetének

stabilitasara utal6 elektrolitkiaramlas mértékét.

4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A Kkisérleti n6vények

A Kkisérleteket az 4. tumefaciens GV3101 (pMP90RK) torzsével transz-
formalt, CaMVp35S-ipt gént tartalmazé dohanyvonalon (CTKm) és a
hozza tartozé kontroll fajtan (Petit Havana = SR;) végeztik. A ndvénye-

ket tiveghazi koriilmények kozott neveltiik.

42. A novények fertdzése

A dohanyndvényeket TNV-vel inokulaltuk. A virustérzs az MTA No-
vényvédelmi Kutatdintézete izolatumgytljteményébdl, Szirmai Janostdl
szarmazik, fenntartasa babon tortént. Szeroldgiailag a TNV-E torzsével
mutat rokonsagot.

A novényeket mechanikailag inokulaltuk spatula segitségével, a levelek
feliiletére karborundumot szortunk a fertézési helyek szamanak novelése
érdekében. Az inokulaciohoz hasznalt fert6zott novényi mintat 0,1 M

Sorensen foszfat-pufferben (pH 7,0) homogenaltuk.

43. lzopentenil-adenozin és zeatin-ribozid tipusu citokininek mennyi-

ségi meghatarozasa szerologiai uton
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4.3.1. Citokininek kivonasa novényi mintabdl

8-12 hetes dohanynovények kifejlett leveleit (20-25 g) 80 %-os jéghideg
metanol oldatban (250 ml) homogenaltuk, ezt centrifugaltuk (3700 g, 30
perc, 4 °C), majd a feliilaszot 37 °C-on, vizlégszivattyihoz kapcsolt
Rotadest beparlokésziilékkel, vakuumban, 40 ml végtérfogatra paroltuk
be. Az igy nyert ndvényi citokinin kivonatot hasznaltuk mennyiségi

meghatarozasra.

4.3.2. A citokininek kvantitativ meghatarozasahoz hasznalt ELISA

modszer

Novényi mintak citokinintartalmanak mennyiségi vizsgalata szerologiai
uton mas analitikai modszerekhez képest gyorsabban és egyszeriibben
elvégezhetd (Pogany, 1999). A dohanylevél kivonatok citokinin megha-
tarozasa az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetében Kkifejlesztett
kompetitiv-indirekt rogzitett-antigénalapi ELISA mddszerrel tortént
(Székacs €s munkatarsai, 2000), amelynek Iépései a kdvetkezok: 1. érzé-
kenyités, 2. blokkolds, 3. kompeticios elegy felvitele, 4. mdsodik antitest
hozzdaddsa, 5. a jelzbenzim szubsztrdtjanak felvitele, 6. leolvasds foto-
méterrel.

1. Az ELISA-lemez érzékenyitése soran felvitt haptén-fehérje
konjugatum BSA (bovine serum albumin) fehérjéhez kotott citokinin
célmolekula, tehat zeatin-ribozid (ZR) vagy izopentenil-adenin-ribozid
(izopentenil-adenozin; IPA) volt. A konjugatumok 0,1 M karbonat-
bikarbonat pufferben (pH 9.,6), 1 illetve 5 pg/ml koncentraciéban (ZR
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esetében 1 ug/ml, IPA esetében 5 ug/ml), 100 pl/tireg mennyiségben
keriiltek a mikrotalcara. 37 °C-on végzett termosztalast kdvetden 0,2 %
Tween-t tartalmazé PBS (phosphate-buffer saline) -pufferrel (pH 7.4) (=
PBST 0,2) mostuk a lemezt.

2. A blokkolast 3 %-os zselatinos PBS pufferrel 150 pl/tireg mennyiség-
ben végeztilk, termosztaltuk (37 °C-on), majd a lemezt PBST 0,2
pufferrel mostuk.

3. A kompeticios elegy 50 pl OVA(ovalbumin)-ZR, vagy OVA-IPA
konjugatummal szemben termelt antiszérum 1:100 aranyu higitasabol allt
(0,05 % Tween-t és 1 % zselatint tartalmazé PBS-pufferben), tovabba 50
ul higitott novényi citokinin kivonatbol. A névényi minta higitasat is az
antiszérum higitdsahoz hasznalt pufferrel végeztik. Az ELISA-lemezt
ezutan az el6z6 1épésekkel azonos mddon termosztaltuk, majd ujra PBST
0,2 pufferrel mostuk.

4. Masodik antitestként egy alkalikus-foszfatdaz enzimmel jelolt, nyul
IgG-vel szemben termelt kecske-antiszérumot hasznaltunk 150 mM
NaCl-t és 0,1 % Tween-t tartalmazé 50 mM Tris-pufferben (pH 7,8),
1:5000 aranyu higitasban, 100 pl/iireg mennyiségben. A lemezt ezt kve-
tden ismét termosztaltuk és PBST 0,2 pufferrel mostuk.

5. A jelzbéenzim szubsztratjat (4-nitrofenil-foszfat) 0,5 mM diethanol-
amin pufferben (pH 9,8), 0,1 %-os koncentracidban, 200 pl/iireg mennyi-
ségben vittiik fel a lemezre.

6. Utolso lépésként ELISA-lemezek leolvasdsdra hasznélt spektrofoto-
méterrel ("ELISA readerrel") 405 nm-en mértilk az tiregekben kifejlédo

szinintenzitast, amelynek mértéke forditott aranyban allt a n6vényi minta
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citokinintartalmaval, amelyet szigmoid kalibraciés gorbe segitségével

allapitottunk meg.

4.4 TNV kopenyfehérje-tartalom mérés DAS-ELISA mddszerrel

A TNV replikacio mértékét a fertézott dohanylevelekben DAS-ELISA
modszerrel hataroztuk meg (Clark és Adams, 1977), ami a ndvényi sz6-
vet viruskopenyfehérje-tartalmat jelzi. A  vizsgalatot poliklén
antiszérummal, a Loewe Biochemica GmbH Tobacco Necrosis Virus E
ELISA Kit-jével végeztiik. A vizsgalat 1épései: 1. érzékenyités, 2. virus-
fertdzott novényi szovetbdl szarmazo kivonat hozzdaddsa, 3. antitest-
jelzdenzim komjugdtum felvitele, 4. a jelzbenzim szubsztrdtjinak hozzd-
adasa, 5. fotometralds.

1. Az érzékenyités az antiszérum 1:200 aranyu higitasaval, 150 ul/iireg
mennyiségben tortént. Az antiszérumot natrium-karbonat/natrium-
hidrogénkarbonat pufferben (pH 9,6) oldottuk.

Az inkubaciot kovetéen 0,05 % Tween-t tartalmazé PBS-pufferrel (pH
7,4) mostuk a lemezt.

2. A fertdzott leveleket az inokulaciot kovetd nyolcadik napon tavolitot-
tuk el a n6vényrol, folyékony nitrogénben megfagyasztottuk, liofilizaltuk
¢és a vizsgalatot megel6zéen mértem a liofilizalt levélmintak tomegét. A
mintdkhoz adott kivono puffer (1 % tejport és 2 % polivinil-pirrolidont
tartalmazo mosé puffer) mennyiségét a szaraz tomegek alapjan szamitot-
tuk  ki: 50, 150 ¢és 450 x-es higitdsokat alkalmazva. A
levélhomogenatumokat centrifugaltuk (15000 g, 15 perc, 4 °C), a feliil-
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uszokat az érzékenyitett ELISA-lemez iliregeibe pipettaztuk 150 pl/iireg
mennyiségben, majd a lemezt egy éjszakan at 4 °C-on taroltuk.

3. A lemez PBST 0,05 pufferrel valo mosasa utan az tiregekbe mértiik az
antitest-jelzéenzim konjugdatumot 1:200 higitasban, 1 % tejport tartalma-
z6 mosopufferben (= konjugatum puffer), 150 pl/iireg mennyiségben. A
lemezt ezutan ismét inkubaltuk és mostuk.

4. Az alkalikus-foszfatdz jelzGenzim szubsztrdtjat (4-nitrofenil-foszfat)
diethanol-amin ¢és magnézium-klorid tartalmu pufferben (pH 9,8), 1
mg/ml koncentracioban vittiik az tiregekbe (150 ul/iireg mennyiségben).
Az enzim aktivitdsa nyoman képz6dd szines termék (para-nitro-fenol)
mennyiségét 405 nm hullamhosszon, ELISA-leolvaséval mértik. A vi-
rusfert6zott levélmintdk kopenyfehérje-tartalmat a kapott abszorbancia-

értékek alapjan hasonlitottuk Gssze.

4.5. Klorofilltartalom becslése Minolta SPAD-502 késziilékkel

A Minolta SPAD-502 késziiléket levelek klorofilltartalmanak gyors,
roncsolasmentes meghatarozasara fejlesztették ki (Penuelas et al., 1994;
Hoel and Solhaug, 1998). Miikddése soran két kiillonb6zd hullamhosszu-
sagu fényt bocsat ki, majd méri a levél altal elnyelt mennyiségeket. Az
alacsonyabb hullamhosszi (650 nm) fény abszorpcidja a levélben 1évo
klorofill-a és klorofill-b egyiittes mennyiségére utal. Az igy kapott elnye-
lési értéket a nagyobb hullamhosszi (940 nm) fény elnyelési értékével
korrigalva becsiili a levél relativ klorofilltartalmat. Ez azt jelenti, hogy a
késziilék  altal  szolgaltatott adat jo6l  hasznalhaté  levelek

klorofilltartalmanak Gsszehasonlitasara, de nem nyujt abszolut értéket
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(mg fotoszintetikus pigment/g ndvényi minta), mint amit a hagyomanyos
szerves oldoszerrel torténd extrakcid és fotometralas ad. A késziilékkel
mért adatok 0 és 500 egység kozotti skalan mozogtak, hibaja (azonos

levélminta ismételt visszamérése esetén) 10-15 egység kozott ingadozott.

4.6.  Etan és etilén mérése gazkromatograftal

A dohanylevelek altal termelt etan és etilén mennyiségét
gazkromatograftfal hataroztuk meg. A leveleket a novényr6l eltavolitottuk
¢s hermetikusan zarhaté mtianyag kuivettakba helyeztiik. A kiivettak aljan
1évo kevés viz védte a leveleket a kiszaradastol. A kiivettak tetején levod
csocsonkot egy gumimembran zarta le, ezen keresztiil tortént a mintavé-
tel 1 ml térfogata fecskendore illesztett tlivel. Masik modszer szerint a
virusfertdzott és az egészséges levelekbdl 1,4 cm atmérdjii levélkorongo-
kat vagtunk ki, ezeket kis méretii (10 ml térfogata) kiivettakba tettik, 1
ml desztillalt vizen usztatva. A mintavétel itt is gumimembranon keresz-
til tortént. A gazelegy Osszetételét egy Varian Aerograph 3300 tipusu,
aluminium-oxid kolonnaval (1/8 inch x 1 m) és langionizacids detektorral
felszerelt gazkromatograffal vizsgaltuk. A késziilék homérsékleti para-
méterei a kovetkezOk voltak: injektor 80 °C, kolonna 80 °C, detektor 225
°C (Heiser et al., 1998). A gazmintak etan - és etiléntartalmat 1 ml etan

ill. etilénstandard altal adott csucs teriilete alapjan szamitottuk ki.

4.7.  Kitinaz és B-1,3 gliikkanaz aktivitas fotometrids meghatarozasa
4.7.1. Novényi mintdk extrakcidja és fehérjetartalom meghatarozéasa

kitinaz és 3-1,3 glilkanaz mérés céljara
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A TNV-vel fertozott ill. fertdzetlen ndvények leveleibdl koriilbeliil 0,1 g
tomegli mintakat gyijtottink. A mintakat folyékony nitrogénben lefa-
gyasztottuk és -70 °C-on taroltuk. A kivonas 0,1 % polivinil-pirrolidont
tartalmazo 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH 5,5) tortént, egy tomeg-
egység novényi mintdhoz (0,1 g) négy térfogategység kivondpuffert (0,4
ml) adva. A mintak fehérjetartalmanak meghatarozasa Bradford (1976)

szerint tortént, Bio-Rad "Protein Assay" reagenssel.

4.7.2. Kitinazaktivitas mérés mikrotiterlemezen

A kitinazaktivitas meghatarozast Wirth és Wolf (1990) moddszerével vé-
geztilk mikrotiterlemezen. A lemez iiregeibe kétszerdesztillaltvizzel
negyvenszeresre higitott 50 pl névényi enzimkivonatot pipettaztunk. A
mintdkhoz 150 pl 0,1 M-os natrium-acetat puffert (pH 5,0), majd 50 pl
kitinszubsztratot (CM-Chitin-RBV; Loewe Biochemica GmbH) mértiink.
A kitinpolimer-szubsztratot alkot6 monomerek mintegy 20 %-a "remazol
brilliant ibolya" molekulaval jelolt. A szubsztrat hozzdadasa utan a
mikrotiterlemezt ragados feliiletli mtianyag foliaval zartuk le, erésen 6sz-
szeraztuk és 37 °C-on 20 percig inkubaltuk. Az enzimreakciot 50 pl 1 M-
os sosavoldattal allitottuk le, majd a lemezt 10 percig jégen taroltuk. A
kitinaz =~ enzimaktivitisa nyoman a  festékmolekulaval  jelolt
kitinszubsztratbol mono- és oligomerek szabadultak fel, amelyek meny-
nyisége az enzimaktivitas mértékével aranyos volt. A reakcio leallitasa
utan a lemezt mikrotiterlemez-centrifugaval 4 °C-on, 3000 1/perc fordu-

laton, 10 percig centrifugaltuk. Centrifugalas utan a lemez iiregeibol
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mintanként 175-175 ul feliluszot egy masodik, kis iiregméretii
mikrotiterlemezbe pipettaztunk at €s ELISA-leolvasoval 550 nm hullam-
hosszon mértilk az iiregekben 1évd kitinmonomer (oligomer)-remazol
brilliant ibolya komplex fényelnyelését. Az értékeket referenciaként
hasznalt Sigma Serratia marcescens kitinazenzim (2,5 mU = 41,7
pkat/iireg) aktivitasaval sszehasonlitva szamitottuk ki az eredeti novényi

minta enzimaktivitasat.

4.7.3. B-1,3 glikanaz aktivitdas mérés mikrotiterlemezen

A novényi mintak glilkanazaktivitasat Lever (1972) szerint hataroztuk
meg. Az enzim szubsztratja a [-glikoz monomerekbdl allé laminarin
poliszacharid volt, a szinreakcié az enzim aktivitadsa nyoman felszabadu-
16 glikéz monoszacharid molekuldk mennyiségével volt aranyos. A
mikrotiterlemez tiregeibe 50 pl kétszerdesztillaltvizzel nyolcvanszorosra
higitott n6vényi enzimkivonatot mértiink. Hozzamértiink 50 ul 0,2 M-os
laminarin (Sigma) oldatot. A lemezt 60 percen at 37 °C-on inkubaltuk,
ezutan 200 pl 0,1 %-os p-hidroxibenzoesav-hidrazin oldatot pipettaztunk
az tiregekbe, amely a szinreakciot kivaltotta. (A reagens készitése a ko-
vetkez6 volt: 0,1 g p-hidroxibenzoesav-hidrazint 10 ml 0,1 M-os
sosavoldatban feloldottunk, majd hozzamértiink 40 ml 0,5 M-os natrium-
hidroxid oldatot és 50 ml kétszerdesztillaltvizet.) A mikrotiterlemezt ez-

utan ragados feliiletli mianyag foliaval lefedtiik €s 5 percre 100 °C-os
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vizfiirdébe helyeztiik. Ezt kovetden szobahdmérsékleten hagytuk kihtlni,
majd ELISA-leolvasoval 410 nm hulliamhosszon fotometraltuk.

Minden egyes novényi minta enzimkivonatabdl készitettiink parhuzamo-
san egy kontroll probat is, amelyhez a laminarin szubsztratot csak a 60
perces inkubacio €s a szinreakcidt eldidézd reagens bemérése utan adtuk
hozza. Az igy kapott abszorbanciaértéket a laminarinnal inkubalt mintak
értékeibdl kivontuk A tényleges enzimaktivitasokat gliikkoz standardsor
beallitasaval kaptuk meg (0, 25, 62,5, 125 nmol gliikoz/iireg), amit a

mikrotiterlemezen a mintakkal azonos mddon hataroztunk meg.

4.8.  Levagott dohanylevélen végzett kisérletek
4.8.1. A levagott levelek eldkészitése

A vizsgalatokhoz 8-12 hetes dohanynovények also, kifejlett leveleit
hasznaltuk. A leveleket a novényekrdl levagtuk és vagy egyesével 250
ml-es kiivettakba helyeztiik Oket, vagy tobb levagott levelet allitottunk
nagyméretli liveg deszikkatorba. A levelek kiszaradasat a kiivetta, illetve
deszikkator aljan 1évé desztillalt viz akadalyozta meg. A leveleket leva-

gasuktol kezdve folyamatosan 22-24 °C-on, sotétben taroltuk.

4.8.2. Levélkorongok membranpermeabilitasanak vizsgalata kondukto-

méterrel

A dohanylevél-sejtmembranok oregedés okozta ateresztoképesség-
novekedését a sejtekbdl kiaramlo elektrolitok mennyisége alapjan hata-

roztuk meg. A vizsgalatot a levelekbdl kivagott 5-5 db 10 mm atmérdji
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levélkoronggal, f6z6poharban, 10 ml kétszerdesztillaltvizen usztatva vé-
geztiik. A levélkorongokat 5 oran keresztiil inkubaltuk, az inkubalooldat
vezetOképességét ezt kovetden Radelkis OK-102 tipusu késziilékkel mér-

tik. Az adatokat pS/g friss levéltomeg mértékegységben adtuk meg.

4.8.3. Levagott levelek antioxidans enzimaktivitasainak fotometrias
mérése

4.8.3.1.Enzimkivonat készitése dohanylevélbol

Az enzimaktivitas-vizsgalatok el6tt a levagott dohanyleveleket 8 napig
sotétben inkubaltuk.

A sejtmentes enzimkivonatot 0 - 4 °C kozotti hdmérsékleten készitettiik.
CTKm ¢és SR; dohanyndvények leveleibodl 0,5 g tomegli mintakat vet-
tiink, elohtott dorzsmozsarba helyeztik €s mozsartorével homogenaltuk
mintanként 3 ml hideg, 0,05 M-os TRIS-HCI pufferben (pH = 7.8),
amely 7,5 vegyes % vizoldékony polivinil-pirrolidon K 25-6t €s 1 mM
EDTA-Nay-t tartalmazott. A homogenatumot centrifugaltuk (12000 g, 20
perc, 4 °C), ¢és a feliiliszoval dolgoztunk tovabb az aktivitasok meghata-
rozasa soran. Az enzimkivonatot a mérés teljes iddtartama alatt jeges
vizfirdében taroltuk.

4.8.3.2.Glutation S-transzferaz

A glutation S-transzferaz aktivitasat Mauch és Dudler (1993) szerint mér-
tik. A reakcidelegy 2,75 ml végtérfogatban 2 ml 0,1 mM EDTA-Na-t
tartalmazo 0,1 M-os natrium-foszfat puffert (pH = 6,5), 0,5 ml 20 mM-

os, a fenti pufferben oldott redukalt glutationt, 150 pul 18,3 mM-os, eta-
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nolban oldott 1-klér-2,4-dinitro-benzolt és 100 pl ndvényi kivonatot tar-
talmazott. Az 1-klor-2,4-dinitro-benzolbol képzddott konjugatum (g340 =
Shimadzu UV 160 A spektrofotométerrel mértiik. A kontroll elegy noveé-
nyi kivonatot nem tartalmazott. Az adatokat nkat enzimaktivitas/g friss
levéltomeg mértékegységben adtuk meg mindegyik vizsgalt antioxidans
enzim esetében. (kat = Katal; az enzimaktivitas SI mértékegysége. Jelen-
tése: az enzim katalitikus aktivitdsa nyoman egy masodperc alatt képz6do

termék molban kifejezve.)

4.8.3.3.Aszkorbinsav-peroxidaz

Az aszkorbinsav-peroxidaz aktivitisinak mérését Nakano és Asada
(1981) mddszere alapjan végeztik. A reakcidelegy 2,25 ml végtérfogat-
ban 2 ml 0,2 M-os TRIS-HCI puffert (pH = 7,8), 100 ul 5,625 mM-os
aszkorbinsav oldatot, 50 pl nyers névényi enzimkivonatot és 100 ul
11,25 mM-os H,O, oldatot tartalmazott. Az aszkorbinsav fogyasabol
ered6 abszorbanciavaltozast kvarc kilvettaban, 290 nm-en, 3 percig mér-
tik. A kontroll meghatarozasara szolgald elegy nem tartalmazott H>O,-t.
Az aszkorbinsav molaris extinkcios koefficiense (€) 290 nm-en €399 = 2,8

mM" cm !

4.8.3.4.Katalaz
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A katalaz aktivitasat Aebi (1984) szerint mértiik. A reakcidelegy 2,15 ml
végtérfogatban 2 ml 0,1 M-os (pH = 6,0) foszfat puffert, 100 pl 270 mM-
os H,O, oldatot és 50 pl novényi kivonatot tartalmazott. A H,O; (€240 =
6450 mM™"' cm™) fogyéasat 240 nm hullamhosszon, kvarc kiivettaban mér-

tiik. A kontroll elegyben nem volt novényi kivonat.

4.8.3.5.Peroxidaz

A peroxidaz aktivitasat guajakol szubsztrattal Rathmell €s Sequeira
(1974) modszere alapjan hataroztuk meg. A reakcidelegy 2,45 ml végtér-
fogatban 2,2 ml 0,1 M-os (pH = 6,0) foszfat puffert, 100 pl 50 mM-os
guajakolt, 100 pl 32,5 mM-os H,O, oldatot és 50 pl ndvényi kivonatot
tartalmazott. A guajakolbdl képz6do tetrakonjugatum (e436 = 106.,4 mM™!
em™') képzoédését 436 nm hullamhosszisagon kvettiik nyomon. A kont-

roll elegy ndvényi kivonatot nem tartalmazott.

4.8.4. Aszkorbinsavtartalom fotometrids  meghatarozasa levagott

levelekben

ridsan mértilk. A levélbdl 0,3 g-ot homogenaltunk az enzimkivonatok
készitésénél leirt mdédon 3 ml 1 M-os HCIO, oldatban, majd a szuszpen-
ziot centrifugaltuk (12000g, 20 perc, 4 °C). A feliiluszobol 100 pl-t
kivettiink és 2 ml borostyankdsav-pufferhez (pH = 12,7) adtuk. Az igy
nyert oldat pH-janak 5,5 - 6,5 kozott kell lennie. Az oldat extinkcidjat az

elegyités utan azonnal megmértiik 265 nm-en. A mérés utan 5 egység
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aszkorbat-oxidaz enzimet adtunk az oldathoz, és az extinkcio csokkené-
sét 265 nm-en kovettiikk, amig a minimumot el nem érte. A két adat
kiilonbsége aranyos az oldat aszkorbinsav tartalmaval, amit a fotométer-

o6l leolvasott két abszorbancia érték kiilonbségeként (AE) adtunk meg.

4.8.5. Glutationtartalom fotometrias mérése

s

Graham (1989) szerint mértilk. A dohanylevelekb6l mintanként 0,5 g
mennyiséget 5 ml homogenald pufferben eldorzsoltiink €s centrifugal-
tunk (12000 g, 4°C, 20 perc). A méréshez a feliiliszot hasznaltuk. A
homogenald puffer 300 ml térfogatban 6,099 g 5-szulfoszalicilsavat, 0,45
g aszkorbinsavat és 0,1116 g EDTA-Na,-t tartalmazott. A mérést
Shimadzu UV 160A spektrofotométerrel 412 nm hulldmhosszisagon
végeztiik. A kiivettaba bemértiink 2 ml 0,1 M (pH = 7,8) Na-foszfat puf-
fert, 0,2 ml 10 mM 35,5’-ditio-bisz-nitrobenzoesavat (DTNB) és 0,5 ml
feluilaszot. A kontroll nem tartalmazta a DTNB-t. Kalibraciés gorbét
glutation oldatokkal készitettiink.

4.9. A kisérleti adatok statisztikai értékelése

A kozolt eredmények két fuiggetlen kisérlet, kisérletenként 4-6 parhuza-

mos mérésének atlagat mutatjdk be. A kozépértékek kiilonbozoségét
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Student-féle t-probaval vizsgaltuk, és legtobbszor P = 95 % valodszini-

séggel adtuk meg.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az izopentenil-transzferdz génnel transzformalt dohanynoveé-

rrrrrr

A vizsgalatokban szerepld izopentenil-transzferaz (ipr) génnel transz-
formalt dohanyvonal (CTKm) egyedeit a levelek harsany-zold szine, a
levéllemez fodrozottsdga, az erek kozotti régiokban megfigyelhetd

szovetszaporodas, holyagos levélfelszin jellemzik (5.1. abra).

5.1. dbra. Kontroll (SR,) és izopentenil-transzferaz génnel transzformalt, citokinint

tultermelé (CTKm) dohanyndvények 8 hetes korban

A levelek kozotti szartagok rovidebbek, a leveles szar zoldtomege
nagyobb, a gyokérzet azonban alulfejlett. A CTKm novények a kont-

rollhoz képest alacsonyabbak, lassabban fejlodnek, a generativ fazist



késébb érik el. Jellemzd rajuk az apikalis dominancia feloldasa, a le-

vélnyelek és a szar taldlkozasanal 1évé honaljriigyek kihajtanak.

5.2. abra. Kontroll (SR1) és CTKm

dohényndvények virdgzas kozben (22

hetes korban)

A kontroll ndvényeken megfi-

gyelhetd  természetes  levél-
Oregedés, — tehat az also, idos
levelek fokozatos sargulasa és
elpusztuldsa — részben gatolt, az
also levelek lényegesen hosszabb
ideig juvenilis allapot-ban ma-
radnak, nem Oregszenek (5.2.

abra).
5.2.Citokininek ELISA vizsgalata
A transzgenikus novényekbe
(CTKm) beépitett ipt-gén tényle-
ges bioldgiai aktivitasat, a gén
termékének (izopentenil-
transzferdz) miikodése nyoman
megnovekedett citokinintartalom
kompetitiv ELISA vizsgalataval
igazoltuk  (5.1. tabldzar). A
CTKm vonalban a zeatin-ribozid
(ZR)

tipusu citokininek
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atlagos szintje megkozelitdleg haromszorosa (64,95) volt a kontroll (SR/)
értékének. Az egyébként kisebb koncentracidban eléforduld izopentenil-
adenozin (IPA) tipusu citokininek mennyisége pedig az SRi-ben nem érte
el a méréstartomany als6 kiiszobértékét, a CTKm vonalban viszont ebben

az esetben is magasabb, jol kimutathat6 értéket kaptunk (7,27).

5.1. tabldzat. Zeatin-ribozid (ZR) és izopentenil-adenozin (IPA) citokininek koncentra-

cidja CTKm és SR1 dohanyvonalakban (két fiiggetlen kisérlet atlaga)
7R IPA

(ng g friss tomeg) (ng g friss tomeg)

CTKm 64,95 7.27

(52.91-177.9) (6,28 —9.36)
SR, 21,91 n.d.*
(kontroll) (17,83 — 26,84)

* a méréshatar also kiiszobértéke alatti érték

5.3. A dohany nekrézis virus tiinetei és a kopenyfehérje-tartalom ala-

kulasa

A TNV-vel torténd mechanikai inokulacié lokalis nekrotikus lézidkat
idézett el az inokulalt dohanyleveleken. A virus tiinetei a CTKm nové-
nyek levelein enyhébbek voltak (5.3. dbra). A CTKm novényeken észlelt
1€zidszam csupan mintegy 50 %-a volt az SR; fajta levelein tapasztalt
értéknek (5.2. tabldazat). Ez a megfigyelés arra mutat, hogy a CTKm do-
hanyvonal a kontroll fajtdhoz képest ellenallobb a dohany nekrdzis virus

nekrotikus tiineteinek kialakulasaval szemben.
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TNV lézioszam
(db/em?)

SR1 16,9 +5,6

. - / CTKm 84 +2,4
SRI-TNV CTKm-TNV

5.3. dbra. Dohany nekrozis virus (TNV) tiinetei 5 nappal a fert6zés utan SRy és CTKm
dohanyokbol szarmazd egész levélen (bal oldali kép) és levélkorongon (jobb oldali kép)
5.2. tabldzat. Dohény nekrozis virus (TNV) 1ézi6szama SRy és CTKm dohanyngvé-
nyekrol szarmazo levélkorongokon (két fiiggetlen kisérlet, kisérletenként 8-10 SR, és
CTKm levélkorong atlaga)

A virusfert6zés altal okozott betegségtiinetek ©sszehasonlitasa mellett
lényegesnek véltiik a virusreplikacié mértékének vizsgalatat is, a beteg
levelekbdl gytijtott mintak kopenyfehérje tartalmanak DAS-ELISA mod-

szerrel torténd meghatarozasa alapjan (5.3. tabldazat).

5.3. tabldzat. Dohéany nekrozis virus kopenyfehérje relativ mennyisége SRy és CTKm
dohanyndvények liofilezett mintaiban. A mintak gytjtése 8 nappal a fertdzés utan tor-
tént. Fertzetlen levél kivonataban mért abszorbancia érték: 0,160.
SzDs50,=0,354
(két fuggetlen kisérlet, kisérletenként 4 - 4 levélminta atlaga)

SR, CTKm

Abszorbancia (405 nm) | 0,964 + 0,378 0,538 £ 0,203
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Az értékek jelentds szorasa ellenére a kontroll (SR;) fert6zott leveleiben
mért TNV kopenyfehérje-tartalom — a tiinetekkel 6sszhangban — maga-
sabb wvolt, tehat az ipr-génnel transzformalt CTKm vonalban a

viruspartikulumok mennyisége is részben visszaszorult.

5.4  Klorofilltartalom valtozas dohany nekrozis virussal fert6zott leve-

lekben

A TNV fertézése nyoman az SR; dohanyfajta inokulalt levelei a
nekrotikus 1éziok megjelenését kovetden elsargultak, klorofilltartalmuk

z6me rovid idoén beliil lebomlott (5.4. dbra).

300
| 188
280 177
5
T 2001 143
S
B 150 [
s
X
l
& 100
[4]
50 17 *
ol T T ‘ ‘
SRI-TNV CTKM-TNV SR1-0 CTKm-0

5.4. dbra. SR és CTKm dohanyvonalak TNV-vel fert6zott és egészséges (0) leveleinek
relativ klorofilltartalma, Minolta SPAD-502 késziilékkel mérve. A méréseket 10 hetes
dohanynévények alsé levelein, 7 nappal a fert6zés utan végeztiik.

*Az eltérés 95 %-os valdszinliséggel szignifikans

(két fuggetlen kisérlet 4 — 4 parhuzamos mérésének atlaga)
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Ezzel szemben az ipt-génnel transzformalt CTKm dohanyvonal fert6zott
leveleiben ez a nekrotikus tiinetek megjelenésével Gsszefiiggésben allo
nagymérvii klorofilltartalom-cs6kkenés elmaradt, a levelek a 1ézidk kifej-
16dését kovetden is megdrizték az egészséges novényekre jellemzo zold

sziniiket.

5.5. Etilén és etan kibocsatas

A CTKm és a kontroll (SR;) dohanyvonalak TNV fert6zése nyoman fel-
1ép6 fokozott etilén- és etankibocsatasat fert6zott levelekbdl kivagott
levélkorongok altal termelt gazelegy gazkromatografias vizsgalataval
hasonlitottuk 6ssze. Az etilén névényi szeneszcencia- és stresszhormon
termelddésének mennyisége két nappal az inokulacié utan észrevehetden

megnovekedett (5.5 dbra).

700,0

® 650,0 C,Hy (etilén)
600,0
iy Y
S000° -, sRr1-0
4500 W - @ -CTKm-0

400,0
350,0
300,0
250,0
200,0
150,0

etilénkibocsatas (pmol/g*éra

24 48 72 96
az inokulaciot kovetéen eltelt id6 (6ra)

5.5. dbra. Dohany nekrdzis virussal (TNV) fert6zott és egészséges CTKm és SRy do-
hanylevélkorongok etiléntermelése 24-96 oraval az inokulacié utan

(két fiiggetlen kisérlet 4 - 4 parhuzamos mérésének az atlaga)
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A citokinint tultermeld, juvenilis CTKm fajta levélkorongjainak etilén-
termelése a virusfert6zés kovetkeztében — Ssszhangban az alacsonyabb
1éziészammal — kisebb mértékben emelkedett, mint az SR, fajta levélko-
rongjainak etilénkibocsatasa. A kiilonbség mar az inokulacidt kovetd 3.
napon megfigyelhetd, de csak a 4. napon lett statisztikailag is igazolhatd
(5.5. dbra).

Az etan a lipidperoxidacid soran képzddik, jelenléte a novényeket ért
biotikus és abiotikus stresszek sejtmembranokra gyakorolt roncsolé hata-
sat jelzi. Termelodése a TNV-fertdzést kovetden az etilénhez hasonloan
alakult, azzal a kiilonbséggel, hogy a TNV-vel fertézott SR, fajta levél-
korongjai esetében az etan képzddésének novekedése még szembedtlobb

volt a TNV-vel fert6z6tt CTKm vonalhoz képest (3.6. dbra).

C,Hg (etan)

A~ SR1-TNV
——CTKm-TNV
4 -SR1-0
-©® -CTKm-0

etéan kibocsatas (pmol/g*6ra)

az inokulaciét kévetéen eltelt id6 (éra)
5.6. abra. CTKm és SRy dohanyvonalak TNV-vel inokulalt és fertzetlen leveleinek
etantermelése 24-96 oraval az inokulacid utan

(két fuggetlen kisérlet 4 - 4 parhuzamos mérésének az atlaga)
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A TNV fertézése tehat fokozott etilén- és etanképzddést idézett el a
megbetegitett dohanylevelekben, a citokinin génnel transzformalt CTKm
dohanyvonalban mérhetd kibocsatasnovekedés azonban mind az etilén,

mind az etan esetében lényegesen kisebb mértékii volt.

5.6.  B-1,3-gliikanaz és kitinaz aktivitasok

A B-1,3-glikanaz és a kitinaz enzimek a ndvényekben azonositott
kérfolyamatfiiggd fehérjék két képviseldje. Szintézisiik a novényben kii-
16nb6z6 koérokozok fertdzését kovetden, de abiogén stresszhatasok
kovetkeztében is megindul. Az aktivitasokat spektrofotométerrel mértiik.
A TNV fert6zés hatasara az inokulalt dohanylevelek nagymértéka B-1,3-
glikanaz- és kitinazaktivitas-novekedést mutattak. A [-1,3-gliikanaz

enzim aktivitisanak novekedése az SR; vonal novényeinek leveleiben

volt magasabb (5.7. dbra).

3-1,3-gliikanaz

1ézi6k megj

A~ SR1-TNV
—8—CTKm-TNV
SR1-0

-0 -CTKm-0

B-1,3-glukanaz aktivitas (pkatjug

24 48 72 96
az inokulacioét kévetden eltelt id6 (6ra)
5.7. dbra. Dohany nekrozis virus (TNV) fertdzés hatasa SRy és CTKm dohanyvonalak
-1,3-gluikanaz aktivitasara 24 - 96 6raval az inokulacié utan

(két fiiggetlen kisérlet 4 - 4 parhuzamos mérésének az atlaga)
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A CTKm és az SR1 vonalak kitinaz aktivitasanak emelkedése pedig nem

tért el egymastol (5.8. dbra).

25,0

1éziok megjelenése

e, A
20,0 Kitinaz V
15,0 A A SR1-TNV
—®—CTKm-TNV
SR1-0
10,0 2

~ -® - -
& - . CTKm-0

5,0

kitinaz aktivitas (pkatjug protein)

0,0

24 48 72 96
az inokulaciét kovetéen eltelt idé (éra)

5.8. dbra. Dohany nekrozis virus (TNV) fertdzés hatasa SRy és CTKm dohanylevelek
kitinaz aktivitasara 24 - 96 oraval az inokulacié utan

(két fuiggetlen kisérlet 4 - 4 parhuzamos mérésének az atlaga)

5.7.  Fertdzetlen, levagott dohanyleveleken végzett kisérletek

5.7.1. Levagott SR1 és CTKm levelek klorofilltartalom valtozasa és

etiléntermelésiik

Az alabbiakban taglalt kisérleteknek az a megfigyeléstink volt az eldz-
ménye, hogy az SR; (kontroll) és a CTKm (ipr-génnel transzformalt)
dohanynovényekrol levagott és sotétben tarolt levelek oregedésének fo-
lyamata nagy eltérést mutatott. Természetesen a CTKm vonalban
jelenlévd ipt-génbdl fakaddan szamitottunk arra, hogy a transzformalt

vonal levagott levelei az ép CTKm ndvényekhez hasonloan lassabban



67

oregszenek majd, ilyen mértéki kiilonbséget azonban nem vartunk (3. 9.

abra).

CTKm

5.9. dabra. Levagott és sotétben tarolt SR1 (fels6 sor) és CTKm (also sor) dohanylevelek

etilénmérésre hasznalt kiivettakban. A felvétel a levelek levagasa utan 10 nappal ké-
sziilt. A kisérlet ideje alatt a levagott leveleken nekrotrof korokozok megtelepedését

nem tapasztaltuk.

A vizsgalatokhoz hasznalt kifejlett (nem szeneszcens) dohanyleveleket a
levagast kovetden légmentesen zarhat6 kiivettakba helyeztiik €s sotétben
taroltuk. A leveleket a kiszaradastol a kiivettak aljan 1évd viz dvta. Az
SR; (kontroll) levelek mar 4 nappal a levagast kvetden nyilvanvaloan
sargabbak voltak, mint a CTKm ndvényekrol szarmazo levelek, 20 nap-
pal a levagas utan pedig az SR, vonalrdl szarmazo levelek egyontetiien
elpusztultak (5.10. dbra). A CTKm vonalrol gyiijtott leveleken viszont az
Oregedés jelei csupan erdsen megkésve (12-16 nappal a levagas utan)
kezdtek megjelenni, a levéllemez szEI1étdl a kozepe felé huzodo sargulas

forméajaban (5.10. dbra).
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CTKm

5.10. dbra. Levagott és sotétben tarolt SR1 (felsd sor) és CTKm (alsé sor) dohanyleve-

lek, a levelek levagasa utan 20 nappal. Az SR1 levelek erre az idore elpusztultak, a
CTKm levelek lassan oregszenek. A kisérlet ideje alatt a levagott leveleken nekrotrof

korokozok megtelepedését nem tapasztaltuk.

A levelek Minolta SPAD-502 késziilékkel mért klorofilltartalom-
véaltozasa is hiien tiikkrozte a citokiningénnel transzformalt CTKm vonal
leveleinek késleltetett oregedését (5./1. dbra). Az SR, fajta leveleiben
mar 6 nappal a levagas utan is csak egészen alacsony klorofilltartalom
értéket (18) mértink, a CTKm vonalban azonban még a kisérlet
kezdetétdl szamitott 12., s6t 20. napon is szamottevd klorofilltartalmat
(82 és 44) talaltunk (5.11. dbra). Az ipt-gén szeneszcenciat gatld hatasat

a levagott SR; és CTKm levelek eltérd oregedése tehat jol szemléltette.
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-

[6)]
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82 OSR1
B CTKm

1 |
00 44

relativ klorofilltartalom

(6]
o
|

18

0 6 12 20
inkubacios id6 (a levelek levagasat kdveté napok szama)

5.11. dbra. SRy és CTKm dohanyvonalakrol szarmazé levagott levelek relativ
klorofilltartalom-valtozasa a levagastol szamitott 0-20 nap id6szakban, Minolta SPAD-

502 késziilékkel mérve (két fuiggetlen kisérlet 6 - 6 parhuzamos mérésének az atlaga)

Az etilén szeneszcenciahormon kibocsatasa szintén parhuzamot mutatott
a kétféle dohany leveleinek oregedésében megfigyelt nyilvanvald
kiilonbséggel. A levelek levagasat kovetd 6. naptdl a 12. napig az SR,
fajta leveleinek etiléntermelése messze tulszarnyalta a CTKm vonalrdl
szarmazd levelek etilénkibocsatasat (5./2. dbra). Az SR; levelek
pusztulasaval azonban (16-20. nap) az etilén képzddése is leallt, a CTKm
vonal levelei esetében viszont a késleltetett szeneszcencidval
Osszefliggésben az etilénképzodés egyenletes, egyforman alacsony szintet

mutatott.
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inkubaciés idd (a levelek levagasat kévet napok szama)

5.12. dbra. Fertdzetlen SR1 és CTKm dohanylevelek etilénkibocsatasa. A leveleket a
novényekrol levagtuk és sotétben, Iégmentesen zar6 kiivettakban 20 napig inkubaltuk.
A gazmintavétel masnaponként tortént, a mintakat gazkromatograffal elemeztiik

(két fuggetlen kisérlet 6 - 6 parhuzamos mérésének az atlaga)

5.7.2. Vezetdképesség-mérés és antioxidansok vizsgalata

A kontroll (SRy) és az ipt-génnel transzformalt (CTKm) dohany levagott
leveleinek 6regedésében kovetkezetesen megnyilvanuld nagyfoku eltérés
inditott benntinket arra, hogy ennek az egyszerti kisérleti rendszernek a
segitségével megprobaljunk részben valaszt adni a CTKm ndvényeken
megfigyelt (5.3. alfejezetben ismertetett), nekrotikus virustiinetekkel
szemben kialakul6 rezisztencia jelenségre. Tekintettel arra, hogy a ROF-
ot k6zombosité antioxidansoknak a nekrotikus 1éziok kifejlodésének
gatlasaban komoly jelent6séget tulajdonitunk, kovetkezd vizsgalataink
ezekre iranyultak. Az 5.4. tdbldzat szerint a glutation S-transzferaz és az

aszkorbinsav-peroxidaz aktivitasa a normalis szeneszcenciat mutato
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levagott SR levelekben 8 nappal a levagas utan Iényegesen alacsonyabb
volt, mint az 6regedésében gatolt CTKm vonalrdl szarmazé levagott
levelekben. A katalaz aktivitdsa kisebb mértékben ugyan, de szintén
alacsonyabb volt az SR; levelekben, mint CTKm vonal leveleiben, a
peroxidaz aktivitasa viszont szignifikansan nem tért el egymastol a két

dohanyvonal leveleiben.

5.4. tablazat. Antioxidans enzimaktivitasok SR; és CTKm dohanyok levagott és
s6tétben tarolt leveleiben. A mérés 8 nappal a levelek levagasa utan kovetkezett.

a"

a,c -
A kilonbség 95 %-os és 99 %-os valdszintséggel szignifikans.

aia . . .
Nincs szignifikans kiilonbség.
(két fiiggtetlen kisérlet 6 - 6 parhuzamos mérésének az atlaga)

Antioxidans enzimaktivitas
SR, CTKm

Glutation S-transzferaz 8.85+3,70 16,89 + 4,96 b
(nkat/g friss tomeg)
Aszkorbinsav-peroxidaz 13,43 £ 2,67 a 40,71 £ 15,60 ¢
(nkat/g friss tomeg)
Katalaz 868,20 82,15° | 11497422271 °
(nkat/g friss tomeg)
Peroxidéz 2773931510 | 310,95+35,99"
(nkat/g friss tomeg)

A nem enzimatikus antioxidansok koziil két alapvetd fontossagu vegytilet
illetve vegytiletcsoport (aszkorbinsav és nemfehérje tiolok) mennyiségét
vizsgaltuk (5.5. tdbldzat). Az aszkorbinsav mennyisége jelentds eltérést

mutatott a kétféle dohany leveleiben, a CTKm vonal leveleiben mért
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érték magasabb volt a kontroll (SR;) aszkorbinsavtartalmahoz képest. A
nemfehérje tiolok (elsdsorban glutation) koncentracidja azonban az SR;
¢s a CTKm vonalakat Osszehasonlitva nem mutatott statisztikailag

igazolhato kulonbséget (5.5. tdbldzat).

5.5. tdabldzat. SRy és CTKm dohanylevelek nem enzimatikus antioxidanstartalma és a
levelekbdl kivagott levélkorongok elektrolitkiaramlasa. A leveleket levagtuk és a
vizsgalat megkezdése eldtt 8 napig sotétben taroltuk. Az ionkiaramlast ismétlésenként

5-5 db levélkoronggal, 10 ml kétszerdesztillalt vizben, 5 6ran at inkubélva végeztiik. Az
a,b
inkubalé kozeg vezetoképességét konduktométerrel mértik. A kulonbség 99 %-os

a,

Y aa_ . Lo
és 99,9 %-os valoszinlséggel szignifikans. ~ Nincs szignifikans kiilonbség.

(két fuggetlen kisérlet 6 - 6 parhuzamos mérésének az atlaga)

SR CTKm
Aszkorbinsav 0,0234 + 0,0023 a 0,0423 + 0,0034 €
(AE, 265 nm)
Nemfehérje tiolok 0,250 £ 0,016 a 0,260 £ 0,016 4
(uM tiol/g friss tomeg)
VezetOképesség 49.9 + 4,63 a 37,3 +3,68 b
(uS/g friss tomeg)

A levagott levelek sotétben vald tarolasa tehat az SRy dohanyfajta levele-
inek gyors Oregedését idézte elo, amit az ipr-génnel transzformalt,
citokinint tultermelé6 CTKm vonallal torténd 6sszehasonlitas tett nyilvan-
valova. A kétféle dohany leveleinek antioxidans vizsgalatai ravilagitottak
arra, hogy a szeneszcenciaval 9sszhangban tobb antioxidans enzim akti-
vitasa és az aszkorbinsavtartalom is nagymértékben csokkent. Tekintettel
arra, hogy az antioxidans kapacitas csokkenése a ROF elleni védelem

hatékonysaganak gyengiilését jelenti és a reaktiv oxigének karositd hata-
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sukat részben a sejtmembranok szerkezetének roncsoldsaval fejtik ki,
meghataroztuk a sotétkezelésnek kitett SR; és CTKm dohanylevelek le-
vélkorongjainak ionkibocsatasat, ami tukrozte a membranok allapotat
(5.5. tablazatr). Az adatok jelzik, hogy az SR, fajta levélkorongjainak
ionkibocsatasa — az inkubaldoldat vezetoképességének mérése alapjan —
meghaladta a CTKm vonalrol szarmazoé levélkorongok ionkiaramlasat.
Tehat az  Oregedés folyamata az SR; fajta  leveleiben
membranpermeabilitds-ndvekedést okozott, ami véleménytink szerint az
antioxidans rendszer hatékonysaganak csokkenése miatt fellépd fokozott

oxidativ stressz kdvetkezménye.
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6. KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink targya egy CaMVp35S-ipt génnel transzformalt dohanyvo-
nal (CTKm) volt. Az ipt-gén az Agrobacterium tumefaciens Ti (tumor
indukalo)-plazmidjanak T-DNS szakaszan talalhatdo ¢és izopentenil-
transzferaz aktivitasi enzimet kdodol. Az izopentenil-transzferaz
citokininszintézist katalizalé enzim, ami jelentds szerepet jatszik az
Agrobacterium altal megbetegitett novényeken megjelend golyvas tiine-
tek  kialakulasaban. Az  altalunk hasznalt CTKm  dohany
geztéek az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetében.

A CTKm dohényba beépitett ipr-gén expresszidjat egy konstitutiv kifeje-
zO0dést biztosité promoter (CaMV  35S) szabalyozza. A CTKm
dohanynovények jellegzetes fejlodési €s morfoldgiai rendellenességeket
mutattak: alulfejlett gyokérzet, csokkent szarmagassag, internddiumok
rovidiilése, apikalis dominancia zavara, terebélyes, harsany-zold levelek,
a leveleken hélyagosodas, az id6sod6 also levelek szeneszcenciajanak
gatlasa. Ezek 6sszhangban allnak mas ipr-génnel transzformalt dohany-
vonalakon megfigyelt eltérésekkel (Medford et al., 1989), és a
citokininek ismert novényélettani szerepének vilagos megnyilvanulasi
formai.

A transzformacio sikerét a beépitett gén altal termelt enzim aktivitasa
nyoman megndvekedett citokininszint kvantitativ immunanalitikai vizs-
galataval igazoltuk. Az MTA Novényvédelmi Kutatdintézete Aaltal
kifejlesztett kompetitiv-indirekt rogzitett-antigénalapt citokinin ELISA-

rendszer alkalmasnak bizonyult az izopentenil-adenozin (IPA) ¢és a
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zeatin-ribozid ~ (ZR)  tipusi  citokininek  szelektiv,  csekély
mintaelokészitést igényld, gyors, egyszerli meghatarozasara (Székacs és
munkatarsai, 2000). Az ELISA-vizsgalat eredménye megerdsitette felte-
véstinket: a CTKm dohanyok levelének citokinintartalma jelentdsen
nagyobb volt, mint a nem transzformalt, kontroll vonal (SR;) egyedeinek
citokininkoncentraciéja. A ZR citokininek mennyisége a transzgenikus
dohanyvonal leveleiben haromszorosara ndvekedett a kontrollhoz képest,
az IPA szintje pedig a kontroll fajtdban nem érte el a méréshatar alsd
kiiszobértékét, a CTKm vonalban viszont ebben az esetben is magasabb,
kiiszobértéket meghalado szintet talaltunk. A CTKm dohanyban mért
megndvekedett citokinintartalom tehat alatamasztotta a transzformécio
eredményességét, a beépitett ipr-gén varakozasoknak megfeleld mikodé-
sét.

A CTKm dohanynovényeket TNV-vel megfertozve arra a kérdésre keres-
tiink valaszt, hogy a fokozott citokininszintézist okozo ipt-gén miikodése
nyoman bekdvetkez6 juvenilis €lettani allapot milyen hatassal van a virus
altal eldidézett nekrotikus tunetek kialakuldsara. Azt tapasztaltuk, hogy a
CTKm vonal levelein a TNV nekrotikus 1€zi6i kisebb szamban fejlodtek
ki, a 1ézioszam csak mintegy 50 %-a volt a kontroll fajta inokulalt levele-
in tapasztalt értéknek. Kilséleg adott citokininek hasonld — nekrotikus
1éziok kifejlodését gatlo — hatasardl szamoltak be TMV-vel fertézott N.
glutinosa levélkorongokon (Kiraly és Szirmai, 1964), Xanthi-nc doha-
nyon (Kiraly és munkatarsai, 1968; Balazs és munkatarsai, 1976a), D.
stramoniumon (Reunov et al., 1976), babon (Pozsar és munkatarsai,
1967; Milo és Srivastava, 1969a; Nakagaki, 1971) és dohany gytrtsfol-

tossag virussal fert6zott 1obabon (Kuriger és Agrios, 1977). Kisérleteink
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tehat azt bizonyitjak, hogy egy citokiningén beépitésével, endogén uton
indukalt juvenilis élettani allapot szintén képes visszaszoritani a virus
altal okozott nekrotikus 1€éziok kialakulasat, meger6sitve a kiilsd
citokininkezelésekkel kapott korabbi eredményeket.

A tiinetek megfigyelése mellett I1ényegesnek véltiik a korokozé mennyi-
ségének Osszehasonlitasat is a TNV-vel fertézott transzgenikus és
kontroll dohanyszdvetekben, mert a citokininek virusreplikaciora gyako-
rolt hatasarol késziilt korabbi kozlemények egymasnak ellentmondé
eredményeket tartalmaztak. A TMV-vel fert6zott N. glutinosa levélko-
rongokban Kiraly és Szirmai (1964) citokininkezeléssel gatolni tudta a
virusreplikaciot. A dohany gytrtsfoltossag virussal fert6zott 16babon és a
fehérhere mozaik virussal fertézott babon a citokininek hasonlo,
virusreplikaciot gatlo hatasarol is mar korabban beszamoltak (Kuriger és
Agrios, 1977; Clarke et al., 1998). Dhingra és munkatarsai (1991) a bur-
gonya Y virussal (Pofato Y potyvirus) fertdézott burgonya kalluszokban
kulonbozo citokininekkel valo kezeléssel szintén vissza tudtak szoritani a
virusreplikacio mértékét. Ezzel szemben masok a citokininek
virusreplikaciot stimulald hatasat figyelték meg (Daft, 1963; Schuster,
1967; Milo és Srivastava, 1969a). Ezekben a vizsgalatokban a virustarta-
lom meghatarozasa a korabbi gyakorlatot kdvetve bioteszt kisérletekkel
tortént: a kérdéses virusfertézott levél szovetnedvével lokalis lézidkat
ado gazdandvények leveleit inokulaltak és a tesztnovényen megjelend
1éziok szama alapjan kovetkeztettek az eredeti minta virustartalmara.
Errél a médszerrdl ma mar tudjuk, hogy a viruskoncentracié meghataro-
zasahoz nem ad megbizhato tdmpontot. Ezt szemlélteti Balazs és Kiraly

(1981) munkaja is, amiben TMV-vel fertézott szisztemikus dohanygaz-
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daban (Samsun fajtaban) két kiilonb6zé modszerrel vizsgaltak a levelek-
ben a TMV mennyiségét, és a bioteszttel kapott eredmények
kovetkezetesen eltértek a szeroldgiai moédszerrel (kvantitativ rocket
immunoelektroforézis) nyert adatoktél. Munkank soran a virustartalom
meghatarozasat mi is szerologiai aton (DAS-ELISA) végeztiik, amelyben
a virusfert6zott mintakban kézvetleniil a virus-kopenyfehérje mennyisé-
gét mértuk. Ez altal ugy véljilk, megbizhatobb képet kaptunk a
virusreplikacié mértékére vonatkozodan.

Eredményeink ramutattak arra, hogy a CTKm vonalban a nekrotikus tii-
netek visszaszorulasaval parhuzamosan a TNV kopenyfehérje-tartalom is
alacsonyabb volt a kontroll levelek megfeleld értékéhez képest, a TNV-
vel fert6zott kontroll levelekben mért abszorbancia kozel kétszerese volt
a CTKm dohanylevelekben mért értéknek. Vizsgalataink eredménye te-
hat inkabb azt a megfigyelést tamogatja, hogy a ndvényi citokininszint a
nekrotikus tiinetek gatlasan tul hatassal van a virusreplikaciora is, és ez
az Osszefliggés forditott, vagyis a citokininek megndvekedett mennyisége
részlegesen gatolja a virusreplikaciot.

A jelenség lehetséges mechanizmusaval kapcsolatban Clarke és munka-
tarsai (2000) munkaja ad bizonyos tampontot. Megallapitottak ugyanis,
hogy  fehérhere  mozaik  virussal fert6zott  babndvényekben
citokininkezelés hatdsara nem csupan a kopenyfehérje tartalom szorul
vissza, hanem mar a virusreplikacié egy korabbi Iépése, a szubgenomi
kettdsszalu replikativ formak (dsRNS) képzddése is gatlast szenved.
Elképzelhetd, hogy a citokininek a virusfert6zés korfolyamataban tobb
ponton is valtozasokat idéznek eld, tehat a nekrotikus tiinetek visszaszo-

ritasa és a virusreplikacid gatlasa két kuilonbozé hatas kovetkezménye.
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Ujabban egyébként két ndvény-virus kolesonhatas esetében is sikeriilt
bizonyitani azt, hogy a hiperszenzitiv nekr6zis és a virusrezisztencia
egymastol fuggetlen, két kulonalld mechanizmus szerint jon Iétre
(Bendahmane et al., 1999; Cole et al., 2001).

Tekintettel arra, hogy az etilén szeneszcenciahormon jellege mellett a
novényeket ért stressz egyik jellegzetes indikatora is, a TNV-vel fertézott
CTKm és SR; levélkorongok etiléntermelésének vizsgalataval képet kap-
tunk arra vonatkozoan, hogy a nekrotikus tiinetekkel jar6 virusfertdzés
milyen mértékii stresszt idézett eld a két kiillonb6z6 dohany esetében.
Megallapithatjuk, hogy a CTKm dohany TNV-vel fert6zott leveleibol
kivagott levélkorongok kontrollhoz képest lényegesen alacsonyabb
etilénkibocsatasa a citokiningénnel transzformalt novények fokozott
stressztoleranciajanak tényét huzza ala. Megfigyelésiink 6sszhangban all
Balazs és munkatarsai (1971) vizsgalatanak eredményeivel, akik babno-
vények kiils¢ citokininkezelésével csokkenteni tudtak az etilénképzddést.
A novények kornyezetiikbdl szarmazo abiotikus és biotikus karositd ha-
tasokra adott korai valaszreakcidja az oxidativ robbanas, ami a sejtalkotd
lipidek peroxidacidjat és ezaltal a membranok miikodésének megvaltoza-
sat idézi el6. A ROF altal okozott lipidperoxidacid jol jellemezhetd a
karosodast szenvedett novényi szovet etantermelésével, amit a sejtmemb-
ranokat ért sériilés fokmérdjeként értékelhetiink (Halliwell és Gutteridge,
1999). A TNV-vel fert6zott SRy levélkorongokban a virus fertézésével
Osszefliggésben intenziven nd az etanképzddés, a CTKm levélkorongok-
ban viszont csupan kismértékli novekedés kovetkezik be. Levonhatjuk
tehat azt a kovetkeztetést, hogy az ipr-génnel vald transzformacio, illetve

az ennek kovetkeztében kialakuld magasabb citokininszint a névény
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szamara védelmet nyajt a ROF felszaporodasaval kapcsolatos
lipidperoxidacioval és membrankarosodassal szemben. Ez az eredmény
azért kiillonosen figyelemreméltd, mert a munka kezdetén megfogalma-
zott hipotézisiinket igazolja, amely szerint a juvenilis novényi élettani
allapottal jaro fokozott stressztolerancia egyik f6 oka a ROF-fal szembeni
hatékonyabb ellenalloképesség.

Két korfolyamatfuggd (enzim)fehérje csoport virusfertézéshez kothetd
aktivitasnovekedésének vizsgalata az eldzetes varakozasunkat erdsitette
meg. Jollehet mindkét enzim aktivitasa a tiinetek megjelenésével parhu-
zamosan jelentdsen megnoétt, a Kitinazaktivitas valtozasa a TNV-vel
fert6zott CTKm és SR; levelekben azonos volt, a 3-1,3-glitkanaz aktivi-
tasanak fokozddasa pedig a sulyosabb tiineteket mutaté kontroll
dohanyvonal leveleiben volt nagyobb. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
kisérleti modelliinkben vizsgalt két PR-protein inkabb a tiinetek erdssé-
gével mutat korrelaciot és nem az ellenallosaggal, tehat az altalunk leirt
rezisztenciajelenségben nincs szerepe.

A levagott leveleken végzett kisérleteink alapjaul az a megfigyelésiink
szolgalt, hogy a CTKm és az SR; dohanyndvényekrol levagott és sotét-
ben tarolt levelek szeneszcencidja markansan eltért egymastdl. Az SR,
levelek a levagast kovetd 10. napra teljesen elsargultak,
klorofilltartalmuk lebomlott, a 20. napra pedig elpusztultak. A CTKm
levelek ezzel szemben csupan a 12-16. napon kezdtek el nyilvanvaléan
sargulni a levéllemez szElét6l a kozepe felé haladva, de még a 20. napon
is szamottevd mennyiségl klorofillt tartalmaztak. Ezt a nagymérvi elté-
rést a szeneszcencidban htien tiikrozte a levelek etiléntermelésének

kiilonbsége is. A levelek levagasat és sotétben vald tarolasat olyan kisér-
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letnek tekinthetjiilk, ami jol szimulalja a természetes levéloregedés fo-
lyamatat. Ezt tamasztja ala Weaver és munkatarsai (1998) kézleménye is,
amiben kiillonb6zd szeneszcenciat eldidézd kezelések oregedéssel kap-
csolatos génindukcidra gyakorolt hatasat osszehasonlitva azt figyelték
meg, hogy a természetes levéloregedésre jellemzd SAG-gének (SAG =
senescence associated gene) mRNS-sé torténd atirodasanak mintazatat
leginkabb a levelek levagasa, majd ezt kovetd sotétben vald inkubacidja
kozelitette meg. Ez azt jelentette, hogy a levagas €s sotétben torténd taro-
las egy kivételével az Osszes olyan vizsgalt SAG-gén indukcidjat
kivaltotta, amelyek a természetes levéloregedés folyaman is indukalod-
nak. A tdbbi szeneszcenciat okozo kezeléssel (példaul etilén vagy
abszcisszinsav kezelések) kivaltott SAG-gén indukcio kisebb atfedést
mutatott a természetes levéloregedés SAG-mRNS mintazataval. A levél-
levagasa és sotétben vald tarolasa tehat felgyorsitott természetes
levéloregedésnek tekinthetd. Azt a tényt, hogy a CTKm dohanyrol szar-
mazé levelek olyan nagy ellenallosagot mutattak ezzel az Gregedést
okoz6 kezeléssel szemben, a kovetkezOképpen magyarazzuk: a
citokininek szintézisének normalis helye elsdsorban a gyokér
osztodoszoveteiben van. Ha a levelet levagjuk, a levelet elvalasztjuk a
citokininképzoddés forrasatdl (a gyokértdl). Ezért okoz a levél levagasa
gyors szeneszcenciat. A transzgenikus CTKm novényekben viszont a
fokozott citokininszintézist eldidézd izopentenil-transzferaz gén a karfiol
mozaik virus 35S prométerének koszonhetden a transzformalt novény
minden szervében (levél, szar, gyokér, sziromlevelek) expresszalddik
(Odell et al., 1985). Tehat a levagott CTKm levelek — a normalistol elté-

roben — részben citokinin Onellatdak, nem szorulnak ra a gyodkér
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citokininutanpdtlasara, ¢€s ezért képesek hosszabb ideig életben maradni a
novényrdl valo levagas utan. Ugyanez a jelenség lehet a magyarazata
annak is, hogy az intakt CTKm dohanyndvények alsé levelei sokkal to-
vabb zoldek maradnak, nem 6regszenek, szemben a kontroll dohanyok
alsé leveleivel. Az alsé allasu id6s levelek természetes szeneszcenciaja
soran a ndvény az id6sodd levelekben felhalmozott értékes tapelemeket a
fiatal, élénk anyagcserét folytatd levelekbe szallitja. Ebben a folyamatban
az oregedd levelek citokininszintjének csokkenése kulcsszerepet jatszik.
Balazs és munkatarsai (1976b) igazoltdk ugyanis, hogy a ndvény kiilon-
b6z levélemeleteinek citokinintartalma eltér egymastol. Az also,
idésebb levelekben a citokininek szintje alacsony, a felsé levélemeletek
felé¢ haladva viszont mennyiségiik novekszik, Iétezik tehat egy
citokiningradiens a novényen beliil. A beépitett citokiningén miikodése
azonban megvaltoztatja a novény citokininhdztartasat, az alsé levelek
citokininszintje az izopentenil-transzferaz gén aktivitisa miatt magas
marad, ezért a levelek természetes 6regedése lassabban kovetkezik be. A
CTKm novények leveleinek 06nalld citokininszintetizalo-képességével
kapcsolatban érdemes kitérni egy szintén a kisérleteinkb6l kirajzolodd
korélettani vonatkozasu Osszefiiggésre is. Az 5.4. dbrat szemiigyre véve
lathato, hogy a TNV-vel valo fert6zés utan egy héttel, amikor mar a virus
altal okozott 1ézidk nagy méretliek, a léziok kozotti ép levélrészek
klorofilltartalma az SR; dohanyvonal inokulalt leveleiben erésen lecsok-
ken. A CTKm vonal levelei viszont a fertdzetlen levelekhez hasonlé
z6ldek maradnak, a léziok kozotti szovetek klorofilltartalma nem valto-
zik. A megfigyeléssel kapcsolatos hipotézisiink az, hogy a megbetegitett

levelek szeneszcencidja a novény aktiv védekezési valasza a virusferto-
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zésre, és ebben a levél citokinintartalmanak csékkenése szintén meghata-
roz6 szerepet jatszik. Ezért nem kovetkezik be a jelenség azoknak a
CTKm novényeknek a leveleiben, ahol a citokininek mennyisége a be-
épitett ipr-gén folyamatos miikodése miatt allandoan magas. Butt és
munkatarsai (1998) Arabidopsis thaliana sziklevelek Peronospora
parasitica kompatibilis rasszaval valé fert6zését kovetden figyeltek meg
a fertézott leveleken korai, a betegség altal kivaltott szeneszcenciat.
Munk4ajukban 6k is felvetik azt az elképzelést, hogy ez a
szeneszcenciajelenség a novény aktiv védekezési valasza a betegség egy
bizonyos elérehaladott stddiumaban. Ezaltal — a hipotézis szerint — a no-
vény a megbetegitett levélben talalhat6 tapelemek egy részét mobilizalja,
és hasznosithatdva teszi a fiatal novényrészekben folyd szintetikus fo-
lyamatok szamara, masrészt védekezik is a korokozd ellen, mert
megfosztja azt a szaporodasédhoz és fejlédéséhez sziikséges tovabbi tap-
anyagforrasoktol. Nem kizart, hogy ennek a védekezési folyamatnak
kérokozéd oldalrdl torténd ellensulyozasa a szamos biotréf ndvénykor-
okozd gomba esetében megfigyelt citokinintermel$ képesség (Kiraly és
munkatarsai, 1967; Sziraki és munkatarsai, 1975; Dekhuijzen, 1976;
Vizarova, 1979), ami az alsé levelek fertdzottsége esetén az alsé levelek-
bol a felsd levelek felé iranyuld tapanyagtranszport iranyanak
megfordulasat eredményezi (Pozsar és Kiraly, 1966). A ndvény betegsé-
gekkel szembeni valaszreakcidinak és a szeneszcencia soran lejatszodd
folyamatoknak az atfedésére utal az a tény is, hogy olajrepce (Brassica
napus) (Hanfrey et al., 1996), paradicsom (John et al., 1997) és
Arabidopsis (Quirino et al., 1999) novények leveleinek dregedése soran

kulonboz6é PR-proteineket kodold gének expresszalédnak konstitutiv
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modon (kérokozok jelenlététdl fiiggetleniil). Ezek feltételezett szerepe az
oregedo, gyengiilt ellenalloképességli levél védelme a nekrotréf koroko-
70k fert6zéseivel szemben (Quirino et al., 2000).

A fejezet korabbi oldalain mar beszamoltunk rdla, hogy az ipt-génnel
transzformalt CTKm dohanyvonalban a TNV fert6zése nyoman fellépod
lipidperoxidacio mértéke lényegesen kisebb. Utaltunk arra, hogy a
lipidperoxidacié jelensége a virusfertdzést kovetd oxidativ robbanas
eredménye, aminek a novényi sejtre gyakorolt karositd hatasa a folyamat
soran felszaporodo reaktiv oxigén fajtak és az ezeket semlegesitd
antioxidansok egyensulyatol fligg.

A dohanylevelek levagasaval és sotétben torténd tarolasaval — mint emli-
tettik — a levelek gyors szeneszcenciajat lehetett eldidézni. Az igy
elokezelt levelek alkalmasaknak tiintek a késdbbiekben annak a kérdés-
nek a vizsgalatara, hogy vajon a reaktiv oxigén fajtdkat méregtelenitd
antioxidans enzimek €s nem enzimatikus antioxidansok tekintetében mu-
tathato-e ki eltérés a CTKm és az SRy dohanyvonalak k6zott. Igaz hogy
ezeket a kisérleteket fertdzetlen levelekben végeztiik, azonban a ndvényi
sejt egészséges mitkodése kozben is jelentds mennyiségii ROF képzodik,
hatékony antioxidans védelemre tehat a fert6zéstdl fiiggetlentiil is sziksé-
ge van a ndvénynek. Az 5.4. tdablazat CTKm és SR; dohanyn6vényekrol
szarmazo levelekben mért négy antioxidans enzim aktivitasat tartalmazza
8 nappal a levelek levagasa és folyamatos sotétben tartasa utan (a CTKm
¢és SR, levelek kozotti szeneszcenciabeli eltérés ekkor mar nyilvanvalo).
A vizsgalt enzimek kozul harom (katalaz, peroxidazok és az aszkorbin-
sav-peroxidaz) kozvetleniil a hidrogén-peroxid lebontdsaban vesz részt,

jollehet funkcidjuk és a novényi sejten beliili elhelyezkedésiik jelentdsen
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eltér egymastol. A negyedik antioxidans enzim (glutation S-transzferaz) a
mar bekdvetkezett oxidativ stressz karos kovetkezményeit enyhiti, a
lipidperoxidacié koztes termékeinek (foszfolipid-hidroperoxidok, 4-
Gutteridge, 1999). Az aszkorbinsav-peroxiddz ¢és a glutation S-
transzferaz aktivitasa lényegesen nagyobb volt a CTKm dohanyokrdl
levagott levelekben. A CTKm dohanylevelek kataldzaktivitasa szeré-
nyebb mértékben ugyan, de szintén meghaladta az SR, vonal leveleiben
mért értéket. A guajakol szubsztrattal vizsgalt peroxidazok aktivitasa
statisztikailag nem tért el szignifikansan a két dohanyvonal leveleiben.
Novényi szovetek Oregedésével 0Osszefiiggésben az aszkorbinsav-
peroxidaz és a katalaz aktivitasanak csokkenését szamos esetben leirtak
(Jiménez et al., 1998; Ye et al., 2000; Takahama et al., 1999; Panavas ¢s
Rubinstein, 1998; Lacan és Baccou, 1998). Jiménez és munkatarsai
(1998), valamint Panavas és Rubinstein (1998) ezzel parhuzamosan a
hidrogén-peroxid mennyiségének novekedésérdl szamoltak be. A nové-
nyi szeneszcencia ¢€s a glutation S-transzferaz aktivitasanak
Osszefliggését Barna és munkatarsai (1995) vizsgaltak. Paraquat (szuper-
oxid)- tolerans és ezzel parhuzamosan juvenilis élettani allapotot mutatd
dohanyndvények paraquat kezelését kovetden a glutation S-transzferaz
aktivitasa a paraquat kezelt kontroll novényekkel 6sszehasonlitva erdseb-
ben novekedett. A peroxidazok reaktiv oxigén fajtdk anyagcseréjében
jatszott szerepe viszont kettds, anti- és prooxidans tulajdonsaguk egy-
arant ismert (Halliwell és Gutteridge, 1999; Yamazaki és Yokata, 1973),
nem tekinthet6k tehat egyértelmiien antioxidans enzimeknek. Takahama

és munkatarsai (1999) juvenilis és szeneszcens dohanylevelek
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szimplasztjanak peroxidaz aktivitasait 6sszehasonlitva nem talaltak szig-
nifikans eltérést a fiatal és idés levelekben mérhetd enzimaktivitasok
kozott, az apoplaszt peroxidazaktivitasa pedig nott a levél 6regedése so-
ran. Az 5.5. tabldzat két, nem enzimtermészetii antioxidans kismolekula,
illetve molekulacsoport mennyiségét jelzi a CTKm és az SR; dohanyvo-
nalak levagott leveleiben. A tablazat adataibol Kkideriil, hogy az
aszkorbinsavtartalom a juvenilis CTKm dohanynovényekrdl szarmazo
levelekben magasabb, mint a normalis 6regedésii kontroll (SR;) dohany-
levelekben. A nemfehérje tiolok mennyisége ugyanakkor nem tér el
egymastol a két dohanyvonal leveleiben. Jiménez és munkatarsai (1998)
az altalunk is hasznalt szeneszcenciat kivalto kezelés hatasara, borsoleve-
lek levagasa és sotétben torténd tarolasa soran észleltek jelentds
aszkorbinsavtartalom és kisebb mértékii glutationtartalom csokkenést a
levelek mitokondrium frakcidjaban. Takahama ¢és munkatarsai (1999)
oregedd dohanylevelek aszkorbinsavszintjének csokkenését figyelték
meg. Barna és munkatarsai (1995) a mar emlitett paraquat tolerans,
juvenilis dohanynovények leveleiben mértek a kontrollhoz képest maga-
sabb  aszkorbinsavtartalmat. Eredményeinkbdl levonhatd az a
kovetkeztetés, hogy az ipr-gén beépitése altal eldidézett juvenilis élettani
allapot a novény antioxidanskapacitasat fokozta, kiilonos tekintettel a
Halliwell-Asada ciklusban részt vevd aszkorbinsavra ¢és a hidrogén-
peroxid redukciojat aszkorbinsav szubsztrat segitségével katalizalo asz-
korbinsav-peroxidazra. Ez Osszhangban all mas irodalmi adatokkal,
amelyek szintén a novény Oregedése soran  bekovetkezd
antioxidanskapacitas csokkenésének tényét hangsulyozzak (Leshem,

1988). Amint ezt sajat és masok altal kozolt eredményekkel igazoltuk, az
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aszkorbinsavtartalom a levél oregedésével parhuzamosan erdsen csok-
ken. Ezzel kapcsolatban rendkivill izgalmasnak talaljuk Fodor és
munkatarsai megfigyelését, ami szerint idés Xanthi-nc dohanylevelekben
az aszkorbinsavbol reaktiv oxigénfajtadk semlegesitése soran képzddd
monodehidro-aszkorbinsav gydk mennyisége a juvenilis levelekkel 6sz-
szehasonlitva mintegy szdzszorosara nd, ami azt jelenti, hogy
koncentracioja a levél szeneszcencidja soran a redukalt aszkorbinsav
mennyiségének alakulasahoz képest ellenkez6 iranyba tolodik el (Fodor
J.  személyes kozlése). A redukalt aszkorbinsav/monodehidro-
aszkorbinsav gyok arany eltolédasa a monodehidro-aszkorbinsav gyok
iranyaba, szintén vildgosan mutatja, hogy a ndvényi szévet dregedése
fokozott oxidativ stresszt von maga utan.

A kontroll (SR;) dohanyvonal levagott leveleinek 6regedése ¢s az ezzel
egyiitt jaro kevésbé hatékony antioxidans védelem membranlipidekre
gyakorolt hatasat az SR; és a CTKm vonalak leveleib6l kivagott levélko-
rongok elektrolitkiaramlasanak nyomonkoévetésével vizsgaltuk. Ez a
kisérleti adat arra vilagit ra, hogy az antioxidans védelem hianyossaga a
ROF altal okozott lipidperoxidacion keresztiil okoz-e
membranateresztoképesség-novekedést az Oregedd dohanylevelekben.
Az 5.5. tabldzat ad valaszt erre a kérdésre: a levagott és sotétben tarolt
SR; dohanylevelekbdl kivagott levélkorongok ionkibocsatasa 25%-kal
meghaladta a citokinint tultermeld, juvenilis CTKm vonal leveleibdl
szarmazo levélkorongok elektrolitkibocsatasat. Megallapithatjuk tehat
azt, hogy az SR; dohany levagott leveleiben a membranok elektrolit-

visszatartd képessége romlik, 6sszefiiggésben a reaktiv oxigénformakkal
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szembeni antioxidans-védelem hatékonysaganak csokkenésével és a levél

szeneszcenciajaval.

7. OSSZEFOGLALAS

A citokininek ndvényvirusokra gyakorolt hatasat olyan korszerli n6vény-
biotechnoldgiai, szeroldgiai €s biokémiai modszerek segitségével kivan-
tuk vizsgalni, ami a témaval ezt megel6zden foglalkozé kutatoknak még
nem allt rendelkezésére. Célul tiiztiik ki, hogy a kérdéssel kapcsolatban
felmertilt korabbi ellentmondasokat tisztazzuk.

El6észor azt vizsgaltuk, hogy a vizsgalatokban szerepld ipt-génnel transz-
formalt dohanyvonalban (CTKm) a beépitett gén kifejezddik-e, és hogy
ezek a novények csakugyan tobb citokinint termelnek-e, mint a kontroll
fajta (SR;) egyedei. A kétféle dohany citokinintartalmanak immunanali-
tikai moédszerrel torténd sszehasonlita igazolta, hogy a CTKm vonalban
a citokininek mennyisége Iényegesen magasabb. A tovabbi munka soran
ezutan arra az alapvetd kérdésre kerestiink valaszt, hogy a novényi élet-
tani allapotot jelentdsen befolydsold citokininszint hogyan valtoztatja
meg a ndvényvirusok iranti fogékonysagot, elsdésorban a virus okozta
lokalis 1éziok kialakulasat, masodsorban a virus-képenyfehérje mennyi-
ségét a fertdzott levélszovetben. A dohanyainkon nekrotikus tiineteket
okozé dohany nekrozis virus (TNV) Iéziéi a CTKm vonal levelein kisebb
szamban jelentek meg, mint az SR, fajtan, és a virus-kdpenyfehérje kon-
centracioja is alacsonyabb volt a CTKm vonal inokulalt leveleiben, mint

a kontrollban. Leszogezhetjiik tehat azt, hogy a citokiningén beépitése,
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illetve az altala eldidézett juvenilis élettani allapot a ndvény szamara el-
lenallésagot biztositott a TNV-vel szemben. A TNV-fertdzott
dohanylevelek gazkibocsatasanak gazkromatografias elemzésével megal-
lapitottuk, hogy a virus altal okozott nekrotikus 1éziok megjelenését
kovetden mindkét vonal leveleiben indukaldodik az etilén és az etan kép-
z0dése, de a CTKm novényekr6l szarmazo levelekben a két gaz
termelddésének fokozodasa Iényegesen kisebb mértékii. Ez azt jelzi,
hogy a CTKm dohanyban a TNV-fertdézés enyhébb stresszel (kisebb
etilénkibocsatassal) és alacsonyabb foku lipidperoxidacioval (kevesebb
etantermeléssel) jar egyiitt. A masodik megfigyelés arra is utal, hogy a
CTKm dohany leveleiben a membranlipidek nem karosodnak olyan er6-
sen a betegség kovetkeztében. A TNV-fert6zés nyoman tapasztalt kitinaz
és B-1,3-glukanaz aktivitasok novekedésével kapcsolatban az a vélemé-
nytink, hogy nincs szerepiik a CTKm dohany TNV-ellenallosagaban,
mert a kitinazaktivitds novekedése a kétféle dohanyban azonos volt, a
glukanaz aktivitasa pedig az SR, (fogékony) vonal esetében nétt jobban.
Nincs tehat kozvetlen Osszefuggés a két enzim aktivitdsa és az észlelt
rezisztenciajelenség kozott. A CTKm ¢és az SR; novényekrol leveleket
levagva és folyamatosan sotétben tarolva oregedést indukaltunk és a le-
velek klorofilltartalmanak csokkenése alapjan azt tapasztaltuk, hogy a
citokiningénnel transzformalt dohanyvonal levelein a szeneszcencia sok-
kal lassabban megy végbe. Egyuttal megallapitottuk, hogy az igy kezelt
CTKm levelek etilénkibocsatasa 1ényegesen alacsonyabb, mint a norma-
lis 6regedésii SR vonal leveleinek etiléntermelése. Tekintettel arra, hogy
a TNV altal okozott nekrdzis egy programozott sejthalal tipus, amiben a

reaktiv oxigén fajtak szerepét feltételezziik, lényegesnek véltik a két



89

dohanyvonal antioxidanskapacitasanak osszehasonlitasat. A reaktiv oxi-
génfajtakat semlegesitd antioxidansok aktivitdsa illetve mennyisége
olyan paraméter, ami a kulonbozd, novényt ért stresszek soran nagy
mennyiségben képzddd reaktiv oxigén fajtak sejtkarositd hatasat ellensu-
lyozni képes, ezért a CTKm vonal nekrotikus virustiinetekkel szemben
mutatott rezisztenciajaban szerepe lehet. Kisérleteink eredményei igazol-
tak varakozasunkat, a vizsgalt négy antioxidans enzim koziil harom
(katalaz, aszkorbinsav-peroxidaz, glutation S-transzferaz) aktivitasa szig-
nifikdnsan magasabb volt a juvenilis CTKm dohanyvonalban, és
ugyanezt tapasztaltuk a nem enzimatikus antioxidans aszkorbinsav eseté-
ben is. Megallapithatjuk tehat, hogy a citokinint tultermeld transzgenikus
CTKm dohanyvonal nagyobb antioxidanskapacitassal rendelkezik, mint a
normalis 6regedésti SR; fajta, ami részben magyarazatul szolgal a CTKm

dohany nekrotikus virustiinetekkel szemben mutatott ellenallosagara.

['Ij tudomanyos eredményeink:

1. Elészor vizsgaltunk ipt-génnel transzformalt, citokinint taltermeld
transzgenikus névényt virusfogékonysag szempontjabol, és igazoltuk,
hogy a beépitett citokiningén kovetkeztében a novények ellenallobba
valtak a nekrotikus virustiinetekkel szemben.

2. Elséként allapitottuk meg, hogy a citokiningénnel transzformalt no-
vényben a virusreplikacié mértéke is részben visszaszorul.

3. Els6 izben mértiik citokiningénnel transzformalt novény
etilénkibocsatasat. Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a fokozott

citokininszintézis gatolja a szeneszcencia altal indukalt etilénképzo-
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dést és visszaszoritja a nekrotikus virusléziok megjelenésével Gssze-
fuggésben allo stresszetilén termelést.

4. Els6 izben mértik citokiningénnel transzformalt novény
etankibocsatasat virusfertézés utan €s bizonyitottuk, hogy a virusfer-
tézés altal okozott lipidperoxidacid egyik végtermékének tekintett
etan képzoddése a transzgenikus névényben visszaszorul.

5. Megallapitottuk, hogy a virusfertézés altal indukalt — PR-proteinként
ismert — kitinaz és [3-1,3-gliikkanaz aktivitdsanak novekedése nem mu-
tat 6sszefiiggést az altalunk észlelt virusellenallosaggal.

6. lIgazoltuk, hogy a citokiningénnel transzformalt névény — a juvenilis
¢élettani allapottal sszefiiggésben — magasabb antioxidans kapacitas-
sal bir: a glutation S-transzferdz, az aszkorbinsav-peroxidaz ¢s a
katalaz aktivitasa, valamint az aszkorbinsav mennyisége meghaladta
a kontroll novényben mért értéket, a peroxiddz aktivitasa és a
nemfehérje tiolok mennyisége szignifikansan nem tért el a kontroll-
tol. A reaktiv oxigén fajtakkal szembeni hatékonyabb védelem
részben magyarazatot ad a nekrotikus virustiinetekkel szembeni el-
lenallésagra, amit a membranlipidek allapotara utald kisebb mértékii

elektrolitkaramlas is alatdmasztott.

Az értekezés eredményeivel kapcsolatban meriilnek fel olyan kérdések,
amiket az eddigi vizsgalatok alapjan nem tudunk megvalaszolni. Az
egyik ilyen kérdés, hogy a megnévelt citokininszint miért gatolta a TNV
replikacidgjat. Egy masik nyitott kérdés a TNV-fertdzott, lokalis 1ézidkat
mutatd levelek esetében megfigyelt gyors oregedésének szabalyozasa.

Ennek megvalaszolasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek.
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New Results

The virus resistance of a genetically modified cytokinin overproduc-
ing plant containing the ipr gene was investigated for the first time,
showing reduced susceptibility to the virus induced necrotic symp-
toms.

The virus coat protein content in the ipt gene transformed line was
lower as well, parallel with the symptoms.

The ethylene production of a cytokinin overproducing plant was
measured for the first time. The results highlight that the enhanced
cytokinin level inhibits senescence ethylene formation and suppresses
stress ethylene emission related to the development of the necrotic le-
sions.

Ethane production (representing the level of lipid peroxidation) of the
ipt gene containing plant was examined for the first time in these ex-
periments. Virus infection induced significantly lower ethane
formation (and lipid peroxidation) in case of the cytokinin overpro-
ducing plant compared to the control plant.

PR-protein chitinase and [3-1,3-glucanase activities did not correlate
with this type of virus resistance.

The ipt gene containing plant in connection with its juvenility pos-
sesses higher antioxidant capacity: the activity of ascorbate
peroxidase, glutathione S-transferase and catalase as well as the
ascorbic acid content were markedly higher in the healthy trans-
formed plant than in the corresponding uninfected control plant. The

efficient reactive oxygen species detoxifying capability explains par-
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tially the resistance phenomena against the virus induced necrosis.
The role of antioxidants in the restriction of the necrosis development
is supported by the lower electrolyte leakage parameter as well,
which indicates the higher membrane integrity of the cytokinin over-

producing plant.
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Koszonetnyilvanitas

Ez uton szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik dok-
tori értekezésem elkészitésében segitségemre voltak. Halas vagyok,
hogy palyamat az MTA Novényvédelmi Kutatointézetében kezd-
hettem, élvezve mindazokat az elényoket, amiket egy nagy multtal
rendelkez6 tudomanyos iskola nytjtani képes. Koszondom az Intézet
minden munkatarsanak jo szandékat és segitségét. Elsdsorban ko-
szonom Dr. Barna Baldzs témavezetdm aldozatkészségét, amit az
egyltt eltoltott évek soran tanusitott irantam, megosztva velem
mindazokat az ismeretbeli és anyagi forrdsokat, amik a
novénykorélettani kutatadsok terén rendelkezésére alltak. Koszonet-
tel tartozom Dr. Sagi Laszlonak, aki a vizsgalatokban szerepld ipt-
génnel transzformalt dohdnyvonalat a Szegedi Biologiai K6zpont
tamogatasaval elkészitette, tovabba Dr. Székacs Andrasnak a
citokininek mérésére hasznalt kompetitiv-indirekt ELISA moédszer
kidolgozasaért és Dr. Tobias Istvannak, aki az emlitett modszerhez
az antiszérumokat el6allitotta. Kszondm tovabba a Miincheni Mii-
szaki Egyetem (Technische Universitit Miinchen) Novénykodrtani
Tanszékének, illetve a tanszéket irdnyito Eric F. Elstner professzor
urnak a nagyvonalusagat, hogy szamomra 9 hdénapon keresztiil a
Tanszéken kutatdsi lehetdséget biztositott. K6szonom a Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG)*, a Magyar Tudomanyos Akadé-
mia (MTA)*, a Deutscher Akademischer Austauschdienst



(DAAD)** és az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alap (OTKA)***
anyagi tdmogatasat, amivel fedezték németorszagi tanulmanyutjaim
koltségét és a Magyarorszagon végzett kisérleteim koltségeinek egy
részét. Koszondm a  Veszprémi  Egyetem  Georgikon
Mez6gazdasagtudoméanyi Kardnak, hogy a Novénytermesztési €s
Kertészeti Tudomanyok Doktori Iskoldban a Ph.D. fokozat meg-
szerzeését lehetové tette. Kiilon koszonom Dr. Horvath Jozsef
akadémikusnak, a "Novénykorokozd mikroorganizmusok biologia-
ja, okologidja €s a rezisztencia" c. alprogram vezetdjének, hogy a
novényvirologia szeretetét belém oltotta és Onzetlentiil segitségemre
volt ezen az uton.

Megk6szonom végiil mindazt a sok szeretet €s tordédést, amit sziile-

imt6l kaptam, ez a munka az 6 faradozasuk gytimoélcse is.

* DFG-MTA kutatécsere-program (436 UNG 113/134/0 ill. 1998/107)
** DAAD 06sztondij (A/00/23288)
*** Ifjusagi OTKA palyazat (F030269)



