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Roviditések jegyzéke

ABA abszcizinsav

APS ammonium-perszulfat

ACC 1-amino-ciklopropan-1-karboxilsav

AOC allénoxid-ciklaz

AOS allénoxid-szintetaz

bp bazispar

CCD karotinoid hasité dioxigenaz (carotenoid cleavage dioxygenase)
cDNS RNS-rél szintetizalt, komplementer DNS (complementary DNA)
CMV Uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus)

CP képenyfehérje (coat protein)

DAB 3,3’-diamino-benzidin

DES diviniléter-szintetaz

dpi a fert6zést kovetd napok szama (days post inoculation)

EMSA elektroforetikus mobilitas teszt (electrophoretic mobility shift assay)
EST expresszal6dé szekvencia szakasz, révid cDNS (expressed sequence tag)
hpi a fert6zést kovetd 6rak szama (hours post inoculation)

HPL hidroperoxid-liaz

HR hiperszenzitiv reakci6

ICS izokorizmat-szintetaz (isochorismate synthase)

kb kilobazis

kDa kilodalton

LOX lipoxigenaz

mRNS hirvivé RNS (messenger RNA)
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1. Bevezetés

A korszerli novényvédelmi kutatasok egyik f6 célja az olyan mezdégazdasagi
eljarasok kifejlesztése, amelyekkel 1ényegesen csokkenthetd a karos mellékhatasokat
okozd szintetikus kémiai novényvéddszerek felhasznalasa. Egy lehetséges ut ennek
eléréséhez a kdrokozdékkal szemben rezisztens novények mezdgazdasagi hasznalata.
Kiemelt kutatadsi teriiletnek Kkell ezért tekinteni a novényi betegség-ellenallosag
biokémiai, molekularis mechanizmusainak vizsgalatat. Szamos koérokozo6 altal okozott
betegség esetében nem is all rendelkezésiinkre hatékony novényvéddszer. Ezeknek a
betegségeknek a leklizdésére csak a rezisztens novények nemesitése és hasznalata
jelenthet megoldast. Kutatémunkam alapvetd célja ezért a mez6gazdasagi szempontbol
jelentds hazai kultirnévényeink valamint az 6ket karosité6 mikrobialis kérokozék kozott
kialakulé kélcsonhatdsok molekularis szintii vizsgalata volt.

A rezisztencia-mechanizmusok feltarasahoz sziikséges a fertdzések hatasara a
novényekben aktivalodd védekezési folyamatok megismerése. A korokozod felismerése
utan jelatviteli folyamatok indulnak meg a névényi sejtekben, amelyek aktivaljak a
sejtmagban taldlhaté védekezési géneket. A védekezési gének aktivalédasat egy
bonyolult, tébbszintii rendszer szabalyozza, amelyben dontd szerepet jatszanak a
transzkripcios faktor fehérjék, ill. a novényi védekezési hormonok. A mikrobialis
korokozok altal okozott fert6zések hatasara a ndvények gén-expresszios mintazata igen
jelentésen megvaltozik. A rezisztencia kialakuldsdban meghatdrozé a védekezési
folyamatok aktival6ddsanak gyorsasaga és eréssége.

Az Intézetlink (ATK, N6vényvédelmi Intézet) korabbi tudomanyos eredményeire
alapozva a védekezési folyamatok Kkozil az aldabbi részteriiletek kutatasara
Osszpontositottam:

a) A virusfert6zott novényi sejtekben megindulé enzimatikus lipid peroxidacio
lehetséges szerepe a rezisztenciaban. A virusfert6zések esetén, a novényi sejteken beliili
membran-lipidek szerkezete alapvetden befolyasolja a kérokozo replikacidjat, illetve
felszaporodasat. A lipid-peroxidacio jelensége, amely részben a lipoxigenaz enzimek
katalizisével torténik, sok esetben megfigyelhet6 rezisztens névényekben és szerepet

jatszik a kdrokozd-felismerés utan aktivalodo jelatviteli folyamatokban is. A lipoxigenaz



enzimek pontos szerepe a rezisztencidban azonban egyel6re ismeretlen, igy tovabbi
vizsgalatok szlikségesek ennek jobb megismeréséhez.

b) A WRKY tipust transzkripciés faktorok szerepe a virusokkal szembeni
rezisztenciaban: a korokozokat a novényi sejten beliil felismerd rezisztencia-fehérjék
szorosan egylttmiikodnek egyes WRKY tipusu transzkripcios faktorokkal. Ezek a névényi
sejtmagban elhelyezkedd fehérjék nagymértékben befolyasoljak a védekezési gének
atirodasat, igy a betegséggel szembeni rezisztencia kialakulasat. Fontos tehat azonositani
azokat a WRKY transzkripcios faktorokat, amelyek a fert6zések hatasara a rezisztens
novényi vonalakban nagymértékben aktivalédnak, ill. a védekezési reakcidk
szabalyozasaban részt vesznek.

A rezisztencia-folyamatok biokémiai és molekularis biol6giai tanulmanyozasahoz
egy inkompatibilis és egy kompatibilis paprika (Capsicum annuum L.) - tobamovirus
novény-koérokozé kapcsolatot valasztottam ki az Intézetiinkben elért Kkorabbi
tudomanyos eredmények alapjan. Az inkompatibilis és kompatibilis virus-névény
kapcsolatok esetében megindulé védekezési folyamatok 6sszehasonlitasa lehet6séget ad
azoknak a folyamatoknak az azonositasara, amelyek csak az inkompatibilis kapcsolatban
jatszédnak le és igy szerepiik lehet a virusokkal szembeni rezisztencidban. A paprika
gazdasagilag fontos élelmiszer és fliszernovény hazankban és vilagszerte is, valamint
szamos korokoz6 virus gazdanovénye. Egyes kiemelten fontos paprika gének jobb
megismeréséhez funkcionadlis genomikai vizsgalatokat is végeztiink Nicotiana
benthamiana novények segitségével, amelyeket szintén egy tobamovirussal, a Dohany
mozaik virussal (TMV) fertdztiink. A paprika genomot a kutatomunkdm utolso
id6szakaban két kutatocsoport egymastol fliggetleniil teljesen megszekvenalta, ami még
jelentdés segitséget jelentett a munkdmban. Erre a molekuldris genetikai adatbazisra
épitve a jovében az egész paprika genomot atfogéan lehet majd vizsgalni a névény

védekezési reakcioit.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A paprika jellemzése

A paprika (Capsicum annuum L.) a legrégebben haziasitott n6vények egyike a
nyugati féltekén, és a legszélesebb korben termesztett fliszerndvény a vilagon. A
burgonyafélék (Solanaceae) csaladjaba tartozik, lagyszaru, egyéves novény. Diploid,
fakultativan 6nbeporzd, kozeli rokona a paradicsomnak, burgonyanak, padlizsannak,
dohanynak és a petunianak. A legtobb Solanaceae csaladba tartoz6 névénynek azonos a
kromoszémaszama (n=12) de a paprika genom mérete kozel négyszer akkora, mint a
paradicsomé. A teljes paprika genomot két kutatécsoport fliggetleniil megszekvenalta a
kozelmultban. A 3,48 Gb méreti genomban mintegy 35000 fehérje kodolé gént
azonositottak, amelyek kozott 684 NB-LRR (nucleotide-binding and leucine-rich repeat)
tipusu rezisztencia-gént talaltak (Kim és mtsai. 2014b, Qin és mtsai. 2014).

A paprika szamos létfontossagu vitamint, dsvanyi anyagot, tdpanyagot tartalmaz,
melyek jotékony hatdstiak az emberi egészségre. 2011-ben a vilag 20 legjelentésebb
paprikatermeszt§ orszagaban 33,3 milli6 tonna paprikat termesztettek 3,8 millié
hektaron. Az utébbi évtizedben a vilag paprika termesztése 40 %-kal novekedett (Kim és
mtsai. 2014b).

Hazankban a paprika termesztése kozel haromszaz éves tradiciora nyulik vissza.
Leginkabb a Dél-Alfoldon, iiveghazban és szabadféldon is egyarant termesztik. Evente

150-170 ezer tonna termést takaritanak be (Lantos és mtsai. 2012).

2.2. A tobamovirusok jellemzése

A Tobamovirus nemzetségbe tartoz6 virusok a Nidovirales rend tagjai. Palcika
alaku, merev, kb. 300 nm hosszu, helikalis szimmetriaja virusok. A tobamovirusok erdsen
immunogének. A fert6zott sejtekben zarvanyokat hoznak létre, melyek lehetnek
kristalyosak (a citoplazmaban), szabalytalan alakuak vagy amorf X-testek. A legtobb
virustorzs gazdanovénykore korlatozott, rovarvektor nélkiil, mechanikailag vagy oltassal
terjednek. [zoelektromos pontjuk 3,16 - 4,64 pH értéknél van; hg inaktivalasi pontjuk 80-
95 °C (Kalman, 2003).



A tobamovirusok genomja egyszert felépitésti, a genetikai informaciot egy pozitiv
orientacidjy, linearis, egyszald RNS molekula hordozza. A virusgenom négy fehérjét kodol
(1. abra).
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1. dbra. A tobamovirusok genomi szerkezete, a leolvasasi keretek és a szub-genomi RNS-ek
sematikus abrdzoldsa. ORF- nyilt leolvasas keret, MP- mozgasi fehérje, CP- kdpenyfehérje.
B6vebb magyarazat a szovegben. Forras: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/51.html

A genom els6 nyilt leolvasasi kerete egy 126 kDa-os fehérjét kodol, ami metil-
transzferaz és RNS helikaz aktivitasu. Ugyanezen leolvasasi keretben indul egy 183 kDa-
os fehérje bioszintézise is, ami egy UAG stop kodon atugrassal egy RNS-fiigg6 RNS
polimeraz (RdRp) aktivitassal rendelkez6 fehérjét kodol (Rozanov és mtsai. 1992, Lartey
és mtsai. 1996). A 30 kDa-os mozgasi fehérjének a virus sejtrél-sejtre torténd
terjedésében van szerepe (movement protein, MP) (1. dbra) (Salamon, 2006). A genom
egyetlen strukturalis fehérjét kédol, a 17,6 kDa-os kopenyfehérjét (coat protein, CP),
melynek f6 funkciéja a virus RNS védelme (Hull, 2002). A pozitiv szala policisztronos
virus RNS a novényi sejtek fehérjeszintetizalé rendszerét haszndlva forditodik le
fehérjévé, mintha egy névényi mRNS volna. Mivel a névények transzlaciés rendszere egy
mRNS molekularél csak egy leolvasasi keretet képes leforditani (csak monocisztronos
RNS-t fordit le), ezért a virus a replikacidja soran szub-genomi RNS-eket hoz létre, és
ezekrol termelddnek a mozgasi- és kopenyfehérje molekulak (1. abra).

A Capsicum fajokban a tobamovirusokkal szembeni rezisztenciat egy
rezisztenciagén négy allélformaja biztositja (L! - L# szamozott sorrendben novekvd

hatékonysaggal) a 11. kromoszoma L l6kuszan (Berzal-Herranz és mtsai. 1995, Elvira és
9



mtsai. 2008). A paprikat fert6zé tobamovirusoknak viszont 4 patotipusa ismert (Po, P1,
P12, P1.23) (Berzal-Herranz és mtsai. 1995). Ha az L* rezisztencia fokd paprikat barmelyik
patotipussal fert6zziik, az fogékony gazda-parazita kapcsolatot eredményez. Az L1
rezisztenciagén viszont rezisztenciat biztosit a Po patotipussal szemben, mig az L? gén a
Po és a P1 patotipusokkal szemben. Még teljesebb védelmet biztosit a Capsicum chinense
fajbol szarmazo6 L3 rezisztenciagén, amely a novényt ellenallova teszi a Po, P1 és P12
patotipusokkal szemben (Tdbias és mtsai. 1989, Velasco és mtsai. 2002, Elvira és mtsai.
2008). Kiilonosen igéretes a Capsicum chacoense fajbol szarmazé L* rezisztenciagén
atvitele termesztett paprikafajtakba, mivel ez a gén minden virus patotipussal szemben
ellenalldsagot biztosit (Kalman, 2003).

A paprikat szamos tobamovirus képes megfert6zni, és ezek a virusok gazdasagilag
jelentds karokat okozhatnak (Horvath és mtsai. 1986a, b és c; Rast 1988). Régéta ismert
a Po patotipusd Dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) U1 térzse altal okozott
fert6zés (Greenleaf és mtsai. 1964, Tobids és mtsai. 1982). Ugyancsak fontos kérokozé
paprikdn a P12 patotipusd Paradicsom mozaik virus (Tomato mosaic virus, ToMV) is
(Pategas és mtsai. 1989). A paradicsomban taldlhaté Tm-1 gén visszaszoritja a ToMV
replikaciéjat (Motoyoshi és Oshima 1977), de a ToMV replikaz génjében tortént mutacio
miatt a virus egy Uj torzse képessé valt a rezisztencia attorésére (Meshi és mtsai. 1988). A
fenti tobamovirusok mellett a P12 illetve P12,3 patotipusu Paprika enyhe tarkulas virus
(Pepper mild mottle virus, PMMoV) izolatumok okoznak jelent6s karokat. A
tobamovirusok genomjaban konnyen kialakulhatnak mutaciék, ha kiilonb6z6
hémeérsékleten, vagy kiilonb6z6 gazdandvényeken hosszu idén keresztiil tartjuk fenn

Sket (Kalman, 2003; Hull, 2014).

Dohany mozaik virus (TMV)

A TMV a legkorabban azonositott és a legalaposabban vizsgalt novényi virus
(Scholthof és mtsai. 2011). Els6ként Martinus Beijerinck ismerte fel 1898-ban, hogy a
dohany mozaikos betegségét nem baktérium, hanem egy kisebb fert6z6 dgens okozza,
amely sokszorozddasra képes a dohany szovetekben, és amelyet "virus"-nak nevezett el

(Beijerinck 1898). A TMV volt az els6 virus, amelyet sikertlt kristalyositani (Stanley

10



1935), és amelyet szintén elséként vizsgaltak elektron-mikroszképpal és rontgen-
diffrakciés modszerrel is (Klug és mtsai. 1999).

A TMV teljes nukleotid szekvenciajat 1982-ben publikaltak (Goelet és mtsai. 1982).
A teljes RNS genom megszekvenalasa egy 6395 bazispar hosszusagu szekvenciat
eredményezett (GenBank NC_001367), amely legalabb 4 nyilt leolvasasi keretet tartalmaz
(Goelet és mtsai. 1982, Okada 1999). Erdekes médon egy 126 és egy 183 kD-os fehérjét
kodolé nyitott leolvasasi nukleotid keretek teljesen atfednek, a nagyobb keret egy
specialis "read-through" kodont tartalmaz (Okada 1999, Lewandowski és Dawson 2000).
A 126 kD-os fehérje metil-transzferaz és helikdz doméneket tartalmaz (Lewandowski és
Dawson 2000), mig a 183 kD-os fehérje ezen a két doménen kiviil egy RNS-fiiggé RNS-
polimeraz domént is tartalmaz. Mindkét fehérje részt vesz a viralis RNS replikaci6jaban.
Két tovabbi virus fehérje két szub-genomi RNS-rél szintetizalédik. A TMV 30 kD-os
fehérjéje a virus sejtrél-sejtre terjedését segiti el6 (Beachy és Heinlein 2000), mig a
negyedik TMV fehérje az RNS védelmét ellatd6 17,6 kD-os kopenyfehérje, amelynek
szerepe van a virus hosszu tavi mozgasaban is (Okada 1999). Egy sikeresen megtisztitott
TMV RNS-polimeraz komplexben a 126 és 183 kD-os TMV fehérjék mellett egy a novényi
gazdasejtbdl szarmaz6 56 kD-os fehérjét is kimutattak, amely az élesztd elF-3 fehérje
RNS-kotd alegységéhez hasonlitott (Osman és Buck 1997). A TMV a replikaciéjahoz
szamos mas gazdanovény eredet(i fehérjét is felhasznal (Ishibashi és mtsai. 2012).

A TMV kiilé6nb6z6 vonalai tobb mint 200 névényfajt képesek megfertdzi, beleértve
a Solanaceae csaldd legtobb tagjat (Whitham és mtsai. 1996). Rezisztens dohdnyndvényekben
az N rezisztenciagén dontd szerepet jatszik a TMV fert6zés felismerésében és a védekezési
reakciok aktivdlasdban. A TMV fert6zés hatasara hiperszenzitiv reakcié (HR) jatszodik le,
ami nekrotikus 1ézi6k megjelenésében nyilvanul meg a fert6zott leveleken. Az obligat
biotréf virus az elhalt novényi sejtekben és az azokkal szomszédos él6 sejtekben is
lokalizalodik, de nem képes a fert6zott levelekbdl a ndvény tobbi részébe eljutni
(Whitham és mtsai. 1996, Wright és mtsai. 2000, Singh és mtsai. 2004). A TMV 126 kDa-
meghatarozott HR kivaltasaban (Padgett és mtsai. 1997, Erickson és mtsai. 1999).
Erdekes médon a képenyfehérje mesterséges kifejeztetése fokozta a TMV rezisztenciat

transzgenikus dohany névényekben (Abel és mtsai. 1986).
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Paprika enyhe tarkulas virus (PMMoV)

A Tobamovirus nemzetségbe tartozé Paprika enyhe tarkulas virus (Pepper mild
mottle virus, PMMoV) szamos, Kkiilonb6zé helyrdl izolalt torzsének a nukleotid
szekvenciajat meghataroztak (Alonso és mtsai. 1991, Kirita és mtsai. 1997). APMMoV egy
pozitiv egyszali RNS virus, a genom felépitése hasonl6o a TMV esetében leirtakhoz. A
PMMoV jelentds gazdasagi karokat okozhat a szabadfdldi és liveghazban termesztett
paprikaban (Berzal-Herranz és mtsai. 1995, Beczner és mtsai. 1997). A PMMoV néhany
egymassal szoros kapcsolatban all6 izolatuma képes attorni az L3 gén altal biztositott
rezisztenciat, amely nagyon hatékony a legtobb tobamovirussal szemben, és igy ezek a
PMMoV torzsek szisztemikus fert6zést okoznak (Tobiads és mtsai. 1989, Velasco és mtsai.
2002, Elvira és mtsai. 2008). A PMMoV kopenyfehérje egyediil is képes kivaltani a paprika
L3 rezisztenciagén altal okozott rezisztenciat (Berzal-Herranz és mtsai. 1995, Gilardi és
mtsai. 1998). A PMMoV fert6zott leveleken altalaban gyenge klorotikus foltok figyelhet6k
meg, de sokszor semmilyen tiinet nem tapasztalhaté. Azokon a leveleken, melyek a
fert6zést kovetden fejlédnek ki pottyozottség, mozaikossag és pondorodés figyelhetd
meg. A fert6zott novények satnydk lehetnek és a termés altaldban sulyosan
deformalodott, foltos, ami sulyos gazdasagi karokat okozhat (Beczner és mtsai. 1997,

Velasco és mtsai. 2002, Elvira és mtsai. 2008).

Obuda paprika virus (ObPV)

A Magyarorszagon izolalt Obuda paprika virus (Obuda pepper virus, ObPV) is egy
pozitiv, egyszali RNS virus, mely a Tobamovirus nemzetségbe tartozik (Csilléry és mtsai.
1983, Tobias és mtsai. 1982, 1989). Az ObPV nukleotid szekvenciajat két kutatécsoport is
meghatarozta (GenBank L11665 és NC_003852) (Padgett és Beachy 1993, Ikeda és mtsai.
1993). A virus izolaldsa utan nagy érdekl6dést valtott ki, mivel a virus at tudta térni a
dohany N rezisztenciagén altal biztositott rezisztenciat, ami a TMV-vel szemben hatdsos
(Csilléry és mtsai. 1983, Tébias és mtsai. 1982, 1989). A PMMoV-val ellentétben viszont
az ObPV nem tudja attorni az L3 gén altal biztositott rezisztenciat, mert a paprika
védekez6 mechanizmusai a fert6zést kovetéen gyorsan és hatékonyan aktivalédnak. Az
ObPV fert6zés lokalis nekrotikus 1ézidk kialakulasahoz vezet (Csilléry és mtsai. 1983,

Tébids és mtsai. 1982, 1989). A koérfolyamathoz kapcsolt fehérjék indukcidja és etilén
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felhalmozddas is megfigyelheté az ObPV fert6zott rezisztens paprika levelekben (Tébias
és mtsai. 1989). A divinil-éter szintetaz gén expresszioja is jelentésen megnétt az ObPV-
fert6zott paprika levelekben (Gullner és mtsai. 2010). Ugyanezekben a paprika
novényekben a PMMoV fert6zés csak elhanyagolhaté hatassal volt ezekre a metabolitokra

és a génexpresszios szintekre (Tébias és mtsai. 1989, Gullner és mtsai. 2010).

2.3. A virusfert6zott novények rezisztencia mechanizmusa

A patogén virusokkal szemben kialakulé rezisztenciat a kérokozé idében valé
felismerése és a gyors, hatékony antiviralis védekezés hatarozza meg. A késéi és gyenge
védekezési reakciok azonban fogékonysagot és betegséget eredményeznek. A novények
egy kifinomult rendszert hasznalnak a virusok felismerésére, mely a sejten beliili
rezisztencia fehérjéken (R-fehérjék) alapszik. A legtobb R-fehérje tartalmaz nukleotid-
kotd és leucinban gazdag ismétlédé (NB-LRR) szekvencia motivumokat, amelyek
kozvetitik a novényi korokozokbdl szarmazéd kiillonbozd effektorok felismerését. A
dohanyndévényekben a tobamovirusokkal szembeni rezisztenciat a Nicotiana glutinosa
fajbol bevitt N gén biztositja, amelyet 1994-ben szekvenaltak meg és kimutattak a
fehérjeszekvencia hasonlésdgat a Drosophila Toll-fehérjével, illetve az emlésokben
talalhat6 interleukin-1 receptor fehérjével (Whitham és mtsai. 1994). Amikor az R-
fehérjék korokozoé virust érzékelnek, akkor szamos jelatviteli kaszkadot aktivalnak. A
szignalok a sejtmagba tovabbitédnak és el6idézik a transzkripciés mintazat gyors és
nagymértékil djraprogramozasat. A transzkriptom djraprogramozasat egy komplex, tobb
rétegii hal6zat szabalyozza, amelyben fontos szerepet jatszanak a transzkripcids faktorok,
a vedelemmel kapcsolatos novényi hormonok és a lipid szarmazasu oxilipinek
(Bhattacharjee és mtsai. 2009, Mosblech és mtsai. 2009, Elmore és mtsai. 2011, Pieterse
és mtsai. 2012). A rezisztencidhoz gyakran programozott sejthalal tarsul (HR) (Jones és
Dangl 2006). Fontos megjegyezni, hogy a HR és a rezisztencia nem sziikségszeriien jar
egyluitt, genetikai és élettani/biokémiai bizonyitékok mutatjak, hogy két kiilonb6zd
folyamatrdl van szo6 (Kiinstler és mtsai. 2016).

A fert6zott novények transzkripcios profiljanak Gjraprogramozasat, beleértve a
védelmi gének aktivalodasat, dontéen a specifikus transzkripcios faktorok (DNS-koété

fehérjék szabalyozzak, amelyek nagyon gyorsan aktivalédnak vagy de novo
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szintetizalédnak a fert6zést kovetéen. A transzKkripciés faktorok a gének atirasat
pozitivan és negativan is szabalyozhatjak. A transzkripciés faktor fehérjék képesek
kotédni specifikus nukleotid motivumokhoz szamos célgén prométerében. gy a
transzkripcios faktorok szamos, a védelemmel kapcsolatos gén atirodasat tudjak

egyszerre aktivalni vagy gatolni (Li és mtsai. 2004).

2.3.1. A névényi hormonok szerepe a névény-virus kolcsonhatasban

A hormonok a biotikus és abiotikus stresszre adott novényi valasz finomhangoléi.
Kiilonb6z6 bonyolult halézatok részei, melyek modulaljak a kiilonb6z6 kiils6 ingerekre,
stresszhatasokra adott valaszt. Els6sorban négy hormon szabalyozza a kérokozokkal
szembeni novényi védekezési reakciokat: a szalicilsav, jazmonsav, az etilén és az
abszcizinsav. A hormonok kozott antagonisztikus vagy szinergikus kapcsolat lehet,
amelyek révén bizonyos hormonok elsébbséget élveznek a tobbivel szemben egyedi
korilmények kozott. A védelmi utvonalakat szabalyozd szalicilsav, jazmonsav és etilén
antagonista kdlcsonhatasban vannak. A szalicilsav jelatviteli ut indukcioja represszalhatja
a jazmonsav/etilén Utvonalat az NPR1 (Non-expressor of pathogenesis-related genes 1)
és WRKY70 géneken keresztiil, mig az abszcizinsav Utvonalat az NPR1-en vagy az azt
kovetd elemeken keresztiil. Ezzel szemben, a jazmonsav/etilén uUtvonal indukciéja
represszalja bizonyos, a szalicilsav uUtvonalat kovetd gének expressziojat a MAPK4

(mitogén-aktivalt protein-kinaz 4) és JIN2 géneken keresztiil (Alazem és Lin 2015).

Szalicilsav

A szalicilsav (2-hidroxi-benzoesav) a novények altal szintetizalt fenolvegyiilet,
mely szamos mikrobialis korokozoval fert6zott novény szoveteiben felhalmozodik, és
elengedhetetlen a helyi és szisztemikus rezisztenciaban. A szalicilsav bioszintézist és
jelatvitelt az R gén terméke altal felismert virus effektor aktivalja, ami inkompatibilis
kolcsonhatast eredményez. Az inkompatibilis kolcsonhatas aktivalasa szamos, a virus
terjedését limital6 eseményhez vezet a fert6zott teriileten, tobbek kozott a reaktiv
oxigénformak (ROS) és PR-ferhérjék felhalmozddasa, a hiperszenzitiv valasz indukalasa,

kalloz lerakédas, szoveti dezorganizacio, a kloroplasztisz méretének és alakjanak
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valtozasa, sejtmag- és sejtmagvacska lebomlas és programozott sejthalal. A szalicilsav
felelGs a szisztemikusan szerzett rezisztencia kialakulasaért a disztalis szovetekben, ami

csokkenti a masodlagos tamadasok hatasat (Vlot és mtsai. 2009, Alazem és Lin 2015).

Jazmonsav

A jazmonsav egy oxigenalt zsirsav (oxilipin), mely els6sorban a nekrotréf
korokozokkal és rovarokkal szembeni rezisztenciaban jatszik szerepet (Thaler és mtsai.
2004). A kozelmultban kimutattak, hogy ha a N. benthamiana-t jazmonsavval vagy
szalicilsavval kezelik, akkor fokozodik a TMV-vel szembeni rezisztencia, és a rezisztencia
tovabb fokozodik jazmonsavat kovetd szalicilsav el6kezelés esetén (Zhu és mtsai. 2014).
Azok a novények, melyekben karosodott a jazmonsav jelatviteli utvonal, nem képesek
szalicilsav akkumulacidra a levelekben vagy a phloemben, és fokozottan fogékonyak, mig
a hibas szalicilsav reakciéit nem befolyasolja a jdzmonsav szintet, viszont noveli a
novények fogékonysagat (Zhu és mtsai. 2014). A jazmonsav moduldlhatja a szalicilsav
utvonal kezdeti résztvevdit, de az nem ismert, hogy a jd&zmonsav hogyan szabdlyozza a

szalicilsav bioszintézist és a rezisztenciat kompatibilis kolcsonhatasokban.

Etilén

Az etilén gdznemi novényi stressz hormon, melyrdl régota tudjuk, hogy gyakori
Osszetevdje a virusokkal szemben kialakulé noévényi valaszoknak. Virusfert6zott
novényekben gyakran megfigyelték az etilén és ezzel parhuzamosan a korfolymathoz
kapcsolt fehérjék indukciojat (Ohtsubo és mtsai. 1999, Tébias és mtsai. 1989). A
megnovekedett etilén szint, amit az etilén receptorok érzékelnek, védekezési valaszokat
valt ki a kiilonb6z6 védekezési gének expresszidjanak megvaltoztatasaval (Kim és mtsai.
2003).

Az etilén bioszintézise névényekben az S-adenozil-metioninbél (SAM) indul ki,
amelyet az 1-amino-ciklopropan-1-karboxilsav szintetaz enzim (ACS, E.C. 4.4.1.14) alakit
at 1-amino-ciklopropan-1-karboxilsavva (ACC), amely az etilén kézvetlen metabolikus

eléanyaga (Van de Poel és Van Der Straeten 2014). Az etilén bioszintézis kovetkez6
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lépésében egy oxidativ hasadas révén az ACC-bdl etilén képzdédik, amely reakciot az 1-
aminociklopropan-1-karboxilsav oxidaz enzim (ACO, E.C. 1.14.17.4) katalizalja (2. dbra).

Az ACS és ACO enzimeket kisebb géncsaladok kddoljadk novényekben.
Paradicsomban 6t ACO és kilenc ACS gént azonositottak, amelyek kiillonb6zd mértékben
aktivalddnak kiilonb6z6 stresszhatasokra (Van de Poel és mtsai. 2012). A paprika genom
kozelmultban elvégzett szekvenaldsa (Kim és mtsai. 2014b, Qin és mtsai. 2014) és a
paprika gének annotaldsa utan a GenBank-ban jelenleg 8 ACS és 32 ACO gén talalhaté (a

pszeudogéneket nem szamolva).
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2. abra. Az etilén bioszintézise novényekben, amelynek soran az 1-amino-ciklopropan-1-
karboxilsav szintetdaz enzim (ACS) és az 1-amino-ciklopropan-1-karboxilsav oxidaz enzim (ACO)
altal katalizalt reakcidk jatszanak donté szerepet.

2.3.2. A korfolyamathoz kapcsolt (PR) fehérjék jellemzése

Szamos noévényfajban megfigyelték, hogy a mikrobialis fert6zések tiineteinek
megjelenésével parhuzamosan U4j fehérjék is megjelennek a fert6zott szovetekben,
amelyeket a gazdanovény génjei kodolnak. Ezt a jelenséget el6szor TMV-vel fertézott
hiperszenzitiven reagald, rezisztens dohanylevelekben figyelték meg (van Loon és van
Kammen 1970, Gianinazzi és mtsai. 1970). A kezdetben felismert virus-indukalhat6
fehérjéket alacsony pH-ju kivondpufferekkel lehetett jol kivonni a fertzott levelekbdl.

Kés6bb szamos gomba- és baktérium-fert6zott novényi szovetekben is kimutattak ilyen
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indukalhat6 fehérjéket, amelyeket kérfolyamathoz kapcsolt (PR, pathogenesis-related)
fehérjéknek neveztek el (Bol és mtsai. 1990, Van Loon és Van Strien 1999). Ezeket jelenleg
17 fehérjecsalddba soroljak (van Loon és mtsai. 2006). Sz(ikebb értelmezés szerint a PR-
fehérjék nem mutathatoak ki fertézésmentes novényekben, mig egyes kutatok fert6zések
nélkiil is kimutathato, de a fert6zések hatasara indukalodé novényi fehérjéket (pl. a
peroxidaz és fenilalanin-ammonia-liaz enzimeket) is PR-fehérjeként tartanak szamon. A
PR-fehérjék nemcsak a fert6zés helyén lokalisan, de az egész névényben szisztemikusan
is indukalddhatnak, és feltételezhet6en szerepet jatszanak a szisztemikus szerzett
rezisztencia (SAR, systemic acquired resistance) kialakulasaban (van Loon és mtsai.
2006). A PR-fehérjék kodolé génjeinek a fert6zések hatasara torténd indukcidjat szamos
vizsgalat kimutatta (Ward és mtsai. 1991, van Loon és mtsai. 2006).

A PR-1 fehérjecsalad tagjainak pontos funkciéja nem ismert, de ennek ellenére
gyakran vizsgaljdAk a mennyiségiiket, mivel hasznos rezisztencia-markerek, az
inkompatibilis n6vény-kérokoz6 kapcsolatokban gyorsan és erdteljesen indukal6dnak,
mig a kompatibilis kapcsolatokban nem vagy csak kis mértékben indukalhatéak (Van
Loon és Van Strien 1999). Mas PR-fehérje csalad tagjai esetében gyakran kimutattak
antimikrobialis aktivitast, amely arra utal, hogy ezek a fehérjék valéban részt vesznek a
mikrobidlis korokozoval szembeni védekezésben. Az antimikrobialis hatas ezeknek a
fehérjéknek a sejtfalbonté (kitinaz illetve (-1,3-gliikanaz) enzimaktivitasa, RNS lebontd
enzimaktivitasa vagy direkt toxikussaga kovetkeztében léphet fel. A PR-fehérjék altalaban
jol indukalhatoak novényi védekezési hormonokkal, igy szalicilsavval, jAzmonsavval és
etilénnel (Ward és mtsai. 1991, Yalpani és mtsai. 1991, Dong 1998). Fontos megjegyezni,
hogy szamos PR-fehérje mennyisége nemcsak fertzések, de abiotikus stresszhatasok,
sebzés illetve Oregedés (szeneszcencia) hatdsdra is megemelkedhet a novényi
szovetekben (van Loon és mtsai. 2006).

A paprika szovetekben is szdmos PR-fehérje illetve -kdédolé gén aktivaloédik
fert6zés hatasara. Egy bazikus PR-1 fehérjét kédolé gén indukcidjat mutattdk ki
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktériummal fert6zott levelekben
(inkompatibilis kolcsonhatas). Az etilén fontos szerepet jatszott ebben az indukciéban
(Kim és Hwang 2000). A paprika CaPR-4 fehérje k6dol6 génjét jelentésen indukalta az
inkompatibilis TMV-Po torzzsel végzett fert6zés mind lokalisan, mind szisztemikusan. A

gén jelentésen indukalédott metil-jazmonat, etilén és sebzés hatasara is (Park és mtsai.
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2001). A ribonukleaz aktivitdst mutatdé CaPR-10 fehérjét kdédolé gén expresszidja
fokozoédott  inkompatibilitdst  (rezisztenciat) eredményezé TMV-Po fert6zés
kovetkeztében. A fert6zés hatasara a CaPR-10 fehérje foszforilalédott, ami valésziniileg
madositja az RNaz aktivitasat (Park és mtsai. 2004). A PR fehérjék atfogé proteomikai
elemzését is elvégezték kompatibilis és inkompatibilis PMMoV torzsekkel fert6zott, L3
rezisztenciagént tartalmazdé Capsicum chinense novényekben. Az inkompatibilis
kapcsolatban harom PR fehérje indukalddott specifikus médon: egy bazikus PR-1
izoforma, egy savas jellegl 3-1,3-gltikanaz, és egy PR-5 (ozmotin-szer() fehérje (Elvira és
mtsai. 2008). A PR-gének expresszidjanak a szabalyozasat vizsgalva kimutattak, hogy a
TMV-indukalt C. annuum PR-gének indukcidéjaban fontos szerepet jatszik a CaBtf3

transzkripciés faktor (Huh és mtsai. 2012).

2.3.3. A lipoxigenazok szerepe fert6zott n6vényekben

A lipoxigenazok (LOX) nem-hem vasat tartalmazé dioxigenaz enzimek, amelyek
katalizaljak a tobbszordsen telitetlen zsirsavak, leggyakrabban a linolsav és a-linolénsav
peroxidaciéjat molekularis oxigén felhasznaldsaval. A névényi fejlédésben és a stressz
valaszokban kiilonb6z6 funkciot toltenek be (Siedow 1991, Porta és Rocha-Sosa 2002,
Andreou és Feussner 2009). A magasabb rend(i névényekben a LOX-okat kis géncsalddok
kodoljak. Az Arabidopsis thaliana, rizs, sz616 és uborka genomjaban 6, 14, 18, illetve 23
LOX gént azonositottak (Bannenberg és mtsai. 2009, Podolyan és mtsai. 2010, Liu és
mtsai. 2011, Umate 2011). A n6vényi LOX izoenzimek altalaban két csoportra oszthatdék,
a 9-lipoxigenazokra (9-LOX, E.C. 1.13.11.58) és a 13-lipoxigenazokra (13-LOX, E.C.
1.13.11.12). A lipoxigenazok altal katalizalt reakcidk terméke 9- vagy 13- zsirsav-
hidroperoxid is lehet, attol fiiggden, hogy 9- vagy 13-LOX katalizalta a reakciét (Siedow
1991). A 9- és 13-zsirsav-hidroperoxidokat legalabb hét kiilonb6z6 névényi enzimcsalad
alakithatja tovabb igen kiilonb6z6 szekezetli vegyiiletekké. Ezeket a zsirsav eredetli
metabolitokat egyiittesen oxilipineknek nevezziik, a legismertebb koziiliik a jazmonsav, a
hidroxi-zsirsavak, divinil-éterek és az illékony Ce¢ molekulatoredékek (La Camera és mtsai.
2004, Mosblech és mtsai. 2009). Szamos LOX-eredetli oxilipin antimikrobialis vagy
jelatviteli funkcidkat 1at el baktérium- és gombakoérokozokkal fert6zott novényekben

(Prost és mtsai. 2005, Mosblech és mtsai. 2009).
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Kimutattak, hogy a LOX enzimek 1ényeges szerepet jatszanak kiilonféle mikrobialis
korokozokkal szembeni novényi védekezési reakciékban (Slusarenko 1996, Rancé és
mtsai. 1998, Kolomiets és mtsai. 2000, Gobel és mtsai. 2001, Méne-Saffrané és mtsai.
2003, Hwang és Hwang 2010). A LOX-ok két védelmi funkcidéja mar jol ismert: a)
hozzajarulnak a hiperszenzitiv sejtelhalashoz és b) részt vesznek a biolédgiailag aktiv
oxilipinek bioszintézisében. A hiperszenzitiv reakcié jellemzdi a jelentds zsirsav-
hidroperoxid termelddés mellett a tipikus szoveti kiszaradas (Jalloul és mtsai. 2002,
Montillet és mtsai. 2002).

Kevés adat all rendelkezésiinkre a LOX-ok és az oxilipinek szerepérdl a virussal
fert6zott novényekben. A TMV fert6zés a mikroszomalis foszfolipid-kotott zsirsavak
gyors telitddéséhez, a LOX aktivitds novekedéséhez (Ruzicska és mtsai. 1983) valamint a
divinil-éterek akkumulaci6éjahoz vezetett (Weber és mtsai. 1999) dohanylevelekben.
Kimutattdk a 9-LOX 4ltal termelt zsirsav-hidroperoxidokat a TMV-vel fert6zott
dohanylevelekben hémérséklet-eltolasi moédszerrel (Montillet és mtsai. 2002). A LOX
enzimaktivitas TMV-fert6zés altal okozott jelentés megemelkedése gyorsabb és
robusztusabb volt a rezisztens Xanthi-nc dohanylevelekben, mint a fogékony Samsun-nn
fajtaban (Kiinstler és mtsai. 2007). Az Uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV)
fertézés ot LOX gén expresszidjanak fokozodasahoz vezetett Arabidopsis thaliana
levelekben. Ezen kiviil, a CMV fert6zés fokozta két, a jazmonsav bioszintézisben szerepet
jatszd gén kifejez0dését is (La Camera és mtsai. 2009). A LOX aktivitas és az oxilipin
anyagcsere elOsegitette a szisztemikus nekro6zist kompatibilis névény-virus
kapcsolatokban (Garcia-Marcos és mtsai. 2013).

Az intracellularis membranok a virusfert6zott novényi sejtekben lényegesek a
virus RNS replikaciohoz. A virus RNS szintézis hatékonysagat nagyban befolyasolja a
novényi sejt bels6 membranjainak lipid 0sszetétele, kiilonosen a tébbszorosen telitetlen
zsirsavak mennyisége (Lee és mtsai. 2001). A pozitiv egyszali RNS-virusok replikacioja a
membranhoz kotott RNS replikaciéos komplexekben torténik. Ezek a replikacids
komplexek kapcsolatba hozhatok kiillonb6z6 intracellularis organellumok membranjaval,
de egy virus altaldban egy bizonyos membranra szelektiv (Lee és mtsai. 2001, Ishibashi
és mtsai. 2012). A pozitiv egyszali RNS virusok jelentés valtozdsokat idéznek el6 a
membranokban annak érdekében, hogy védett, un. viralis replikaciés zsebeket hozzanak

létre. A virus altal indukalt membranstrukturak sziikségesek, hogy megvédjék a kettds
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szall virus RNS (dsRNS) koztitermékeket, melyek aktivalhatjdk a virus-indukalta
géncsendesitést. A folyamat soran lényegesen megvaltozik a membran lipid kettds réteg
szerkezete, beleértve mind a fehérje, mind alipid szerkezeti alegységeket. A lipidek
szerkezete modosithato a polaris fej csoporton vagy az acil-csoport Osszetételében: a
lanchosszban vagy a telitettségben (Stapleford és Miller 2010). A LOX enzimek képesek
peroxidalni a szabad és membranhoz kotott telitetlen zsirsavakat is (Chechetkin és mtsai.

2011, Nakashima és mtsai. 2011).

2.3.4. Az oxilipinek szerepe fert6zott novényekben

A LOX-katalizalt reakcidkban keletkezd zsirsav-hidroperoxidok enzimatikus
reakciokon keresztiill kiilonb6z6, biologiailag aktiv vegyliletekké alakulnak at
novényekben. A két kiilonbozd szerkezeti izomer csoport, a 9-hidroperoxi-zsirsavak
illetve a 13-hidroperoxi-zsirsavak kiillonb6z6 enzimatikus reakciékban alakulnak tovabb.
Ezen reakciok termékei tobbek kozott a jazmonsav ill. eldanyagai, kiilonb6z6 illékony,
bioaktiv aldehid és alkohol vegyiiletek, a divinil-éterek, valamint a hidroxi- és epoxi-
zsirsavak. A kiilonb6z6 abiotikus és biotikus stresszhatasoknak kitett névényekben a
stressz jellegétdl és a novénytdl fiiggben egyes oxilipinek kiilondsen nagy mennyiségben
felhalmozddnak és jellegzetes oxilipin 6sszetétel alakul ki (Feussner és Wasternack
2002). Az oxilipinek fontos szerepet jatszanak a novényi védekezési reakciékban és a
rezisztencia  kialakulasdban egyrészt szignal-vegyiiletként, masrészt direkt
antimikrobialis aktivitdsuk kovetkeztében (Prost és mtsai. 2005). A legismertebb 13-
hidroperoxi-zsirsav szarmazék a jazmonsav, amelynek szerepe a sebzési reakciékban és
a fert6zott novényekben indul6 jelatviteli folyamatokban alaposan feltart. A jazmonsav
tobb 1épcs6s bioszintézisének els6 enzimatikus lépését az 13-allénoxid-szintetaz (13-
AOS) enzim katalizalja (Blée 1998, Feussner és Wasternack 2002). Az AOS enzimek a
citokrom P-450 enzimcsaladba tartoznak (CYP74A alcsalad). A 13-A0S enzim altal
termelt allénoxidot az allénoxid-ciklaz (AOC) alakitja at a gylrilis szerkezetli 12-
oxofitodiénsavva (12-OPDA), amely még tobb enzimatikus lépésben alakul at
jazmonsavva. A jazmonsav tobb prekurzora is biolégiailag aktiv, igy a jazmonsav
metilésztere, valamint néhany el6anyaga (pl. a 12-OPDA is). A 9-allénoxid-szintetaz (9-

AOS) enzimek a 9-hidroperoxi-zsirsavakbdl labilis allén-epoxidokat képeznek, amelyek
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nem enzimatikus médon egy a jazmonsavhoz hasonl6 szerkezet(i ciklopentenon jellegii
molekulava, valamint ketol-szarmazékokka alakulnak at. Ezeknek a vegyiileteknek a
szerepe novény-kérokozo kélcsonhatdsokban nem ismert (Howe és Schilmiller 2002).

A jazmonsav mellett fontos oxilipin szarmazékok a hidroperoxid-liazok (HPL) altal
katalizalt reakcidoban keletkezd illékony toredékmolekulak. A 13-HPL enzimek a 13-
hidroperoxi-zsirsavakat 6 szénatomos (C¢) aldehidekre és 12 szénatomos (Ciz)
oxosavakra hasitjak (Blée 1998, Howe és Schilmiller 2002). Ezek a HPL enzimek az AOS
enzimekhez hasonl6an a citokrom P-450 csaladba tartoznak (CYP74B alcsalad) (Feussner
és Wasternack 2002). A Ce aldehidek és a beldliik keletkez6 alkoholok illékony anyagok,
a zold levelek, viragok és termések illatanak fontos komponensei. Kimutattak, hogy
szamos illékony oxilipin antibakterialis hatasd, pl. a 2-(E)-hexenal mar alacsony
koncentraciéban erdsen gatolja a baktériumok szaporodasat (Prost és mtsai. 2005). A 9-
HPL enzimek a 9-hidroperoxi-zsirsav lancokat hasitjak, és igy pl. linolénsavbdl (3Z),(6Z)-
nonadiendl és 9-oxo-nonansav keletkezik (CYP74C alcsaladd). Ezeknek a 9 szénatomos
aldehid vegyiileteknek a szerepe névény-korokozo6 kélcsonhatasokban nem ismert (Blée
1998, Howe és Schilmiller 2002).

Fontos antimikrobidlis hatasu oxilipinek a divinil-éterek, amelyek a 9-hidroperoxi-
zsirsavakbol képzédnek a 9-divinil-éter szintetaz (9-DES) enzim katalizalta reakcioban.
Ezek az enzimek is a citokrém P-450 csaladba tartoznak (CYP74D alcsalad) (Weber és
mtsai. 1999, Itoh és Howe 2001, Feussner és Wasternack 2002). Phytophthora infestans
fert6zés és P. infestans elicitor kezelés hatasara divinil-éterek halmozodtak fel burgonya
levelekben (Weber és mtsai. 1999, Gobel és mtsai. 2001), illetve egy 9-DES gén
kifejez6dése er6sen megnovekedett (Stumpe és mtsai. 2001). A gombafertdzés mellett
kimutattak a divinil-éterek felhalmozdédasat TMV-fert6zott rezisztens dohanylevelekben
is (Weber és mtsai. 1999). A 13-DES enzimek a 13-hidroperoxi-zsirsavakbdl szintén
divinil-étereket képeznek, amelyeknek a szerepe novény-kérokozé kolcsénhatasokban
még feltaratlan (Howe és Schilmiller 2002).

A zsirsav-hidroperoxidok a fenti, fontosabb reakciéutakon kiviil mas, kevésbé
ismert enzimeknek is a szubsztratjai (Feussner és Wasternack 2002). Igy a P. infestans
elicitorral kezelt burgonya sejtekben kimutattdk a 9-hidroperoxi-zsirsavak trihidroxi-
szarmazékainak a felhalmozdédasat is, amelyek antifungalis hatastiak. A trihidroxi-

szarmazékok keletkezését az epoxi-alkohol szintetaz enzim katalizalja (Gobel és mtsai.
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2001, Howe és Schilmiller 2002). A glutation S-transzferaz (GST) enzim altal katalizalt
redukci6 soran a toxikus zsirsav-hidroperoxidokbdl a joval kevéssé mérgezé zsirsav-
hidroxidok keletkeznek. A reakci6 soran a koszubsztrat redukalt glutationbdl a glutation
oxidalt, diszulfid formaja keletkezik (Bartling és mtsai. 1993). P. infestans elicitorral kezelt
burgonya sejtekben kimutattak a 9-hidroxi-zsirsavak felhalmozodasat (Gobel és mtsai.
2001).

Az oxilipinek szerepe kevéssé ismert a mikrobialis kérokozdékkal fertdzott
paprikandvények védekezési reakcidiban. A Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
baktériummal fert6zott, hiperszenzitiv reakcidoval védekez6 paprika levelekben
megemelkedett a Cs aldehidek mennyisége, kiilonosen a 2,4-hexadienal, az 1-hexanol és a
3-hexen-1-ol esetében (Buonaurio és Servili 1999). ObPV-fert6zott, rezisztens paprika
levelekben igen erételjesen indukalédott tobb 9-LOX és a 9-DES gén expresszidja, mig a
kompatibilis paprika-PMMoV koélcsonhatds soran ezek a gének csak kismértékben
aktivalodtak (Gullner és mtsai. 2010). Ugyanezekben a paprika-tobamovirus
koélcsonhatasokban egy paprika 13-A0S és egy 13-HPL gén expresszioja nem valtozott meg
lényegesen egyik virus esetében sem a fert6zott paprika levelekben a kontroll inokulalt

(mock-inokulalt) levelekkel 6sszehasonlitva (Gullner és mtsai. 2010).

2.3.5. A WRKY transzkripcids faktorok

Jelenleg igéretes kutatdsi célpontok a névény-specifikus WRKY transzkripcids
faktorok, mert részt vesznek a kiilonb6z6é kérokoz6 mikroorganizmusok elleni névényi
védekezési reakciokban (Rushton és Somssich 1998, Eulgem és mtsai. 2000, Rushton és
mtsai. 2010). Az els6 WRKY traszkripcids faktort édesburgonyabdl azonositottak
(Ishiguro és Nakamura 1994). A WRKY fehérjéket nagy (multi) géncsaladok kodoljak
novényekben. Az Arabidopsis thaliana, rizs, paradicsom és paprika genomjaban 72, 102,
81 és 71 WRKY gént azonositottak (Dong és mtsai. 2003, Wu és mtsai. 2005, Huang és
mtsai. 2012, Kim és mtsai. 2014b, Diao és mtsai. 2016). A WRKY fehérjék jellegzetes és
erdsen konzervalt szekvencia motivumokat tartalmaznak: a Trp-Arg-Lys-Tyr (WRKY)
elemet a Cys2-Hisz vagy Cysz2-HisCys cink-ujj motivum koveti (ezek a motivumok

egylittesen alkotjak a WRKY domént).
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A WRKY fehérjéket harom csoportba oszthatjuk a WRKY domének szama és a cink-
ujj motivumok tipusa szerint (Eulgem és mtsai. 2000). Az I. csoportba a két WRKY
doménnel rendelkez6 fehérjék tartoznak. A legtobb egy WRKY doménnel rendelkez6
fehérje a II. csoportba tartozik. Az . és a II. csoportba tartozo fehérjék altalaban azonos
tipusi cink-ujj motivumot tartalmaznak, mely kiilénb6zik minden mas tipusu
transzkripcios faktorban talalhaté6 DNS kotésért felel6s motivumtél. A III. csoport
tagjainak WRKY doménjében a cink-ujjban altalanosan el6fordulé Cysz-His2 motivumtol
eltéréen a Cysz2-HisCys motivum talalhaté (Pandey és Somssich 2009, Rushton és mtsai.
2010).

A fehérje C-terminalisan talalhaté WRKY domén biztositja a DNS-hez torténd
kotédést, az N-termindlis rész a kotédés affinitasaért és specifitasaért felel. Feltételezik,
hogy az N-terminalis bizonyos fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat is biztosit, ezzel erésitve
a DNS kotés hatékonysagat mas DNS-koto fehérjékhez képest (Pandey és Somssich 2009,
Rushton és mtsai. 2010). A cink-ujj motivum is részt vehet fehérje-fehérje kélcsénhatasok
kialakitasdban (Eulgem és mtsai. 2000). A WRKY fehérjék leggyakrabban a sejtmagban
lokalizaltak (Rushton és mtsai. 2010).

2.3.5.1. A WRKY transzKkripcids faktorok szerepe fert6zott novényekben

Egy atfogd elemzés kimutatta, hogy a 72 AtWRKY génbdl 49 gén Kkifejez6dése
szignifikdns médon megvaltozott egy patogén baktériummal, a Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 avirulens torzsével fert6zott vagy szalicilsavval kezelt Arabidopsis
novényekben (Dong és mtsai. 2003). Az utébbi években szamos laboratérium szamolt be
a WRKY transzkripciés faktorok baktérium- és gomba patogénekkel szembeni védekezési
reakcidokban betoltott fontos szerepérdl (Rushton és Somssich 1998, Eulgem és mtsai.
2000, Dong és mtsai. 2003, Rushton és mtsai. 2010). Egyedi WRKY géneket tultermeld
transzgénikus novények gyakran mutatnak fokozott rezisztenciat bakterialis- és
gombakorokozokkal szemben (Zheng és mtsai. 2007, Pandey és Somssich 2009, Meng és
Wise 2012, Chen és mtsai. 2013b, Dang és mtsai. 2014).

A WRKY fehérjék specifikusan felismerik és kotddnek a célgén promoterében 1évd
W-box motivumhoz [szekvencia: (C/T)TGAC(C/T)] (Rushton és mtsai. 2010). Az el6szor

azonositott WRKY célgén promoéter szekvencidk a kérfolyamathoz kapcsolt (PR) fehérjék
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génjeihez tartoztak, beleértve a dohany I. osztaly kitinaz gént (CHN50) (Fukuda és Shinshi
1994) és a petrezselyem PR-1 génjét (Rushton és mtsai. 1996). Kés6bb azt talaltak, hogy
a WRKY-k kozvetitik az Arabidopsis NPR1 génjének szabalyozasat is (Yu és mtsai. 2001).
Ez a gén alapvetd szerepet jatszik a szalicilsav altal kozvetitett védekezési reakcidkban
(Dong 2004). A WRKY-k részt vesznek az etilén bioszintézisében is. A. thaliana-ban
kimutattak, hogy a WRKY33 kozvetlentil kotodik az ACS2 és ACS6 etilén bioszintézis gének
promoterében 1évd W-boxokhoz (Li és mtsai. 2012). Genomikai mddszerekkel igazoltak,
hogy az Arabidopsis tobb WRKY faktora is fontos szabalyozé szerepet jatszik a
szisztemikus szerzett rezisztencia kialakulasaban (Wang és mtsai. 2006).

A WRKY-k kozvetitenek az oxidacios stresszben és a fert6zott névények redox
szabalyozasban szerepet jatsz6 gének expresszidjaban is. A paradicsomban kivaltott HR
esetében megfigyelhet6 volt a célgének promoterében taldlhat6 WRKY-kété W-boxok
fokozott el6forduldsa, ami arra utal, hogy a WRKY-k a HR fontos szabalyoz6 elemei (Etalo
és mtsai. 2013). A baktérium-i médszerekkel igazoltak, hogy az Arabidopsis ndukalhat6
tioredoxin TRXh5 gén expresszidja megemelkedett a WRKY6 gént tiltermeld Arabidopsis
novényekben (Laloi és mtsai. 2004). A gyapot WRKY39 gén tultermeltetése Nicotiana
benthamiana-ban megnovelte az oxidativ stresszel szembeni ellenalloképességet és az
antioxidativ enzimek génjeinek (aszkorbat-peroxidaz, katalaz, glutation-S-transzferaz és
szuperoxid-diszmutaz) a transzkripcidjat (Shi és mtsai. 2014). Tobb W-boxt
azonositottak a TMV-indukalhat6 burgonya glutation S-transzferaz gén promoterében is
(Martini és mtsai. 1993, Yang és Chen 2001). A WRKY-k részt vesznek a jazmonsav
bioszintézis szabalyozasaban és a membran lipidszerkezetét modosité reakcidkban is
(Rushton és mtsai. 2010).

A bakterialis és gomba kérokozékkal ellentétben sokkal kevesebbet tudunk a
WRKY transzKkripciés faktorok szerepérdl és jelent6ségérél a virussal fert6zott
novényekben (Chen és mtsai. 2013a). Egyes WRKY gének aktivalédasat megvizsgaltak
TMV-fert6zott dohdny névényekben (Yang és mtsai. 1999, Chen és Chen 2000, Liu és
mtsai. 2004, van Verk és mtsai. 2008) és tobamovirussal fert6zott rezisztens paprikaban

(Park és mtsai. 2006, Oh és mtsai. 2008, Huh és mtsai. 2012).
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2.3.5.2. A WRKY faktorok szerepe paprika-tobamovirus kélcsénhatasban

Az els6 paprika WRKY gént (CaWRKY-a) a Capsicum annuum Bugang fajtabél
izolaltak RT-PCR (reverz transzkripcios polimeraz lancreakcié) modszerrel, degeneralt
primerek hasznalataval, melyek a konzervalt WRKY domént alkoté nukleotid
motivumhoz kotédtek (Park és mtsai. 2006). A CaWRKY-a expresszidja jelentésen
megnovekedett TMV-Po fert6zott paprika levelekben 24 6raval a fert6zést kovetden. Ez
az inkompatibilis kolcsonhatas nekrotikus 1éziok megjelenéséhez vezetett az L2
rezisztenciagén jelenlétének koszonhetden. Ezzel szemben, a WRKY-a transzkriptum nem
volt kimutathaté a fent emlitett paprika fajta és a TMV-P1,2 torzse kozott kialakuld
kompatibilis koélcsonhatasban. A CaWRKY-a gyorsan aktivalodott exogén szalicilsav,
etefon és metil-jazmonat kezelés hatasara (2 o6raval a hormonkezelést kovetden).
Elektroforetikus mobilitasi kisérletek (electrophoretic mobility shift assay, EMSA)
kimutattak, hogy a rekombinans WRKY-a fehérje kotédik a TTGAC motivumot tartalmazo
szintetikus oligonukleotidokhoz (Park és mtsai. 2006). Ezt a kot6dést megsziintette a fém-
kelat képz6é EDTA, ami blokkolta a Zn ionokat, amelyek nélkiilozhetetlenek a WRKY cink-
ujj régio DNS kotéséhez (de Pater és mtsai. 1996). A CaWRKY-a fehérje a védekezési
rendszer pozitiv szabalyozoéja, és kotodik a kiilonb6z6 PR-gének promotereiben talalhato
W-boxokhoz (Huh és mtsai. 2015).

A CaWRKY-b gén szintén indukalédott 12 6raval a fert6zést kdvetéen a Bugang
paprika fajta és a TMV Py patotipusa kozott kialalkul6é inkompatibilis kélcsonhatasban. A
CaWRKY-b gyorsan aktivalédott szalicilsav hatdsara, mig az etefon és metil-jazmonat
hatasa elhanyagolhat6 volt. A rekombinans CaWRKY-b fehérje kotodott a ribonukleazt
kodolo, és feltételezhet6en antiviralis hatasa CaPR-10 promoterében talalhaté W-boxhoz
(Park és mtsai. 2004). A CaWRKY-b gén csendesitése kevesebb lokalis nekrotikus 1éziét, a
CaPR-1, CaPR-5 és CaPR-10 gének csokkent expresszidjat és a TMV megndvekedett
rezisztencia bizonyitja, hogy a CaWRKY-b a védelemhez kapcsol6do jelatviteli utak pozitiv

szabalyozoja paprikaban (Lim és mtsai. 2011).
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2.3.6. A védekezési gének redox szabalyozasa fert6zott novényekben

Szamos fehérje funkcioit és enzimaktivitasat szabalyozza az intracellularis redox
potencidl (Benoit és Auer 2011). A fert6zott novényekben lejatszod6d védekezési
folyamatok szabalyozasaban is nagy szerepet jatszanak redox reakciok. A fert6zések
hatasara gyakran az oxigén részlegesen redukalt, reaktiv szarmazékai halmozddnak fel,
azaz oxidativ stressz zajlik le a fert6zott sejtekben, amelyek redox homeosztazisa ezaltal
megvaltozik. A fehérjék altaldban érzékenyek az oxidaciéra, kiiléondsen a cisztein és
metionin aminosavak kénatomjai. A redox-szabalyozasban igy nagy szerepet jatszanak a
tiol vegyiiletek reaktiv, konnyen oxidalédé szulfthidril (-SH) csoportjai (Winterbourn és
Hampton 2008). Egyes oxidativ fehérje modositasok reverzibilisek, ami igen alkalmassa
teszi ezeket a redox reakcidkat a metabolikus folyamatok iranyitasara. Egy fontos ilyen
reverzibilis folyamat az inter- és intramolekularis diszulfid-hidak kialakulasa fehérjékben
(Cremers és Jakob 2013). Novényi szovetekben a kis molekulatémegi tripeptid glutation
redukalt (GSH) és oxidalt (GSSG) formaja is részt vesz redox tipusu szabalyozasban

(Hacham és mtsai. 2014).
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3. Célkitiizések

A munkank alapvetd célkitlizése az volt, hogy korszer(i médszerekkel feltarjuk a
paprika-tobamovirus kdélcsonhatasok soran a fert6zott levelekben megindulé védekezési
reakciokat, és ezen keresztiil jobban megértsiik a paprika virus-rezisztenciajaban
szerepet jatsz0 biokémiai folyamatokat. Ennek érdekében 0Osszehasonlitottuk egy
kompatibilis és egy inkompatibilis paprika-tobamovirus kélcsonhatas soran aktivalodo
védekezési reakcidkat. A vizsgdlatokhoz egy paprika nemesitési vonalat és két
tobamovirus torzset hasznaltunk, hogy azonos genetikai hattér mellett tudjuk
0sszehasonlitani a két kiillonb6z6 virusfert6zés hatasat. Ezeken a célkitlizéseken beliil az
irodalmi adatok és az intézeti el6zetes eredmények alapjan kiilondsen két témakort
vizsgaltunk, egyrészt a paprika lipoxigenaz (LOX) enzimek, masrészt a paprika WRKY-
tipusi transzkripciés faktor fehérjék szerepét a tobamovirusokkal szembeni
ellenalléképességben. Ezeken a témakorokon belil els6sorban az alabbi kérdésekre

kerestink valaszokat:

Lipoxigenaz (LOX) témakor:

1. Hogyan replikalodik a két vizsgalt tobamovirus a fert6zott paprika levelekben,
illetve milyen mértékben indukaljak az ismert rezisztencia-indikator
korfolyamathoz-kapcsolt (PR) fehérjéket kodolo géneket?

2. Hogyan befolyasolja a két vizsgalt tobamovirus a fert6zott paprika levelekben a
kiillonb6z6 specifitdsi LOX izoenzimeket (9- és 13-LOX) kédolé LOX gének
kifejez6dését?

3. A legfontosabb novényi védekezési hormonok (szalicilsav, ja&zmonsav és etilén)
hogyan befolyasoljak a LOX gének expresszidjat illetve, hogyan hatnak a LOX
enzimaktivitasra?

4. Milyen mértékben valtoztatjdAk meg a tobamovirus fertézések a védekezési
hormonok bioszintézisében szerepet jatszé enzimeket kddolé gének aktivitasat a
fert6zott paprika levelekben?

5. Milyen szabalyoz6 nukleotid motivumokat tartalmaznak a vizsgalt paprika LOX

gének promoter DNS szakaszai?
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WRKY témakor:

6. Melyek azok a paprika WRKY gének, amelyek jelentésen indukalédnak az
inkompatibilis paprika-tobamovirus kélcsonhatds soran, mig az expresszidjuk
nem valtozik meg lényegesen a kompatibilis kdlcsonhatas folyaman?

7. Hogyan hatnak a legfontosabb novényi védekezési hormonok az egyes WRKY
gének expresszidjara?

8. Milyen szabalyoz6 nukleotid motivumokat tartalmaznak a vizsgalt paprika WRKY
gének promoter DNS szakaszai?

9. Egy kivalasztott WRKY gén tranziens tultermeltetése Nicotiana benthamiana
tesztnovények leveleiben hogyan valtoztatja meg a Dohany mozaik virus (TMV)

fert6zés altal okozott szisztémikus elhalast?

28



4. Anyagok és mddszerek

4.1. Novények és virusok

Kisérleteinkhez a TL 1791 paprika (Capsicum annuum L.) nemesitési vonalat
hasznaltuk, amely tartalmazza az L? rezisztenciagént. A paprika magokat Dr. Zatyko
Lajostol kaptuk (Zoldségkutaté Intézet, Budatétény). A magokat talajba iiltettiik, és a
novényeket iiveghazi koriilmények kozott neveltiik (18-23 °C; 160 umol m2 s
fényintenzitas; relativ paratartalom: 75-80 %), majd 55-65 napos korukban hasznaltuk
fel 6ket. A novények negyedik és 6todik valodi levelének egész feliiletét fert6ztiik az ObPV
és PMMoV virusszuszpenzioval. Konrollként kezeletlen és mock-fertdzott (vizes
alfert6zés) novényeket is hasznaltunk. Az ObPV-t Magyarorszagon (Csilléry és mtsai.
1983, Tobids és mtsai. 1982, 1989), mig a PMMoV-t Louisianaban (Amerikai Egyesiilt
Allamok) izolaltdk (Greenleaf és mtsai. 1964, Tébids és mtsai. 1982, 1989). A
fert6zésekhez (virus inokuldciéhoz) karburundumot haszndltunk, amivel a levelek
mechanikai sériilését fokoztuk. Minden kisérletben mock-inokulalt (karburundummal és
pufferrel kezelt) leveleket hasznaltunk kontrollként. A fert6zott és mock novényeket
nevel6kamraban tartottuk 25 °C homérsékleten, 16/8 o6ra valtakoz6 fény/sotét
megvilagitassal.

Tovabbi kisérletekhez Nicotiana benthamiana novényeket neveltiink liveghazi
korilmények kozott hat hetes korukig. Ezeket a névényeket hasznaltuk fel a paprika
WRKYZ gén tranziens Kkifejeztetésére (5.10.5. alfejezet). A transzgenikus és vad tipusu
novényeket TMV-vel fert6ztiilk a harmadik, negyedik, 6todik karburundummal beszoért
levélen. Minden esetben alfert6zést is végeztiink. A fert6zott és mock novényeket
nevel6kamraban tartottuk 23 °C hdémérsékleten, 16/8 oOra valtakozo fény/sotét

megyvilagitassal.

4.2 Hidrogén-peroxid kimutatasa diamino-benzidinnel

A levagott paprika leveleket 0,1 %-os 3,3’-diamino-benzidin oldattal telitettiik
vakuum segitségével, majd 3 6ran at csapvizben inkubaltuk. Ezutdn szintelenitd oldattal

mostuk a leveleket (etanol-kloroform 5:1, majd 0,15% triklorecetsav) egy €jszakan 4t, utdna
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friss szintelenitd oldattal mossuk tovédbbi egy napig. Mosas utan 50%-os glicerinben fixéljuk a

leveleket.

4.3. A lipoxigenaz enzimaktivitas mérése

Alevél kivonatokat 0,5 g folyékony nitrogénben lefagyasztott és eldorzsolt paprika
levélszovetbdl készitettiik, melyet 2 ml 0,2 M citrat-foszfat extrakcios pufferben (pH=7,6)
dorzsoltiink el, ami 0,5 % Triton-X detergenst és 1 % polivinil-pirrolidont tartalmazott. A
szuszpenziot lecentrifugaltuk (10500 rpm, 15 perc, 4 °C), majd a feliiliszot hasznaltuk a
mérésekhez. A spektrofotometrias enzimaktivitds mérést a mar korabban leirtaknak
megfelel6en végeztiik (Axelrod és mtsai. 1981). A méréseket két kiilonb6z6 pH értéken
végeztiik, 0,1 M citrat-foszfat pufferben (pH = 6,0) és 0,1 M bérsav-natrium-tetraborat
pufferben (pH = 9,0). A reakcidelegy 2,8 ml puffert, 120 uM linolsavat és 25 pl sejtmentes
novényi kivonatot tartalmazott. Az extinkcié6t 234 nm-en monitoroztuk 3 percen

keresztil. A kontroll méréseket linolsav nélkiil végeztiik.

4.4. Novények hormonkezelése

Kéthonapos paprika harom kozépsé levelét ecseteltiik be 1 mM natrium-szalicilat
(NaSA), 1 mM metil-jazmonat (MeJA) és 5 mM 1-amino-ciklopropan-1-karboxilsav (ACC)
oldattal. Kontrollként desztilldlt vizes kezelést alkalmaztunk. A kezelt és kontroll
névényeket nevel6kamrdban tartottuk 22 °C-on. A kezelést kovetd kiillonboz6

idépontokban vettiink mintat RNS kivonas és LOX aktivitas mérés céljabol.

4.5. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A novények negyedik, fert6zott levelébdl, valamint a fert6zott zoéna feletti,
kezeletlen, szisztemikus levelekbdl fehérjét vontunk ki. Mintavétel a fert6zést kovet6 3.,
6., 9., 15. és 20. napon tortént. A levélszovetet (0,2 g) folyékony nitrogénben
dorzsmozsarban eldorzsoltik, majd 1 ml 1 M Tris-HCl pufferben (pH=6,8)
szuszpendaltuk. A mintakhoz proteaz inhibitor koktélt adtunk (P9595, Sigma, St. Louis,

MO, USA). A mintakat lecentrifugaltuk (13 000 rpm, 15 perc, 4 °C). A feliiliszé 500 pl-es
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alikvotjdhoz azonos térfogatu mintapuffert (20% glicerin, 20% SDS, 2% merkaptoetanol)
adtunk, vortexeltiik, majd 95 °C-on 5 percig inkubaltuk. A fehérjetartalmat Bradford
modszerrel hataroztuk meg (Bradford 1976).

A fehérjéket molekulasuly szerint valasztottuk el egymastol denaturald
korilmények kozott. Az elektroforézishez fiiggdleges elrendezésli omniPAGE mini
(CVS10D, Cleaver, Rugby, UK) cellat és omniPAC MIDI (CS-300V, Cleaver, Rugby, UK)
tapegységet hasznaltunk. A futattast TRIS-glicin futtaté pufferrel (144 g/1 glicin, 30,3 g/1
Tris, 0,1 % SDS, pH 8,8) végeztiik. A gélek mérete 100 x 100 x 1 mm, mely 10 mm hosszu
5 %-os gylijtd gélbd], alatta pedig 12 %-os elvalaszto gélbdl allt. A gélek dsszetétele az

alabbi tablazatban lathato.

12 %-os elvalaszté gél 5 %-os gyijtd gél
desztillalt viz 1,98 ml 2,04 ml
akrilamid (30%, 37,5:1) 2,4 ml 0,51 ml
Tris-HCI 1,5ml (1,5M, pH 8,8) 0,375 ml (1 M, pH 6,8)
10% ammonium-
perszulfit (APS) 60 ul 30 ul
10 % SDS 60 ul 30 ul
TEMED 2,4 ul 3ul
végtérfogat: 6 ml 3 ml

Azonos fehérjekoncentraciéji mintakat vittliink fel a gélre, molekulasuly
markernek ProSieve QuadColor protein markert (#00193837, Lonza, Bazel, Svajc)
hasznaltunk. A futtatast 30 percig 80 V fesziiltségen, majd 90-120 percig 120 V
fesziiltségen végeztiik.

Futtatas utan a gélt fixalé oldatban (50 % metanol/10 % jégecet) aztattuk, majd
festettiik 0,1 % Coomassie R-250/40 % metanol/10 % jégecet dsszetétell oldattal. A gél

szintelenitését 10 % metanol/7 % jégecet Osszetétell oldattal végeztiik.

4.6. Virus kopenyfehérje kimutatasa Western blottal

A PAGE utan a fehérjéket a gélbdl nitrocellul6z membranra (#162-0115, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) vittiik at. Ehhez semi-dry blottolot (SD10, Cleaver, Rugby, UK) és
omniPAC MIDI (CS-300V, Cleaver, Rugby, UK) tapegységet hasznaltunk. A blottolo

szendvicset a gyarto utasitasi szerint készitettiik el. A blottolas 10 V fesziiltséggel 120
31



percig tartott. A blottolast kovet6en a membrant kétszer mostuk 5 percig desztillalt vizzel.
Az ObPV és PMMoV kopenyfehérje ellen nydlban termeltetett els6dleges antitesteket Dr.
Tébias Istvantél (ATK NOVI) kaptuk. A fehérjék azonositidsira kétféle moédszert
alkalmaztunk. Az elsé egy enzimatikus detektalas volt, amelynek soran a membran
mosast kovetden blokkold reagenssel (# 1096 176, Roche, Bazel, Svajc) blokkoltuk a
fehérjéket, kétszer 15 percig mostuk (100 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl, pH = 7,5), az
els6dleges ellenanyaggal 30 percig reagaltattuk, majd jabb mosasi 1épések kovetkeztek.
A masodlagos ellenanyaggal (#170-6518, Goat Anti-Rabbit IgG-AP Conjugate, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) 30 percig razattuk, majd ismét mostuk. Az el6hivast AP Conjugate
Substrate Kittel (#170-6432, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) végeztiik a gyart6 utasitasai
szerint. A masodik eljaras soran fluoreszcens fehérjedetektalast alkalmaztunk. A
WesternDot 625 Goat Anti-Rabbit Western Blot Kit (#W10142, Life Technologies,
Waltham, MA, USA) hasznalataval a fehérjéket UV fényben detektaltuk. A kisérletet a

gyarto utasitasai szerint végeztiik el.

4.7. Uj paprika lipoxigenaz gének kl6nozasa és szekvenalasa

Uj paprika LOX gének azonositasahoz nukleotid BLAST keresést végeztiink széja
13-LOX szekvencidval (GenBank J02795) a GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) és a
Gene Index Project (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi) (Quackenbush és mtsai. 2001)
paprika EST adatbazisban. A talalt EST-ket in silico nagyobb tentativ konszenzus (TC)
szekvenciakka alakitottuk. A TC szekvenciakat kisérletesen igazoltuk specifikus RT-PCR
primer parok segitségével (F1. tablazat, Fiiggelék), melyhez ObPV-fert6zott levelekbdl
szarmazo teljes RNS kivonatot hasznaltunk. Az egymas utan kovetkezd belsd
fragmenseket is amplifikaltuk specifikus primer parok hasznalataval (F1. tablazat,
Fliggelék). Egy masik modszerrel is azonositottunk 0j géneket, er6sen konzervalt LOX
nukleotid szegmensekre tervezett degeneralt primereket (F1. tablazat, Filiggelék)
hasznaltunk. Az Uj LOX gén 3' végi szekvenciajat 3-RACE kittel (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) azonositottuk. A megfelel6 méret(, el6z6leg megtisztitott PCR termékeket pGEM-T
vektorba (Promega, Madison, WI, USA) vagy a Clone]ET PCR Cloning Kit (Fermentas,
Vilnius, Litvania) hasznalataval pJET 1.2/blunt klénozé vektorba ligaltuk és kompetens

Escherichia coli sejtekbe klonoztuk a szokasos modszerekkel. A PCR terméket tartalmazo
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rekombinans plazmidokat High-Speed Plasmid Mini Kit-tel (Geneaid, Taipei, Taiwan)
megtisztitottuk, majd szekvenaltattuk (Macrogen, Amsterdam, The Netherlands). Az 1j
LOX szekvenciakat elhelyeztiik a GenBank adatbazisban.

4.8. Génexpresszios (RT-PCR) vizsgalatok a virusfert6zott paprika levelekben

A paprika levelekben zajl6 génexpresszids valtozasokat a reverz transzkripcios-
polimeraz lancreakcié (RT-PCR) modszerével vizsgaltuk. A virusfert6zott és kontroll
levelekbdl 100 mg-ot folyékony nitrogén segiségével dorzsmozsarban homogenizaltunk,
majd az 6ssz-RNS kivonast a Plant Total RNA Extraction Miniprep System (Viogene,
Sunnyvale, CA, USA) kit-tel végeztiik el. A kivonast a készlethez mellékelt utasitas szerint
végeztiik. Az RNS mennyiségét és minéségét NanoDrop (ND-1000) spektrofotométerrel
ellendriztiik. A reverz transzkripcié soran 2,5 pg 6ssz-RNS-r6l cDNS-t irtunk at a
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litvania)
segitségével, a gyarto utasitasai szerint. A reverz transzkripcié soran altalaban oligo (dT)
primert hasznaltunk, kivéve a virus kopenyfehérje gének vizsgalatanal, ahol a
kopenyfehérje génekre tervezett specifikus primer par reverz primerét alkalmaztuk.

A PCR reakciokat egy ALS-1296 mintatartoval kiegészitett PTC 200 DNA Engine
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) késziilékkel végeztiik el. A 20 pl térfogatl reakcid elegy
Osszetétele a kovetkez6 volt: 0,5 U Tag-polimeraz (DreamTaq Green DNA Polymerase,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), 2 ul reakci6 puffer (10X DreamTaq Buffer, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA), 0,4 ul 10 mM dNTP keverék, 0,8 ul forward és reverz
primer (5 uM), 1 ul templat cDNS, 14,9 ul RNaz mentes viz. A PCR program 3 perces
denaturalasi lépessel indult, 94 °C-on. A denaturalast kovetden altalaban 25 ciklus
kovetkezett, a kovetkez6 hGmérsékleteken: 94 °C-on 45 masodperc, tapadasi h6mérséklet
(primer-fiiggd) 45 masodperc, DNS szintézis 72 °C-on a PCR termék hosszatdl fliggd ideig
(30-60 masodperc). A ciklusok végeztével a mintakat 10 percig 72 °C-on inkubaltuk, majd
leh{itottiik. A szemikvantitativ PCR koriilmények betartasa miatt lehet6leg alacsony PCR
ciklusszamot hasznaltunk, hogy a vizsgalt transzkriptumok kiindulasi koncentraciéinak
aranya a kiilonb6z6 mintakban ne valtozzon jelentdsen. A vizsgalatokkal parhuzamosan
egy paprika aktin gén (GenBank AY572427) expressziojat is detektaltuk, mint konstitutiv

kontroll gént.
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A PCR-t kdvetben a reakciotermékeket agardz gélelektroforézissel valasztottuk el
egymastol. Az 1 %-os agardz gél mérete 100 x 100 x 5 mm volt. Az elektroforézishez
vizszintes elrendezésti MultiSUB Midi (Cleaver, Rugby, UK) cellat és omniPAC MIDI (CS-
300V, Cleaver, Rugby, UK) tapegységet hasznaltunk, az elvalasztas 80-120 V
feszultéséggel tortént. A PCR termékek megjelenitéséhez GelRed nukleinsav-festéket

(Biotium, Hayward, CA, USA) hasznaltunk.

4.9. A génexpresszios valtozasok vizsgalata valos idejii RT-qPCR -rel

A génexpresszidés valtozasok szamszer(sitéséhez valds idejli (real time)
kvantitativ RT-PCR moédszert hasznaltunk. A mérésekhez a Kapa SYBR FAST qPCR Kitet
(Kapa Biosystems) hasznaltuk, a reakcidelegyeket a gyarté utasitasai szerint allitottuk
0ssze. A reverz transzkripcioé soran szintetizalt cDNS-eket 1: 10 aranyban higitottuk
nukleaz mentes desztillalt vizzel. A qPCR reakciéelegy 2,5 pl higitott paprika 6ssz-cDNS-
t, 0,75 - 0,75 pl 5 uM-os forward és reverz primer oldatot (F1. tablazat, Fliggelék), 3,5 pl
desztillalt vizet, valamint 7,5 pl iQ SYBR Green 2x Supermix elegyet (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) tartalmazott 15 ul végtérfogatban. Minden reakci6 esetében legaldbb harom
parhuzamos mérést végeztiink. A kvantitativ méréseket DNA Engine Opticon 2 (M]
Research, MA, USA) miiszerrel végeztiik. A reakcié paraméterei a kovetkezbéek voltak:
kezdeti denaturaci6 95 °C-on 6 perc, majd 40 ciklusban 95 °C-os inkubaci6 30
masodpercig, 50 °C-os inkubacié6 30 masodpercig, majd 72 °C-os inkubacié 30
masodpercig, végiil a SYBRGreen festék fluoreszcencia intenzitasanak a mérése 84 °C-on
15 masodpercig. A PCR lefutasat kovetéen a termék specifikussagat olvadasi gorbe
detektalasaval ellendriztiik 55 °C-t6l 90 °C-ig (0,2 °C 0,2 s'1).

A PCR mérésekkel meghatarozott CT értékekbdl kiszamitottuk az expresszio
mértékét, az un. 2-44Cr modszerrel (Livak és Schmittgen 2001). Bels6 referencianak egy

paprika aktin gént hasznaltunk fel (GenBank AY572427).

4.10. Redox hatasu vegyiiletek hatasa a WRKY gének expresszidjara

Megvizsgaltuk harom paprika WRKY gén expresszids valtozasait redox hatasu

vegyliletekkel torténd kezelést kovetéen. Kéthonapos paprikak leveleib6l
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levélkorongokat vagtunk ki (atmérd: 12 mm), majd ezeket 10 mM hidrogén-peroxid, 2
mM L-2-ox0-4-thiazolidin-karboxilsav (OTC) és 1 mM GSH oldatok felszinére helyeztiik
Petri-csészékben. Kontroll kisérletben a levélkorongokat desztillalt viz felszinére
helyeztiik. A kezelt és kontroll levélkorongokat alland6 fényben inkubaltuk (150 umol m-
2 s'1). A levelkorongokbdl 6 as 24 6ra utan 6ssz-RNS kivonast végeztiink, majd RT-PCR
madszerrel, specifikus primer parok segitségével (F1. tablazat, Fiiggelék) detektaltuk a

gének transzkriptumainak mennyiségét.

4.11. A paprika WRKY2 gént kifejez6 dohany vizsgalata

A paprika WRKYZ2 gén funkciojanak jobb megismeréséhez olyan tranziens médon
transzformalt N. benthamiana novényt hoztunk létre, mely ezt a gént fokozottan fejezi ki.
Ehhez a Gateway rendszert alkalmaztuk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A
Gateway rendszer lambda fag alapu helyspecifikus rekombinaciot hasznal a szekvenciak
atviteléhez olyan plazmidok kozott, melyek kompatibilis rekombinacios helyeket
tartalmaznak (Earley és mtsai. 2006). A transzformalt névények létrehozasanak elsé
lépéseként a WRKYZ gén (GenBank: DQ402421) k6dol6 régidjat (a stop kodonnal egyiitt)
a specifikus WRKY2-OSP primer par segitségével végzett PCR reakcidoval felsokszoroztuk,
amelyhez templatként 5 mM natrium-szalicilattal kezelt paprika levelekbdl 2 nappal a

kezelést kovetben készult cDNS-t hasznaltunk:

WRKY2 50SP: GGAGATAGAACCATGGCTGCTTCAAGTTTCTCAT
WRKY2 3 OSP: CCTCCGGATCCTCAGCAAAGCAATGACTCCATA

A PCR terméket 1%-os agaroz gélen elvalasztottuk, megtisztitottuk, majd az igy nyert DNS
mintaval Gjabb PCR reakciot hajtottunk végre egy olyan primer parral (3' és 5' uni attB1),
amely specifikus adapter szekvenciakat tartalmazott, és ami ezért lehet4vé tette azt, hogy

a WRKYZ gént egy expresszids vektorba épitsiik:

5 uni attB1: GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATG
3 uni attB1: GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCACCGCCTCCGGATC
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A maésodik PCR reakci6 termékét ismét 1%-os agardz gélen valasztottuk el,
megtisztitottuk. Igy létrehoztuk az attP helyet hordozé WRKY2 szekvenciat, melyet az
attB helyet tartalmazé Gateway pDONR ZEO kiindulasi vektorba ligdltuk a BP-reakci6
soran (Earley etal. 2006). Ez a reakcio az attB és attP helyek kozott zajlik. A reakciot a BP-
klonaz enzim katalizalja, és létrejon a kiindulasi vektor, mely a WRKY2-t és az attL helyet
hordozta. Ebbdl a kiindulasi vektorbdl a WRKY2 gént restrikcids enzimatikus hasitassal
az attR helyet tartalmazo6 pEarleyGate 100 vektorba klonoztuk az LR-reakci6 soran. Az
LR-reakci6 a kiindulasi vektor attL helye és a cél vektor attR helye kézott torténik, az LR-
klonaz enzim katalizalja. Igy 1étrejon az expressziés vektor. A sikeres klénozast kovetden
a vektor plazmidot TOP10 E. coli torzsben felszaporitottuk. Az E.coli kolonidkban az M13
jeld primerparral (F1. tablazat, Fiiggelék) ellendriztiik a vektor felszaporodasat, majd a
vektort kivalasztott E. coli kolénidkbol az Agrobacterium tumefaciens LBA4404 torzsbe
transzformaltuk elektroporaciéval. A baktériumban a WRKYZ2-OSP primerparral
ellendriztiik a transzgén jelenlétét. A WRKYZ gént tartalmaz6 vektort hordozé A.
tumefaciens baktérium-szuszpenziot, valamint kontrollként az iires expressziés vektort
hordozé A. tumefaciens szuszpenziot Kifejlett N. benthamiana névények harom kozéps6
levelébe injektaltuk (Vaghchhipawala et al. 2011). A ndvényeket nevel6kamraban
tartottuk 23 °C hoémérsékleten, 16/8 dra valtakoz6 fény/sotét megvilagitassal. A
génexpresszios vizsgalatokhoz teljes RNS-t vontunk ki a transzformalt levelekbdl 3, 4, 5,
6, 7 és 10 nappal a transzformaciot kovetden. Kiilon kisérletekben a paprika WRKYZ
génnel illetve az lires vektorral transzformalt N. benthamiana dohanynévények harom
agroinfiltraltlevelét TMV-vel inokulaltuk, majd adott id6pontokban a levelekb6l 6ssz-RNS
kivonast végeztiink. Az 0ssz-RNS mintak segitségével kiilonb6zd dohany gének

expresszibjat vizsgaltuk meg RT-PCR technika felhasznalasaval.

4.12. Bioinformatikai modszerek

A szekvencia kereséseket a National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  GenBank-jaban és a Gene Index Project
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) (Quackenbush és mtsai. 2001) adatbazisaiban
végeztiik el. A szekvencia-hasonldsagi Kkereséseket az NCBI adatbazis BLAST

programjaval végeztiik el (Altschul és mtsai. 1997). A szekvencia egyeztetést és
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0sszehasonlitast a ClustalW és Muscle (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa) programokkal,
mig a hasonl6sagi torzsfakat a MEGA6 programmal (Tamura és mtsai. 2013) készitettiik
el. A Kloroplasztisz tranzit peptid (cTP) analiziseket a ChloroP 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP) és TargetP 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TargetP) szoftverekkel végeztiik (Emanuelsson és
mtsai.  1999). A  cisz-szabalyozé elemek azonositdsat a  PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be /webtools/plantcare/html/) (Lescot és mtsai. 2002)
és a PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (Higo és mtsai. 1999) internetes
adatbazisok segitségével végeztik el. A 9-LOX1, 13-LOXa, 9-LOXb, 13-LOXc és 9-LOXd
gének 1500 bp hossziisagu promoter szekvenciait a kozelmultban megszekvenalt paprika
genom adatbazisok (Kim és mtsai. 2014b, Qin és mtsai. 2014) genomi DNS szekvenciaibdl
azonositottuk (GenBank azonositék: ASJU01043507, ASJU01002729, ASJV01087659,
ASJU01002715, AYRZ01195616). A paprika WRKY-a, WRYKZ2, és WRYK70 gének 1500 bp
hosszlisagd promoéter szekvencidit szintén a GenBank-ban taldlhaté genomi DNS
szekvencidkban azonositottuk (GenBank azonositok: ASJU01068120, ASJU01043977 és
ASJU01022822). A promoéter motivumok sematikus diagrammjat az Illustrator for

Biological Sequences (IBS) szoftverrel (Liu és mtsai. 2015) készitettiik el.

4.13. Statisztikai modszerek
Minimum harom biolégiai ismétlés esetén végeztiink méréseket. A valds-idejii PCR

abrakon bemutatott értékek harom fiiggetlen parhuzamos mérés eredményei voltak, a

kozépértékeket Student-féle t-teszttel hasonlitottuk dssze.
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5. Eredmények

5.1. Az ObPV és PMMoV fertdzések tiinetei

A kompatibilis és inkompatibilis ndvény-virus kdlcsonhatasok 6sszehasonlitasara
az L3 rezisztenciagént hordozé TL 1791 paprika nemesitési vonalat mesterségesen
fertoztilk ObPV-vel (inkompatibilis kolcsonhatas) vagy PMMoV-vel (kompatibilis
kolcsonhatas).

Az ObPV fert6zés hatasara 3 nappal a fertdzést kovetden a leveleken nekrotikus
1ézidk jelentek meg (3. abra), mely megfelelt a korabban leirt eredményeknek (Csilléry és
mtsai. 1983, Tobias és mtsai. 1989, Rys és mtsai. 2014). Hat-hét nappal a fert6zést
kovetben a fertdzott levelek leestek a novényrél. A PMMoV-fert6zott leveleken nem
jelentek meg lathaté betegség-tiinetek, vagy csak nagyon enyhe klorétikus foltok voltak
megfigyelhetéek a korabbi megfigyeléseknek megfelel6en (3. abra) (T6bids és mtsai.
1989, Rys és mtsai. 2014).

ObPV PMMoV

3. abra. Lathatd betegség-tiinetek az ObPV és PMMoV fert8z6tt paprikaleveleken 5 nappal a
fert6zést kovetben.
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5.2. A hidrogén-peroxid kimutatasa fert6zott levelekben

Szamos novény-korokozo kapcsolatban kimutattak a reaktiv oxigén fajtak (ROS)
fokozott termel6dését és felhalmozodasat (Doke és Ohashi 1988, Allan és mtsai. 2001),
igy virusfert6zott novényekben is (Hernandez és mtsai. 2016). Az altalunk vizsgalt
paprika-tobamovirus kapcsolatokban megvizsgaltuk a hidrogén-peroxid
felhalmozédasat. Az ObPV- és PMMoV-fert6zott levelekben a H20:2 felhalmozddasat

hisztokémiai festéssel mutattuk ki, amelyhez 3,3’- diamino-benzidint (DAB) hasznaltunk.

ObPV PMMoV

4. abra. Hidrogén-peroxid kimutatasa 3,3’-diamino-benzidinnel (DAB) torténé hisztokémiai
festéssel az ObPV és PMMoV fert6z6tt paprika levelekben 3 nappal a fertézést kdvetéen. A-
szabadszemmel |athato fest6dések, B- fénymikroszkdppal észlelt festédések (Zeiss Axioskop 2

plus).
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Ez a vegylilet a H202-vel reagdlva barna, oldhatatlan elszinez6dést okoz a
levélszovetekben, amely fénymikroszképpal megfigyelheté (Adam és mtsai. 1995).

Az ObPV fert6zott paprika levelekben erds fest6dést észleltiink 3 nappal a fert6zést
kovetden (4. abra). A kompatibilis PMMoV-paprika kapcsolatban nem volt megfigyelhetd

jelentds mennyiségli H20:2 felhalmozo6dasa.

5.3. APMMoV kopenyfehérje kKimutatasa Western blot médszerrel

A virusfert6zés elérehaladasanak mennyiségi jellemzésére el6szor a virus
kopenyfehérje immunolégiai kimutatasat valasztottuk. A PMMoV kopenyfehérje
felhalmozddasat a fertzott paprika levelekben Western blottolassal kovettiik. A fertdzott
levelekbdl 6ssz-fehérje kivonast, majd a kivonatokkal fehérje gél-elektroforézist (PAGE)
végeztiink. Az elektroforézist kovetden a fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltuk,
majd elsddleges és masodlagos antitesttel kezeltik. A PMMoV kopenyfehérje
detektalasara kétféle modszert is 6sszehasonlitottunk. Az elsé esetben enzimatikus aton,
egy alkalikus foszfataz felhasznalasaval detektaltuk a PMMoV képenyfehérjét. Ebben az
esetben a kopenyfehérje a fert6zést koveté harmadik naptél a kisérlet végéig, a 20. napig
kimutathaté az inokulalt levélben (5. abra). A fert6zott novények szisztemikus (fels6, nem
inokulalt) leveleiben a fert6zést kovet6 15. naptél mutattuk ki a kopenyfehérje jelenlétét
(5. abra). A masik esetben a PMMoV kopenyfehérjét fluoreszcens festékkel jeloltiik. Ezzel
a modszerrel a virus felhalmoz6das az inokulalt levelekben hasonléan detektalhatd, mint
az enzimatikus detektalas esetén.

A szisztemikus fert6zott (nem inokuldlt) levelekben viszont érzékenyebbnek
bizonyult a fluoreszcens jelolés, a kopenyfehérjét mar 9 nappal a fertdzést kovetden
sikertilt kimutatni. A kisérlet végéig, a fert6zést kovetd 20. napig a PMMoV kdpenyfehérje
mennyisége novekedett az inokulalt és szisztemikusan fertdzott levelekben is. Az ObPV
kopenyfehérje immunologiai kimutatasara szintén végeztiink kisérleteket, amelyek
azonban eredménytelenek maradtak, feltehet6en a rendelkezésre all6 els6dleges antitest

nem volt megfeleld.
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K lokalis szisztemikus
3 3 6 9 15 20 3 6 9 15 20

Napok az inokulaciét kévetéen

5. dbra. A PMMoV kopenyfehérje felhalmozdddsanak kovetése az alsd, inokuldlt (lokalis)
illetve a fels6, nem inokulalt (szisztemikus) paprika levelekben Western blot mddszerrel és két
kilonb6z6 detektdlassal. A: enzimatikus detektalds, B: flureszcens detektdlas.

5.4. A virusreplikacié nyomon kovetése PCR modszerrel

Az ObPV és PMMoV replikaciés sebességének nyomon kovetéséhez a virdlis
kopenyfehérjéket kodold gének expresszidjat is megvizsgaltuk a fert6zott paprika
levelekben. A fert6zott levelekbdl 6ssz-RNS kivonast végeztiink, majd szemikvantitativ
RT-PCR moédszerrel, specifikus primer parok segitségével (F1. tablazat, Fiiggelék)
vizsgaltuk a gének kifejez6dését. Az ObPV és PMMoV kopenyfehérjéket kodold gének
transzkripciéja mar 4 draval a fert8zést kovetben megfigyelhetd volt, majd mindkét
kopenyfehérje gén transzkriptumainak a mennyisége folyamatosan emelkedett a
fert6zést kovetd 48 oraig (6. abra).

Jol megfigyelhet6 volt az is, hogy a kompatibilis paprika-PMMoV kapcsolatban a
PMMoV kopenyfehérje gén transzkriptumanak mennyisége jelentésen nagyobb
mértékben halmozodott fel, mint az inkompatibilis paprika-ObPV koélcsonhatdsban az
ObPV Kkopenyfehérje génterméke. A két virus replikdcidja kozotti kilonbség még
jelentésebb, ha figyelembe vessziik, hogy a PCR ciklusok szdma az ObPV virus esetében
25, mig a PMMoV esetében csak 20 volt (6. abra). Ezek az eredmények igazoltak, hogy az

ObPV csak jelentésen lassabban képes replikalédni az inokulalt paprika levelekben, mint
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a PMMoV, tehat a névény lényegesen nagyobb rezisztenciat mutat az ObPV-vel, mint a

PMMoV-vel szemben.

mock- inokulacié ObPV PMMoV

o [ R EEETTTIEN 1]
e R T T L

24 48 24 48 16 24 48

Orak az inokuléciét kévetden (hpi)

6. abra. A virusreplikacié nyomon kovetése az ObPV és PMMoV fert6zott paprika levelekben.
A virdlis kopenyfehérjét (coat protein, CP) kédold RNS mennyiségét szemi-kvantitativ RT-PCR
alkalmazasaval detektaltuk. Specifikus primer parokat terveztiink mindkét virus CP gén
szekvenciaira (ObPV-CP és PMMoV-CP). A PCR vizsgalatokat 25 és 20 PCR ciklusszammal
végeztik az ObPV, illetve a PMMoV fert6zott, inokulalt levelek esetében. A viralis RNS-ek
reverz transzkripciéjahoz az oligoT primer helyett a CP gén specifikus primer parok reverz
primereit hasznaltuk fel. Az abra harom fliggetlen bioldgiai kisérlet reprezentativ eredményeit
mutatja be.

5. 5. A kérfolyamathoz kapcsolt (PR) fehérjéket kddolo gének Kifejezdodése

A noévény-virus kolcsonhatadsok jobb megismeréséhez jelentds informacidkat
szolgaltat az Un. kdérfolyamathoz kapcsolt (PR) fehérjéket kddolo gének expresszidjanak
a vizsgalata a virusfert6zott novényekben (van Loon és mtsai. 2006). A teljes paprika
genom kozelmultban térténd megszekvenalasa (Qin és mtsai. 2014) illetve a paprika
gének azonositasa (annotalasa) az NCBI GenBank-jaban lehet6vé tette, hogy azonositsuk
a virusfertdzés szempontjabol fontos PR-géneket. A korabbi irodalmi adatok alapjan a PR-
1, PR-4 és PR-10 fehérjék vizsgalata fontos informacidkat szolgaltatott a virusfert6zott
paprika novényekrél (Kim és Hwang 2000, Park és mtsai. 2001 és 2004). Ezért az NCBI
adatbazisaban BLAST kereséssel azonositottuk ezeket a paprika PR-fehérjéket k6dolo
géneket. A PR-gének altal kodolt fehérje-szekvencidkat a Muscle programmal
Osszehasonlitottuk, majd a ClustalW2-Phylogeny programmal szekvencia-hasonl6sagi
torzsfat (dendogramot) allitottunk 6ssze, amelyet MEGA6 programmal abrazoltunk (7.
abra). A paprika genomban 10 PR-1 gént, 4 PR-4 gént és 10 PR-10 gént azonositottunk (7.
abra). Minden PR gén-csoportb6l 1 gént valasztottunk ki (7. abra, kék szinnel kiemelve) a
korabbi irodalmi adatok alapjan (Kim és Hwang 2000, Park és mtsai. 2001 és 2004),
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amelyekre specifikus primer parokat terveztiink (F1. tablazat, Fiiggelék). Kivalasztottuk
a patogén- és etilén-indukalhat6 bazikus PR-1 (BPR-1) gént (Kim és Hwang 2000), a TMV-
Po indukalhat6 PR-4 gént (Park és mtsai. 2001) és a PR-10 fehérjét kddol6 gént, mely
ribonukleaz aktivitast mutatott a TMV RNS-el szemben (Park és mtsai. 2004). A harom
gén altal kodolt fehérjék GenBank-i azonositd szamai sorrendben XP_016539393,
XP_016582213 és XP_016566469 (7. abra).

XP 016579630 15 616558940

PR- 1 P 01658.%(53916582330 XP 016544729

XP 016582339

PR-4

XP 016539393

AAF18934

XP 016541443

XP 016539405

XP 016542442

XP 016582213

XP 016574540

XP 016568108
XP 016568112

XP 016553654

XP 016566471
XP 016567295

XP 016566470
XP 016566469

XP 016568107 xp 016566468

PR-10

7. abra. A paprika genomban taldlhaté PR-1, PR-4 és PR-10 gének altal kodolt fehérjék
szekvenciainak hasonldsagi torzsfaja. A fehérje szekvencidkat a GenBank-i azonositod
szamukkal jeloltik. Az dbran kék szinnel emeltiik ki az értekezésben megvizsgalt géneket.

Az ObPV és PMMoV-fert6zott paprika levelekbdl kiilonb6z6 idépontokban 6ssz-
RNS kivonast végeztiink, majd RT-PCR moédszerrel vizsgdltuk meg a virusfert6zések
hatasait a harom kivalasztott PR gén expresszidjanak a valtozasaira. Az ObPV fert6zés mar
korai idépontokban és igen jelentésen indukalta mindharom vizsgalt PR gén expressziojat

(8. abra). A leggyorsabb aktivalédas a PR-10 gén esetén volt megfigyelhetd, amely mar 16
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oraval a fert6zést kovetéen indukalédott, majd a gén-expresszid a fert6zést kovetd 48
oraig emelkedett. Az ObPV fert6zés a PR-4 transzKkriptumok igen nagymértéki
felhalmozddasahoz vezetett 24 és 48 o6raval a fert6zést kovetden (8. dbra). A BPR-1 gén
esetén a transzkriptum mennyisége csak 48 oraval az ObPV fertdzést kovetben
novekedett meg jelent6sen (8. abra). A PMMoV és mock-fertzés a vizsgalt PR gének

expresszidjat csak elhanyagolhaté mértékben valtoztatta meg (8. abra).

mock-inokulécio ObPV PMMoV

24 48 24 48 24 48

Orak az inokulaciét kovetéen (hpi)

8. dbra. Harom korfolyamathoz kapcsolt (PR) fehérje kddolé génjeinek a kifejez6dése ObPV és
PMMoV fert6zott (inokuldlt) paprika levelekben. A BPR-1, PR-4 és PR-10 génekre tervezett
specifikus primer parokkal, szemi-kvantitativ RT-PCR mddszerrel detektaltuk a génexpresszids
valtozdsokat. Kontrollként mock-inokuldlt leveleket vizsgaltunk. Egy paprika aktin gén
expressziojat is meghatdroztuk konstitutiv kontroll génként. Az dbra harom fliggetlen bioldgiai
kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be.

A"klasszikus" PR fehérjék utan megvizsgaltuk a szintén a korfolyamathoz-kapcsolt
fehérjék kozé sorolhato defenzin és tionin géneket kddol6 gének expresszidjat is. A magas
cisztein (kén)-tartalmu defenzin és tionin fehérjék fontos szerepet toltenek be a
gombakkal és baktériumokkal fert6zott novények védekezési reakcidiban (Broekaert és
mtsai. 1995). Kevés ismeret all viszont a rendelkezésiinkre a virusfert6zott novényekben
betoltott szerepiikrél (Mitter és mtsai. 1998, Takahashi és mtsai. 2004, Kushwaha és
mtsai. 2015). Ezért megvizsgaltuk egy defenzin és egy tionin fehérjét kodol6 paprika gén
expresszidjanak a valtozdsait ObPV- és PMMoV-fert6zott paprikandvények leveleiben
(GenBank AF442388 és AF112869). Erdekes moédon az ObPV fertézés hatasara

erdteljesen megemelkedett a defenzint kddolé gén expresszidja mar a fert6zést kovetd
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igen korai idépontokban, mig a PMMoV fert6zés hatdsara csak egy joval gyengébb és
tranziens gén-aktivalédas volt megfigyelhetd (9. dbra). A defenzin gén mellett a masik
magas cisztein-tartalmu védekezési fehérjét, egy tionint kédolé gén expresszidja is
jelentésen megemelkedett az ObPV-, illetve a PMMoV-fert6zés hatasara. A tionin gén
esetében a génexpresszid6 mindkét virusfertézés esetében egyforma mértékben
emelkedett meg a fert6zéseket kdvetd 16. és 48. 6ra kozott, ami arra utalt, hogy ennek a

génnek nincs szerepe a virus-rezisztencia kialakulasdban (nem mutatott eredmények).

0 4 8 16 24 48

Orék az inokulaciét kévetden (hpi)

9. abra. Egy defenzin gén (GenBank AF442388) expresszidjanak aktivdléddsa ObPV és
PMMoV-fert6zott (inokuldlt), illetve kontroll (mock-inokulalt) paprikalevelekben,
szemikvantitativ RT-PCR mddszerrel vizsgalva. Az abra harom flggetlen bioldgiai kisérlet
reprezentativ eredményeit mutatja be.

5.6. A lipoxigenazok (LOX) szerepe ObPV- és PMMoV-fert6zott paprikaban

5.6.1. A paprika LOX géncsalad uj tagjainak azonositasa

Ismert, hogy a magasabbrendii névényekben a LOX géneket kisebb géncsaladok
kodoljak (Feussner és Wasternack 2002, Gullner és mtsai. 2010). Kisérleteink kezdetekor
csak egy paprika LOX gén (9-CaL0X1) volt megszekvenalva (GenBank FJ377708) (Hwang
és Hwang, 2010), ezért el8szor tovabbi paprika LOX gének azonositasat tliztiik ki célul. A
kezdeti kisérletekben nukleotid BLAST keresést végeztiink a GenBank és a The Gene
Index Project (TGIP) expresszalddd szekvencia jel (expressed sequence tag, EST)
adatbazisban a burgonya 9-LOX és a sz6ja 13-LOX szekvenciak felhasznalasaval (GenBank
U60202 és J02795). A nagyszamu EST szekvencia felhasznalasaval tobb lehetséges

konszenzus (tentative consensus, TC) szekvenciat hoztunk létre in silico. Négy ilyen
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hipotetikus konszenzus nukleotid szekvenciat igazoltunk kisérletesen RT-PCR-rel,
specifikus primer parok segitségével (F1. tablazat, Fiiggelék). llyen médon harom paprika
LOX gént teljes fehérje kddolo régidjanak szekvenciajat, és egy tovabbi LOX gén részleges
szekvenciajat meghataroztuk és a szekvenciakat a GenBankban elhelyeztiik (GenBank
JF304313, DQ473539, KC404864 és DQ473540).

El6szor egy 0j 13-LOX gént klonoztunk, majd a Macrogen cég (Amsterdam,
Hollandia) kézremiikodésével megszekvenaltattuk. A kapott 2816 bp hosszusagi cDNS
egy nyilt leolvasasi keretet tartalmazott, mely egy 898 aminosavbol all6 fehérjét kddol. Az
Uj gént CaLOX-a-nak neveztiik el (GenBank azonosité szama: JF304313). A CaLOX-a
fehérje szamitott molekulatomege 101102 Dalton, elméleti pl értéke 5,92. A CaLOX-a
nagyfoka hasonl6sagot mutatott az ismert 13-LOX enzimekkel. A protein BLAST keresés
alapjan a CaLOX-a a legnagyobb foku azonossagot a burgonya Kkloroplasztikus 13-LOX-
szal (GenBank NP_001274843, 86% azonossag) és a Nicotiana attenuata LOX2-vel
(AAP83137, 84% azonossag) mutatta. A CaLOX-a fehérjében megtalalhatdk a tipikus LOX
motivumok. A CaLOX szekvencidban az erdésen Kkonzervalédott, jellegzetes 38
aminosavbol allé6 motivum, amely magaban foglalja az 5 hisztidint (Steczko és mtsai.
1992) az 551-588. pozicidban taldlhat6. A nem-hem vas atom kotéséért az 551., 561. és
748. pozicidoban 1évd hisztidinek, a 752. pozicioban 1év6 aszparagin és a 898. pozicidju
izoleucin jatszik dontd szerepet (Minor és mtsai. 1996). A szerin-fenilalanin (SF) motivum
a 613.-614. helyen jelzi a CaLOX-a enzim 13-LOX-specifitasat (Hornung és mtsai. 1999).

A kutatdcsoportunk korabbi munkaja soran mar azonositott és részlegesen
megszekvenalt két paprika 9-LOX gént (Gullner és mtsai. 2010). A jelen munka soran ezen
két gén teljes fehérjekddold szekvenciajat is meghataroztuk specifikus primer parok
segitségével (F1. tdblazat, Fiiggelék). A specifikus primer pdarokat a paprika EST
szekvencidk felhasznalasaval in silico 6sszeallitott konszenzus szekvenciak segitségével
terveztiik meg. A két teljesen megszekvenalt paprika 9-LOX gént 9-LOXb és 9-LOXd-nek
neveztiik el (GenBank DQ473539 és DQ473540).

Ezt kdvet6en egy masik paprika 13-LOX gént is azonositottunk a konzervativ LOX
szekvencia-szakaszokra tervezett degeneradlt primerek segitségével (F1. tablazat,
Fliggelék). Az igy kapott részleges szekvenciat 3’-RACE moddszerrel kiegészitettiik a 3’
iranyban. A részleges 13-LOX szekvenciat 13-LOXc-nek neveztiik el (GenBank KC404864).

A teljes szekvenciat mar nem kellett meghataroznunk, mivel a kisérleteink soran
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publikaltak a paprika teljes transzkriptomanak a szekvendalasat (Ashrafi és mtsai. 2012),
és igy a gén teljes fehérje k6dolo szekvencidja is elérhet6 volt (GenBank JW060937). A 13-
LOXc teljes leolvasasi kerete 2724 bp hosszisagi volt, amely egy 907 aminosav
hosszusagu, 103 kD tomegl 13-LOX fehérjét kodolt, amelynek az elméleti pl értéke 6,00
volt. A 13-LOXc fehérje a legnagyobb, 83%-o0s szekvencia homolégiat a burgonya
kloroplasztiszban talalhat6 13-LOX-szal (GenBank XP_006354212) mutatta, de 79%
hasonlésagot mutatott a N. attenuata LOX2 szekvenciajaval is. A 13-LOXc fehérje
szekvencia tartalmazta a LOX fehérjékben igen konzervalt 38 aminosav hosszisagu és 5
hisztidint tartalmazé motivumot (560-597. aminosavak), a nem-hem vas kotésében
szerepet jatszo tipikus aminosavakat (560, 570, 757, 761 és 907. aminosavak) és a 13-
LOX specifitdsra utalé SF aminosav motivumot is (622-623. aminosavak) (Hornung és
mtsai. 1999).

Az altalunk teljesen, ill. részben megszekvenalt négy LOX gén altal kédolt fehérjék
sejten beliili elhelyezkedésének valdsziniisitéséhez a vilaghalén elérhet6é ChloroP 1.1 és
TargetP 1.1 programokat hasznaltuk (lasd Anyagok és mddszerek). Ezek a szamitégépes
predikciék azt mutattdk, hogy a 13-LOXa és 13-LOXc fehérje szekvencidk a
kloroplasztiszba iranyit6, N-terminalis tranzit-peptideket tartalmaznak, és igy
feltehet6en a kloroplasztiszokban lokalizalédnak. A két 9-LOX fehérje viszont a
szamitogépes predikcio szerint a citoszolban helyezkedik el.

A kutatémunkank ideje alatt két kutatocsoport is meghatarozta fiiggetlen médon a
paprika teljes genomszekvenciajat (Kim és mtsai. 2014b, Qin és mtsai. 2014), igy a LOX
szekvenciak is ismerté valtak. Az NCBI GenBank-jaban jelenleg 16 fehérje-kodold LOX gén
talalhatd. Ezek mellett 7 LOX pszeudo-gén is megtalalhat6 az adatbazisban. A 16 fehérje-
koédolé gén altal kédolt LOX fehérje szekvencidjat Muscle programmal
0sszehasonlitottuk, majd a ClustalW2-Phylogeny programmal szekvencia-hasonl6sagi
torzsfat (dendogramot) allitottunk 6ssze, amelyet MEGA6 programmal dbrazoltunk (10.
abra). A szekvencia 6sszehasonlitasok szerint két jol elkiiloniilé csoportba sorolhatéak a
paprika LOX fehérjék, amelyekb6l 11 darab 9-LOX, mig 5 darab 13-LOX specifitast
mutatott a szekvencia-hasonlésagok alapjan. A torzsfan zold szinnel kiemeltiik az dltalunk

megszekvenalt LOX gének altal kodolt fehérjéket.
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9-LOX

XP 016581877
NP 001311581
XP 016578604

9 LOXd

9 LOXb
XP 016565872

XP 016555365

XP 016538599

XP 016566425

XP 016538600
XP 016581876

13-LOX

NP 001311748

13 LOXa

XP 016547546

XP 016542788

10. abra. A paprika genomban taldlhatd lipoxigendz (LOX) gének altal kodolt fehérjék
szekvencidinak 6sszehasonlitd torzsfaja. A LOX fehérjéket az NCBI GenBank-janak azonositd
szamaival jeloltik, kivéve az dltalunk megszekvenalt és elnevezett négy LOX fehérjét,
amelyeket zo6ld szinnel emeltliink ki. Az altalunk részletesen vizsgalt, de kordbban mar
megszekvenalt, 9-LOX fehérjét kddold gént (Hwang és Hwang 2010) sarga szinnel jeloltik. A
LOXa, LOXb, LOXc és LOXd fehérjék GenBank-i azonosité szamai sorrendben: ADZ73653,
ABF19102, AGH61344 és ABF19103.

5.6.2. A LOX gének aktivalédasa ObPV és PMMoV fert6zott levelekben

A Kkutatocsoportunk kordbban mar kimutatta hdrom paprika 9-LOX gén
aktivaciojat ObPV fert6zott levelekben szemikvantitativ RT-PCR segitségével (Gullner és
mtsai. 2010). Jelen vizsgalataink sordn 6t LOX gén expresszidjanak a valtozasait vizsgaltuk
meg az ObPV és PMMoV fert6zott paprika levelekben (10. abra). A vizsgalatokhoz
kivalasztott 6t paprika LOX gén a kovetkezo volt: 9-LOX1 (GenBank F]J377708), 13-LOXa
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(JF304313), 9-LOXb (DQ473539), 13-LOXc (KC404864) és 9-LOXd (DQ473540). Ezek
kozott szerepel az altalunk teljesen vagy részben megszekvenalt négy LOX gén (GenBank
JF304313,DQ473539, KC404864 és DQ473540). A 9-LOX1 gént (GenBank FJ377708) mar
korabban megszekvenaltdk (Hwang és Hwang 2010). Az 6t kivalasztott LOX gén
expresszidjanak vizsgalatahoz minden génre specifikus primer parokat terveztiink (F1.
tablazat, Fiiggelék). Mivel a LOX gének fehérje-kddol6 régidinak a szekvenciai gyakran
igen hasonl6ak, a primertervezés soran olyan reverz primereket valasztottunk ki,
hogy ezzel is noveljiik a primerek specifitasat.

Az ObPV és PMMoV fertzott valamint mock-inokulalt levelekbdl 6ssz-RNS
kivonast végeztiink a fert6zést kovetd kiilonboz6 korai idépontokban (4-48 o6raval a
fert6zést kovetden) és az ot kivalasztott LOX gén kifejez6désének a valtozasait valésidejli
RT-qPCR modszerrel vizsgaltuk. Konstitutiv kontroll génként egy paprika aktin gén
(GenBank AY572427) expresszidjat is mértiik a LOX génekkel parhuzamosan.

Az ObPV fert6zés mind az 6t LOX gént aktivalta, de az aktival6das mértéke és annak
id6beli alakuldsa nagymértékben kiilonbozott az egyes gének kozott. A 9-LOX1 gén
expresszibja 24 6raval a fert6zést kovetéen kezdett ndvekedni, majd 48 6raval a fert6zést
kovetéen mar 118-szoros indukciot mértiink (11. abra). A 13-LOXa és a 13-LOXc gének
esetén 8 draval a fertdzést kovetden 12-, ill. 3,5-szeres novekedést tapasztaltunk, de a
kés6bbi idépontokban a génexpresszié mindkét gén esetében lecsokkent (11. abra). A 9-
LOXb gén expresszidja szintén gyorsan és erdsen indukalodott, és 8 oraval a fertzést
kovetéen 15-szords novekedés volt tapasztalhatd, majd a génexpresszié tovabb
emelkedett a fert6zést kovetd 24. oraig. Ezzel ellentétben a 9-LOXd gén expresszidja 16
oraval a fert6zést kovetéen csak atmenetileg emelkedett meg (11. abra). A PMMoV
fert6zés nem valtoztatta megjelent6sen a 9-LOX1 expresszidjat. A 9-LOXb és 9-LOXd gének
esetében a PMMoV fert6zés sokkal gyengébb aktivaciot okozott, mint az ObPV (11. abra).
A 13-LOXa és 13-LOXc gének esetében az expresszié alapvet6en nem kiilonbo6zott az ObPV
és PMMoV fert6zott mintakban (11. abra). Azonban a 13-LOXc expresszidjanak idéprofilja
eltér az ObPV és a PMMoV fert6zések kozott. Az ObPV fert6zés esetén atmeneti expresszio
fokozo6das tapasztalhaté 8 6raval a fert6zést kovetéen, mig a PMMoV fert6zott levelekben

egy hasonl6 atmeneti emelkedés csak 8 6raval késdbb figyelhetd meg (11. abra).
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11. abra. A paprika 9-LOX1 (GenBank FJ377708), 13-LOXa (JF304313), 9-LOXb (DQ473539), 13-
LOXc (KC404864) és 9-LOXd (DQ473540) gének expresszios valtozasai ObPV és PMMoV
fert6zést, valamint mock-inokulaciét kovetGen a fert6zott levelekben. A valds idejli RT-qgPCR
méréseket génspecifikus primer parokkal végeztik. Egy aktin gén kifejez6dését mértiik
konstitutiv kontrollként. Az abran mutatott értékek harom fliggetlen parhuzamos mérés
standard hiba. Az 4bra jel6lései: * ,
eltéréseket a virusinokuldlt és kontroll névények kozott P =5%, 1% és 0,1% szinten a Student

eredményei, +

teszt szerint.

* % és k %k *x
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5.6.3. Lipoxigenaz gének aktivalodasa hormonkezelt levelekben

Avédekezéshez kapcsoldd6 novényi hormonok dontd szerepet jatszanak a virusok
altal kivaltott jelatviteli folyamatokban, amelyek aktivaljdAk a novények védelmi
mechanizmusait (Bari és Jones 2009, Alazem és Lin 2015). A hormonok szerepének jobb
megismeréséhez az ObPV és PMMoV fert6zott paprika levelek védekezési reakcidiban
megvizsgaltuk a 9-LOX1, 13-L0OXa, 9-LOXb, 13-LOXc és 9-LOXd gének expresszids profiljat
1- és 5 mM-os natrium-szalicilattal, metil-jazmonattal és 1-amino-ciklopropan-1-
karboxilsavval (ACC, etilén prekurzor) kezelt paprika levelekben. Teljes RNS-t vontunk ki
a hormonkezelt és kontroll n6vényekbdl kiilonb6z6 id6pontokban (4-48 éraval a kezelést
kovetden), majd a LOX génexpresszids szinteket valos ideji RT-qPCR technikaval mértiik.

A hormonkezelések nagyon kiilonb6zd hatast gyakoroltak a LOX gének
kifejez6désére (12-13. abra). A natrium-szalicilat és a metil-jazmonat indukalta mind az
0t LOX gén expresszidjat, de igen kiilonb6z6 mértékben. A natrium-szalicilat kezelés a 9-
LOX1, 13-LOXa és 13-LOXc gének atmeneti aktivalodasahoz vezetett, mig a 9-LOXb
kifejez6désére csak kismértékben hatott. A legnagyobb hatdst az 1 mM natrium-szalicilat
a 9-LOXd expresszidjara gyakorolta, ahol 26-szoros novekedést tapasztaltunk 4 éraval a
kezelést kovetden (12. abra). Az 1 mM metil-jazmonat kezelés, az 5 mM Me]A kezeléshez
hasonléan, a legjelent6sebb indukciot a 9-LOX1 és 13-LOXa gének esetén valtotta ki, ahol
31- és 39-szeres novekedést mértiink. A 9-LOXb gén expresszidjat is jelentésen
megnovelte a metil-jazmonat, mig a 13-LOXc és 9-LOXd csak kevéssé aktivalédott (12. és
13. abra). Az 1 mM ACC kezelés nem indukalta jelent6sebb mértékben a vizsgalt LOX
gének expresszidjat (12. abra). Az 5 mM ACC kezelés azonban fokozatosan novelte a 9-
LOX1 gén traszkripcios szintjét, 24 draval a kezelést kovetéen 59-szeres novekedést
meértiink (13. abra). Ez alatamasztja egy korabbi kisérlet eredményeit (Hwang és Hwang
2010), amelyben kimutattak, hogy a 9-LOX1 gén erdsen indukalddik etilén kezelés
hatasara. Az 5 mM ACC kezelés aktivalta a 13-LOXa és 9-LOXb géneket is, ugyanakkor a
13-LOXc és a 9-LOXd génekre nem volt hatassal (13. abra).
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12. abra. A paprika 9-LOX1 (GenBank FJ377708), 13-LOXa (JF304313), 9-LOXb (DQ473539), 13-
LOXc (KC404864) és 9-LOXd (DQ473540) gének expresszids valtozasai 1 mM natrium-szalicilat
(Na-SA), 1 mM metil-jazmonat (MeJA) és 1 mM 1-amino-ciklopropan-1-karboxilsav (ACC)
kezelést kdvetben. A valds-idejli RT-qPCR méréseket génspecifikus primer parokkal végeztiik.
Egy aktin gén kifejez6dését mértik konstitutiv kontrollként. Az abran mutatott értékek harom
flggetlen parhuzamos mérés eredményei + standard hiba. Az dbra jelolései: * , ** és ***
mutatjak a szignifikans eltéréseket a hormonkezelt és kontroll névények kozott P=5%, 1% és
0,1% szinten a Student teszt szerint.
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13. abra. A paprika 9-LOX1 (GenBank FJ377708), 13-LOXa (JF304313), 9-LOXb (DQ473539), 13-
LOXc (KC404864) és 9-LOXd (DQ473540) gének expresszids valtozdsai 5 mM natrium-szalicilat
(Na-SA), 5 mM metil-jazmonat (MelJA) és 5 mM 1-amino-ciklopropan-1-karboxilsav (ACC)
kezelést kovetGen. A valds idejid RT-gPCR méréseket génspecifikus primer parokkal végeztiik.
Egy aktin gén kifejez8dését mértik konstitutiv kontrollként. Az abran mutatott értékek harom

flggetlen parhuzamos mérés eredményei + standard hiba. Az dbra jeldlései: * ,

mutatjak a szignifikans eltéréseket a hormonkezelt és kontroll névények kozott P=5%, 1% és

0,1% szinten a Student teszt szerint.
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5.6.4. A LOX enzimaktivitas mérése hormonkezelt levelekben

Annak érdekében, hogy tobbet megtudjunk a védekezési hormonok LOX
anyagcserére gyakorolt hatdsardl, meghataroztuk a teljes LOX enzimaktivitdst 1 mM
natrium-szalicilattal, 1 mM metil-jazmonattal és 5 mM ACC-vel kezelt levelekben. A LOX
aktivitasokat két kiilonb6z6 pH értéken mértiik, mert a kiilonb6zé LOX izoenzimeknek
eltér a pH optimuma (Siedow 1991, Hornung és mtsai. 2008, Gullner és mtsai. 2010). Az
5 mM ACC kezelés gyors és jelentés LOX 0ssz-aktivitds novekedéshez vezetett mindkét
pH értéken (14. abra), mely megfelel a korabban ko6zolt eredményeknek (Ievinsh 1992).
Két nappal az 5 mM ACC kezelést kovetéen a LOX aktivitas 3- és 4,4-szerese volt a kontroll
levelekben mért aktivitdsoknak pH=6,0 és pH=9,0 esetében (14. abra). Az ACC-kezelt
levelekben a LOX aktivitas a harmadik és negyedik napon lassan a kontroll szintjére
csokkent. Az ACC-vel ellentétben a natrium-szalicilat és a metil-jazmonat kezelés csak
kései és gyenge LOX aktivitas-novekedést okozott (14. abra). Hasonl6 eredményeket
figyeltiink meg olyan levelekkel is, melyeket levagtunk a noévényrél és a levélnyeleket
hormontartalmt oldatba allitottuk. Ebben az esetben is csak az 5 mM ACC kezelés
eredményezett jelentés LOX aktivitds novekedést, az 1 mM natrium-szalicilat és metil-

jazmonat hatastalan volt (ezek az eredmények nincsenek bemutatva).

54



2,0

pH — 6,0 *kk

15 I "
E % l *%
1,0 A
o] E
:‘0-0' ’ |-£——=‘%?'i"‘_£:§““———~ﬁ%
82
20,0 . : : .
= 1 2 3 4
g —0—deszt viz
& 15{ PH=9,0 a1 M Mesa
k= *% —a— 5 mM ACC
=
% 1 ‘O i =
© | J %
5 1

0,5 *k ’; L

A \*
i *
0,04 : : T .
0 1 2 3 4

Napok a kezelest kdvetden

14. abra. A lipoxigendaz (LOX) enzimaktivitds valtozasai paprika levelekben 1 mM natrium-
szalicilat (NaSA), 1 mM metil-jazmonat (MeJA) és 5 mM 1-aminociklopropan-1-karboxilsav
oldatokkal torténd beecsetelés hatdsara. Kontrollként desztillalt vizes kezelést alkalmaztunk.
A spektrofotometrias LOX 0ssz-aktivitas mérések a paprikalevelek sejtmentes kivonataival két
kiilonboz6 pH értéken (pH=6,0 és 9,0) torténtek. Az dbran mutatott értékek harom flggetlen
parhuzamos mérés eredményei + standard hiba. Az dbra jelolései: * , ** és *** mutatjak a
szignifikans eltéréseket a hormonkezelt és kontroll novények kozott P = 5%, 1% és 0,1%
szinten a Student teszt szerint.

5.6.5. A paprika LOX gének promaéter szekvenciajanak az elemzése

Annak érdekében, hogy feltarjuk az 6sszefliggéseket a névényi hormonok LOX

génekre gyakorolt hatdsa és a gének promoterében talalhat6, hormonokkal kapcsolatos
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cisz-szabalyozé elemek kozott, in silico promoter elemzéseket végeztiink a PlantCARE és
a PLACE programok segitségével. Megvizsgadltuk a mar ismert promoéter szabalyozo
elemek el6fordulasat a transzlaciés start helyet megel6z6 1500 bp hosszisaga nukleotid
szakaszon a 9-LOX1, 13-LOXa, 9-LOXb, 13-LOXc és 9-LOXd gének genomi DNS
szekvenciajaban. A promoter szekvencidk két paprika genom szekvenalé projekt
adatbazisabol szarmaztak (Kim és mtsai. 2014b, Qin és mtsai. 2014). Mindegyik LOX gén
promotere tartalmazott szamos olyan cisz-szabalyozé elemet, amelyek részt vesznek a
védekezési gének hormonalis és patogén-indukalt szabalyozasaban. Erdekes médon a
LOX gének promotereiben megtalalhaté ERE motivumok szama korrelalt a LOX gének
ACC-indukalhatésagaval. Az erdsen ACC-indukalhaté 9-LOX1 gén (13. abra) négy ERE
motivumot tartalmaz, ezek koziil harom ATTTCAAA tipust elem (Itzhaki és mtsai. 1994)
mig a negyedik egy un. GCC-doboz (AGCCGCC) (Ohme-Takagi és mtsai. 2000) (15. abra).
Egy ERE-t taldltunk a gyengén ACC-indukalhat6 13-LOXa as 9-LOXb génekben, mig egyet
sem a 13-LOXc és 9-LOXd génekben, melyek expresszidjat nem befolydsolta az 5 mM ACC
(13. és 15. abra). Nem talaltunk Osszefiiggést a LOX gének natrium-szalicilat és metil-
jazmonat indukalhat6saga és a vellik kapcsolatos cisz-szabalyoz6 elemek kozott. A 10 bp
TCA-tipusu szalicilsav valaszért felel6s motivumot (CCTTCTTTTT) (Goldsbrough és
mtsai. 1993, Shah és Klessig 1996) a 9-LOXb gén promoterében azonositottuk (15. dbra).
Tovabbi TCA-tipusu szalicilsav valaszért felel6s motivumokat (Pastuglia és mtsai. 1997)
azonositottunk a 13-LOXa (AAGAAGAATA) és 9-LOXd gének (TCAGAAGTGG és
TAGAAGAATA) promdtereiben (15. abra). A 9-LOXd gén promdterében jelen levo két TCA-
tipusi motivum jelenléte 6sszefiiggésbe hozhatdé ennek a génnek a korai és jelentds
natrium-szalicilat indukalhatésagaval (12. abra). Az as-1-szerd elem (TGACG), melyet
harom LOX gén promoterében is megtalaltunk (15. abra), kapcsolatba hozhat6 a
szalicilsav (Lebel és mtsai. 1998, Strompen és mtsai. 1998) és a jazmonsav-
indukalhat6saggal is (Rouster és mtsai. 1997). Egy G-doboz elemet (CACGTG) és egy G-
doboz-szerii szegmenst is (AACGTG) azonositottunk a 13-LOXc és 9-LOX1 prométerében.
A G-dobozokat elsésorban a jazmonsav-indukalhatésaggal hoztak kapcsolatba (Memelink
2009) de mas hormonokkal is 6sszefliggésben lehetnek (Menkens és mtsai. 1995). Fontos
megemliteni, hogy szamos kanonikus W-boxot (3-6 kdpia) azonositottunk négy LOX gén
promoterében (15. abra). Ezekrdl a (C/T)TGAC(C/T) motivumokroél bizonyitottak, hogy

patogén-indukalhatd cisz-elemek, melyekhez a WRKY transzkripcios faktorok képesek
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kotédni (Rushton és mtsai. 1996, Eulgem és Somssich 2007). Természetesen az 6sszes
rovid DNS-szakasz, amelyet mint feltételezett promoéter elemet azonositottunk,
véletlenszerlien megjelenhet az egész genomban, ezért ezeknek a szabalyozasban

betoltott szerepét kisérletesen is igazolni kell majd kés6bbi kisérletekben.

atttcaaa  agtcaa cgtca atttcaaa aacgtg ttgact
9-LoX1 [ —4p-o@{ ] >—P> ATG
tttgaaat ttgacc c9tca ggcggcet

agtcag ggtcaa atttcaaa fttgact
13-LOXa 4 < =
aagaagaata
cgtca aaaaagaagg tttgaaat
9-LOXb & F—o— ATG
cgtca
agtcaa cacgtg agtcaa ttgacc agtcaa
13-LOXc —<4p—) < > $—F)
ttgacc
ggtcaa ggtcaa ggtcaa tagaagaata
9-Loxd —4® +<4+<4—
tgacg ggtcaa tcagaagtgg ggtcaa ctgact

15. abra. Ot paprika lipoxigendz (LOX) gén promédterében azonositott, betegséggel- és
hormonnal-kapcsolatos cisz-szabalyoz6 elemek sematikus abraja. Az in silico analizishez az
ATG start kodon el6tt elhelyezkedd 1500 bazispar hosszUsagu szakaszt vdlasztottuk ki. A
promoter elemek jel6lése a kovetkezG: sarga trapéz: etilén-valaszért felelGs elem (ERE); piros
haromszog: WRKY-kété W-box; zold 6tszog: as-1-szerl elem; zold nyilhegy: G-doboz és G-
doboz szer(i motivum; kék nyil: szalicilsav-valaszért felelés TCA elem. Promdter motivumokat
mindkét DNS szdlon talaltunk, amit a szimbdlumok iranyultsaga jelez.

5.7. A virusfertézések hatasa az oxilipin metabolizmus génjeire

A LOX enzimek altal termelt zsirsav-hidroperoxidok tobb enzimatikus reakciétton
is tovabb alakulhatnak, és ezen reakciék soran valtozatos szerkezet(i, gyakran biologiailag
aktiv, antimikrobidlis hatasu vagy szignal-vegyiiletek, az Un. oxilipinek keletkeznek. A
zsirsav-hidroperoxidok kézvetlen tovabbalakulasat az eddigi vizsgalatok szerint f6leg az
AOS, DES és HPL enzimek katalizaljak (Feussner és Wasternack 2002). Fontos még a
jazmonsav bioszintézisében részt vevé AOC enzim szerepe is. Sajat kisérleteink soran arra

kerestilink valaszt, hogy az ObPV és PMMoV fert6zések milyen oxilipin metabolikus utakat
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aktivalnak a fert6zott paprika levelekben. Els6 1épésként feltérképeztiik a paprikdban

talalhato AOC, AOS, DES és HPL enzimeket.

9 DES
13 AOST
9 HPL2 13 AOS2
9 HPL1

9-LOX

metabolizmus

13HPL /431 0X
metabolizmus
AOC

16. abra. A paprikaban taldlhato allénoxid-ciklaz (AOC), allénoxid-szintetaz (AQS), diviniléter-
szintetdz (DES) és hidroperoxid-lidz (HPL) enzimek aminosav szekvencidinak 6sszehasonlitd
torzsfaja. A fehérjék GenBank-i azonositd szamai: 13-A0S1, XP_016568681; 13-A0S2,
XP_016548437; 9-A0S1, XP_016545806; 9-A0S2, XP_016545772; 13-HPL, NP_001311810; 9-
DES, NP_001311513; 9-HPL-1, XP_016539693; 9-HPL2, XP_016539692; AOC, XP_016555194.

A GenBank-ban kilenc ilyen fehérjét azonositottunk, amelyeknek a szekvencia-
hasonlésagi torzsfaja a 16. dbran lathatd. J6l lathatéan a fehérjeszekvenciak két csoportba
tomortilnek aszerint, hogy a 9- vagy 13-hidroperoxi-zsirsavak metabolizmusaban
vesznek-e részt. A kutatocsoportunk korabbi RT-PCR eredményei szerint az ObPV

fert6zés igen jelentdsen indukalta a 9-DES gént paprika levelekben, mig a 13-A0S1 és 13-
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HPL gének kifejez6dését nem valtoztatta meg szignifikdns modon (Gullner at al. 2010).
Jelenlegi munkank soran az oxilipin metabolizmusban szerepet jatszé tovabbi gének
kifejez6dését szerettiik volna megismerni. Mivel a munkank kezdetekor még csak néhany
gén voltismerta 16. abran szerepld fehérjéket kodolo gének koziil, a 9-A0S1 gént részben
megszekvenaltuk és a szekvenciat a GenBank-ban elhelyeztiik (GenBank-i azonosito
szama KC404862) A teljes paprika genom idékdézben tortént megszekvenalasa (Kim és
mtsai. 2014b, Qin és mtsai. 2014) kévetkeztében a tovabbi szekvenalasok sziikségtelenné
valtak.

Ezutan megvizsgaltuk az ObPV és PMMoV fert6zések hatasat az oxilipinek
képzddésében szerepet jatszo gének expresszidjara. Korabban mar vizsgaltak a 13-A0S51,
13-HPL és 9-DES gének szerepét ezekben a paprika-virus kélcsénhatasokban (Gullner és
mtsai. 2010), de a teljes 6sszkép érdekében ezeket is Ujravizsgaltuk djonnan tervezett
primer parokkal (F1. tablazat, Fliggelék). Az 13-A0S51, 13-A0S2, 13-HPL, AOC, 9-A0S1 és 9-
A0S2 gének expressziojat nem valtoztatta meg szignifikdns médon sem az ObPV, sem a
PMMoV fertézés (17. abra).

A fenti hat génnel ellentétben a 9-DES gén kifejezédése jelentésen indukalédott az
ObPV-fert6zott paprika levelekben (17. dbra). Ezek az eredmények 6sszhangban voltak a
korabbi vizsgalatok eredményeivel (Gullner és mtsai. 2010). Erdekes médon a 9-HPL1 és
9-HPL2 gének expresszidja igen jelentdsen és gyorsan indukalédott a PMMoV-fert6zott
levelekben, a hatas tranziens mddon csak a fert6zést kovetd 4. 6raban volt megfigyelhetd
(17. abra). Az oxilipin anyagcseréhez kapcsolddva megvizsgaltuk egy patatin-szerd lipaz
enzimet k6dol6 gén expresszidjat is (PAT1, GenBank-i kddja: HM231272, Kim és mtsai.
2014a). Ez az enzim szabad zsirsavakat hasit le foszfo- és galaktolipid molekulakrdl,
amely zsirsavak a LOX enzimek szubsztratumaként lipid-hidroperoxidokka, majd
kiilonbo6z6 oxilipinekké alakulhatnak (Matos és Pham-Thi 2009, Kim és mtsai. 2014a).
Erdekes médon az ObPV-fert3zés erételjesen és mar igen korai id6pontokban indukalta a

PAT1 gént (17. abra), ami id6ben megel6zte a LOX gének expresszidjat (11. abra). A
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PMMoV fert6zés szintén megnovelte a PAT1 gén transzkript szintjét, de csak kés6bbi

idépontokban, mint az ObPV esetében (17. abra).

mock-inokulacié ObPV PMMoV
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13-A0S2
13-HPL
AOC
9-A0S1
9-A0S2
9-HPL1
SHPL2
DES
PAT1
aktin

0 4 8 16 24 48 0 4 8 16 24 48 0 4 8 16 24 48
Orak az inokul4ciot koveten (hpi)

17. abra. Az oxilipinek bioszintézisében részt vevé legfontosabb enzimeket kddold gének
kifejez6dése ObPV és PMMoV fert6zott paprika levelekben. A génexpresszids valtozdsokat
specifikus primer parokkal, szemi-kvantitativ RT-PCR mddszerrel detektaltuk. Kontrollként
mock-inokuldlt leveleket vizsgaltunk. Egy paprika aktin gén expresszidjat is meghatdroztuk
konstitutiv kontroll génként. Az abra harom fliggetlen bioldgiai kisérlet reprezentativ
eredményeit mutatja be.

5.8. Virusfert6zések hatasa a hormonok bioszintézisében szerepet jatsz6 génekre

Megvizsgaltuk tobb olyan gén expresszidjanak a valtozasait is paprika levelekben
ObPV- és PMMoV fert6zés utan, amelyek altal kodolt fehérjék fontos szerepet jatszanak
kilonb6z6, a védekezési reakciok szabalyozasaban résztvevd novényi hormonok
bioszintézisében. A génexpresszids valtozasok vizsgalatahoz szemi-kvantitativ RT-PCR
modszert hasznaltunk specifikus primer parok segitségével (F1. tablazat, Fiiggelék).
Els6ként a szalicilsav bioszintézis génjeit vizsgaltuk. A szalicilsav bioszintézis kétféle

modon is végbemehet, egyrészt egy a fenil-alanin-amma@nia lidz (PAL, E.C. 4.3.1.5) altal
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katalizalt reakciéval indul6 bioszintetikus folyamatban (Kim és Hwang 2014), masrészt
az izokorizmat-szintetaz (ICS, E.C. 5.4.4.2) részvételével zajl6 reakciésorozatban (Catinot
és mtsai. 2008). A paprika genom megszekvendalasa (Kim és mtsai. 2014b, Qin és mtsai.
2014) és a paprika gének annotalasa utan a GenBankban jelenleg 6 paprika PAL gén
taldlhaté (GenBank NM_001324603, XM_016699298, XM_016687267, XM_016718439,
XM_016710142, XM_016687266), és ezekbdl eddig csak egy gén (CaPAL1,
NM_001324603) szerepét vizsgaltak meg novény-kdérokozé kapcsolatokban (Kim és
Hwang 2014). A jelenlegi vizsgalatok soran harom PAL gén expressziojanak a valtozasait
vizsgaltuk meg az ObPV és PMMoV fertdzott paprika levelekben RT-PCR technikaval
(hasznalt oligonukleotid szekvenciak a F1. tablazatban). A harom PAL gént a
kovetkezdképpen jeloltiik: PALT1 (GenBank NM_001324603), PALZ2 (XM_016710142),
PAL3 (XM_016687267). A PCR vizsgalatok kimutattdk, hogy az ObPV-inokulaci6
jelentésen aktivalta mindharom PAL gén kifejez6dését (18. dbra). Az ObPV-inokulalt
paprika levelekben a PAL1 gén kifejez6dése mar 24 6raval a fert6zés utan megemelkedett,
és az expresszié 48 6raig még tovabb emelkedett (18. abra). A PAL2 és PAL3 gének
kifejez6dése csak 48 oraval az ObPV fert6zés utan nétt meg, kiilondsen erésen a PAL2
esetében (18. dbra). A harom PAL gén expresszidja azonban nem valtozott meg
szignifikdns médon sem a PMMoV fertdzés, sem a mock-kontroll kezelés kovetkeztében
(18. abra). A PAL gének ObPV fert6zés hatasara bekovetkezd erdteljes aktivalodasaval
szemben a GenBank-ban talalhat6 egyetlen paprika ICS gén (GenBank-i azonosité szama
AY743431) kifejez6dése nem valtozott meg jelentésen sem ObPV- sem PMMoV-fertzés
sem, a mock-kontroll inokulacié hatasara (18. abra). Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az inkompatibilis paprika-ObPV koélcsonhatasban bekdvetkezd szalicilsav
akkumulaciéban (Dziurka és mtsai. 2016) az egyes PAL izoenzimeknek lehet jelent6sebb
szerepe. Fontos megjegyezni, hogy a szalicilsav felhalmozédasban az altalunk vizsgalt
gének mellett a tobbi PAL gén is szerepet jatszhat, igy tovabbi vizsgalatok szilikségesek a
kérdés végleges tisztazadsahoz. A GenBank-i szekvencia adatok szerint az ICS gén
otféleképpen ir6dhat 4t transzkriptumma (XM_016722851, XM_016722852,
XM_016722853, XM_016722854, XM_016722855), ami szintén tovabb bonyolitja a
kérdés tisztazasat.

A kutatocsoportunk kozlés alatt all6 eredményei szerint az ObPV fert6zés

jelent6sen megnoveli a fertdzott levelekben az abszcizinsav (ABA) szinteket is (Dziurka
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és mtsai. 2016). Abiotikus stresszhatdsok esetében kimutattak, hogy az ABA szint
emelkedése novényi szovetekben gyakran a de novo ABA bioszintézis kovetkezménye
(Qin és Zeevaart 1999, Gallé és mtsai. 2013, Horvath és mtsai. 2015). Az ABA
bioszintézisének a sebesség-meghatarozod 1épése feltehetéen a 9-cisz-epoxikarotinoidok
hasitasa. Ezt a reakciét a 9-cisz-epoxikarotinoid dioxigenaz (NCED, EC 1.13.11.51)
enzimek katalizaljak (Nambara és Marion-Poll 2005). Ezért megvizsgaltuk az ObPV és
PMMoV fert6zott paprika levelekben az NCED enzimeket kodol6 gének aktivalédasat is. A
GenBank-ban harom valédi, fehérje-kddolé paprika NCED gén talalhaté (19. abra)
hasonléan a paradicsomhoz (Horvath és mtsai. 2015), tovabba négy pszeudogén.
Mindharom valédi NCED génre specifikus primereket terveztiink és RT-PCR modszerrel
megvizsgaltuk az expresszios valtozasaikat. Az NCED géneket a kovetkezéképpen
jeloltiik: NCED1 (XM_016697078), NCED2 (XM_016691094) és NCED3 (XM_016719296).
A vizsgalataink szerint sem az ObPV sem a PMMoV fert6zés nem valtoztatta meg
szignifikdns mddon egyik NCED gén Kkifejez6dését sem (18. abra), tehat az ABA
bioszintézis szabalyozdsaban ezen gének expresszidjanak valtozdsai nem jatszanak
szerepet.

A szalicilsav és az ABA mellett az etilén is fontos szerepet jatszik a virusfert6zott
novények védekezési folyamataiban (Knoester és mtsai. 2001, van Loon és mtsai. 2006,
Alazem és Lin 2015). Az etilén nagymértéki és gyors felhalmoz6dasat mar kimutattak az
ObPV-fert6zott paprika levelekben, mig a PMMoV-fert6zés hatasara nem volt
megfigyelhetd szignifikans etilén felhalmozddas (Tobias és mtsai. 1989).

A GenBank-ban végzett nukleotid szekvencia homologia vizsgalatokkal egy uj, az
etilén szintézisben szerepet jatszd ACO gént azonositottunk (GenBank-i azonosit6 szama:
JW159100), amelynek segitségével specifikus primer part terveztiink (F1. tdblazat,
Fliggelék). Az RT-PCR vizsgalataink kimutattak, hogy az ACO gén expresszidja mind ObPV-
mind PMMoV-fert6zés hatasara jelent6sen megemelkedett (18. dbra). Az inkompatibilis
paprika-ObPV kapcsolatban azonban az ACO gén mar 24 6raval a fert6zés utan er6teljesen
aktivalédott, mig a kompatibilis paprika-PMMoV kapcsolatban ez a hatas csak egy nappal
késObb jelentkezett (18. dbra). TMV fert6zés esetében mar korabban kimutattak, hogy a
fert6zés hatdsara mind az ACO mind az ACS gének expresszidja megemelkedik (Kim és
mtsai. 2003). Az ACO gén ObPV-fert6zés hatasara megindulé aktivalodasa

feltételezhet6en szerepet jatszik a fert6zés soran megfigyelt etilén akkumulaciéban. Az
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RT-PCR kisérleteink soran kontroll génként vizsgalt aktin gén expresszidja nem valtozott

meg sem ObPV- sem PMMoV fert6zés hatasara (18. abra).
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18. abra. Az ObPV- és PMMoV-fertGzések hatdsa a szalicilsav, abszcizinsav és az etilén védekezési
hormonok bioszintézisében szerepet jatszd enzimeket kdodold gének expresszidjara paprika
levelekben. Az abra harom flggetlen kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be. Roviditések: /CS1,
izokorizmat szintetdz; PAL, fenilalanin ammania lidz; ; NCED, 9-cisz-epoxikarotinoid dioxigenaz; ACO,
1-aminociklopropdn-1-karboxilsav oxidaz. Egy aktin gén expresszidjat is vizsgaltuk mint konstitutiv
kontroll gént. Az abra harom fliggetlen bioldgiai kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be.

5.9. Virusfertdzések hatasa a paprika CCD1 gén expresszidjara

A munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint az ObPV-fert6zés jelent6sen
megnovelte az elektrolit kidramlast, részleges kiszaradast okozott, novelte a héleadast,
ezenkivil csokkentette a klorofill-a tartalmat és a fotoszintézis hatékonysagat a fert6zott
paprika levelekben (Rys és mtsai. 2014). A levelek spektrofotometrids moddszerrel
meghatarozott Kklorofill-b és 0ssz-karotinoid tartalma viszont nem valtozott meg
szignifikdns moédon az ObPV-fert6zés hatasara. Kozel-infravorés Raman spektroszkdpia
segitségével elért eredmények szerint viszont a karotinoid tartalom megndvekedett az
ObPV-fert6zott levelekben, ami arra utal, hogy a spektrofotometrids és a Raman

spektroszkopiai médszer a sokféle szerkezet, eltéré karotinoidok kiilonb6zd csoportjait
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detektalja (Rys és mtsai. 2014). A karotinoidok anyagcseréjének jobb megismerése
érdekében els6ként azonositottuk a paprika genomban taldlhaté azon géneket, amelyek
karotinoid 9,10 (9',10')-hasit6 dioxigenaz (CCD) enzimeket kédolnak. A CCD enzimek
specifikusan a karotinoid kromoférok 9-10 és 9'-10" kett6s kotéseit hasitjak, és igy a
karotinoidokat az oxidativ lebontas soran apokarotinoidokka alakitjak at (Bouvier és
mtsai. 2003, Simkin és mtsai. 2003, Auldridge és mtsai. 2006). Kilenc gént azonositottunk,
amelyek altal kddolt fehérjék szekvenciait 6sszehasonlitottuk egymassal illetve a harom

paprika NCED szekvenciaval (19. abra).
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CCD6 CCD
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19. abra. A paprika 9-cisz-epoxikarotinoid dioxigenaz (NCED) és karotinoid hasit6 dioxigenaz
(CCD) enzimek aminosav szekvencidinak hasonlésagi torzsfaja. A bemutatott fehérje
szekvencidk GenBank-i azonosité szamai: NCED1, XP_016552564; NCED2, XP_016546580;
NCED3, XP_016574782; CCD1, NP_001311495; CCD2, XP_016582135; CCD3, XP_016571972;
CCD4, XP_016552690; CCD5, XP_016549104; CCD6, XP_016546962; CCD7, XP_016544649;
CCDS8, XP_016538282; CCD9, XP_016537824.

Négy tovabbi paprika fehérje (XP_016576474, XP_016573079, XP_016573078,
XP_016548024) jelentds szekvencia-homolégiat mutatott a CCD fehérjékkel, de ezek a
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szekvenciakat tal rovid voltuk miatt kihagytuk a hasonl6sagi torzsfabol, ugyanigy, mint a
GenBank-ban talalt hat CCD pszeudogént.

Részletesen megvizsgaltuk egy paprika CCD fehérjét (CCD1) kddolé gén
expresszidjat az ObPV- és PMMoV-fert6zott paprika levelekben szemikvantitativ RT-PCR
madszerrel, specifikus primer par segitségével (F1. tablazat, Fliggelék). Paprikaban eddig
csak ezt a gént vizsgaltak (GenBank Y14164; Bouvier és mtsai. 2003, Wang és mtsai. 2013,
Rys és mtsai. 2014). Az ObPV-inokulaci6 jelent6sen megemelte a CCD1 gén expresszidjat
mar 24 oraval a fertdzést kovetden és az indukcié mértéke tovabb ndtt 48 oraval a
fert6zés utan (20. abra). Ezzel szemben a PMMoV-inokulacio csak egy gyenge és tranziens
gén-aktivalodast okozott, amely a fert6zést kdvetd 16. 6ranal tetézott (20. abra). Mock-
inokulacié hatdsara is észleltiink egy kismértékd, tranziens gén-aktivalédast. Az aktin Un.
,2haztartasi gén” expresszidja nem valtozott meg egyik kezelés esetén sem. Az eredmények
azt mutatjak, hogy egyes karotinoidok mennyisége csokkenhet az ObPV-fert6zés hatasara

annak ellenére, hogy a levelek 6ssz-karotinoid tartalma valtozatlan.
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20. abra. A paprika karotinoid hasité dioxigenaz 1 (CCD1, GenBank NP_001311495) enzimet
kddold gén expresszidjanak a valtozdsai ObPV és PMMoV fert6zott paprika levelekben. Az
abra harom fliggetlen kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be. Egy aktin gén
expressziojat is vizsgaltuk mint konstitutiv kontroll gént. Az dbra harom fliggetlen bioldgiai
kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be.

5.10. A WRKY transzKkripcios faktorok vizsgalata virusfert6zott paprikaban

A paprika LOX gének promotereinek az elemzése soran kimutattuk, hogy a WRKY
transzkripciés faktorok nagy valdszinliséggel részt vesznek ezeknek a géneknek a
szabalyozasaban. A szakirodalmi adatok szintén arra utaltak, hogy egyes WRKY fehérjék

fontos szerepet jatszanak a virusfert6zésekkel szembeni védekezési reakciok
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szabalyozasaban kiilonb6z6 névényekben (Chen és Chen, 2000). A fenti két ok miatt
vizsgalatokat végeztiink annak megallapitasara, hogy az altalunk vizsgalt paprika-
tobamovirus kolcsonhatasokban a WRKY fehérjék milyen szerepet jatszanak. A
vizsgalataink kezdetén a szakirodalmi adatok alapjan a WRKY transzkripcids faktorok III.
csoportja tlint szamunkra kiilénosen fontosnak. Tébb ilyen tipusit WRKY transzkripcios
faktort kddolé gén jelent6s mértékben aktivalodott virus-fert6zések hatasara rezisztens
novényekben (Chen és Chen, 2000), de emellett szalicilsav hatasara is nagymértékben

indukalhat6ak voltak (Kalde és mtsai. 2003).

5.10.1. Egy 4j paprika WRKY gén azonositasa

A vizsgalataink kezdeti szakaszaban egy TMV-fert6zés hatdsara erdteljesen
indukal6do, III. csoportba sorolt dohany WRKY génnel (tWRKY3, GenBank AF193770,
Chen és Chen, 2000) végzett szekvencia homoldgia kereséssel azonositottunk a paprika
genomban egy uj, [1I. csoportba tartoz6 WRKY gén szekvenciat. A gén teljes fehérje-kodolo
részét (nyilt leolvasasi keretét) specifikus primer parokkal (F1. tablazat, Fiiggelék)
végzett PCR reakciok segitségével sikeresen Kklonoztuk paprika levelekbdl,
megszekvenaltattuk, majd az Uj WRKY gén szekvencidjat elhelyeztiik a GenBank-ban
(azonosité szam KF484401). A nukleotid szekvencidabdl leforditott 299 aminosav
hosszliisagd fehérje-szekvencia tartalmazta a tipikus WRKY aminosav motivumot,
valamint a csak a III. csoportba sorolhaté WRKY faktorokra jellemzé Cys-X7-Cys-X24-His-
X1-Cys cink-ujj motivumot (Eulgem és mtsai. 2000) (21. abra).

Az 4j WRKY fehérje szekvenciaval BLAST keresést végeztiink a GenBank-ban,
amelynek eredményei szerint a szekvencia a legnagyobb (65%) hasonl6sagot a burgonya
WRKY70 szekvenciahoz mutatott (GenBank XP_006356477). Az 4j paprika WRKY protein
az Arabidopsis thaliana mintegy 72 WRKY transzkripcios faktora (Dong és mtsai. 2003;
Wu és mtsai. 2005) koziil a legnagyobb hasonldsagot (42%) az AtWRKY70 fehérjével
(GenBank NP_191199) mutatta, ezért a kodol6 génjét WRKY70-nek neveztiik el.
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21. abra. A paprika WRKY70 fehérje aminosav szekvencidja (GenBank AHA15410). A tipikus WRKY
aminosav-motivum zold szinnel van kiemelve. A cink-ujj alahtzassal van jelélve, amelyen belil a tipikus
elhelyezkedésli cisztein (c) és hisztidin (h) aminosavak lila, illetve kék szinnel vannak kiemelve.

5.10.2. Szalicilsav hatasa a WRKY70 gén Kkifejez6désére

A szakirodalom szerint a III. csoportba sorolhatdé WRKY transzkripciés faktorok
kodolo génjei nagymértékben indukalhatéak szalicilsav kezelés hatasara (Kalde és mtsai.
2003). Az ujonnan azonositott WRKY70 gén jellemzése érdekében ezért eldszor
megvizsgaltuk a szalicilsavval torténé indukalhatosagot paprika levelekben, amelyeket 1
és 5 mM koncentraciéju natrium-szalicilat vizes oldatokkal ecseteltiink be. A kontroll
leveleket desztillalt vizzel ecseteltiik be. A vizsgalatokat valos idejii RT-qPCR mddszerrel
végeztiik specifikus primer parok (F1. tdblazat, Fliggelék) felhasznalasaval. A natrium-
szalicilat kezelések rovid idén beliil igen nagymértékben megnovelték a WRKY70 gén
expressziéjat (22. abra). Az 1 mM natrium-szalicilat kezelés hatasara 6 6raval a kezelést
kovetéen mintegy 620-szorosra nétt a génexpresszié a desztillalt vizes kontrollhoz
képest. Ezt kovetéen a natrium-szalicilat kezelés hatasa gyorsan lecsengett és 24 6raval a
kezelés utdn mar visszaallt a kontroll értékre (22. dbra). A magasabb, 5 mM natrium-
szalicilat koncentracidju oldattal torténd kezelés hatasa szintén mar hat 6raval a kezelés
utan mar megfigyelhetd volt (33-szoros génaktivalodas), de ez a hatas kisebb mértékil
volt, mintaz 1 mM koncentracio esetében. Az 5 mM natrium-szalicilattal kezelt levelekben
8 draval a kezelés utan mintegy 380-szorosra nétt a WRKY70 gén expresszioja (22. abra),
majd ezutan a génaktivalas mértéke gyorsan lecsokkent, de még két nap utan sem esett

vissza teljesen a kontroll szintre.
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és mtsai. 2004), amelyek szerint Arabidopsis thaliana WRKY70 gén expresszidja

Ezek a megfigyeléseink alatamasztottak a szakirodalom korabbi eredményeit is (Li

nagymértékben indukalodik szalicilsav kezelés hatasara.
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22. abra. Kiilonb6z6 koncentracidju vizes natrium-szalicildt (NaSA) oldatokkal térténd
kezelések hatasa a WRKY70 gén kifejez6désére paprika levelekben, valds idejli RT-qPCR
maodszerrel vizsgalva. Az abra harom fliggetlen kisérlet eredményeinek kozépértékét (+
standard deviacid) mutatja be.

5.10.3. Tobamovirus fert6zések hatasa paprika WRKY gének kifejezodésére

Megvizsgaltuk a WRKY70 gén expresszidjaban bekovetkezd valtozasokat ObPV- és
PMMoV-inokulalt paprika levelekben RT-PCR modszerrel és specifikus primerek
segitségével. A fert6zéseket kovetd korai novényi valaszt vizsgaltuk (4-48 oraval az
inokulacié utdn). A génexpressziot vizes alfert6zésnek (mock inokulalas) kitett
levelekben is mértiik. Az ObPV-inokulaci6 hatdsara a WRKY70 gén kifejez6dése 48 6ra
utdn lényegesen megemelkedett, mig az PMMoV fert6zés hatdsara nem valtozott meg (23.
abra). Osszehasonlitasképpen tovabbi hét, a vizsgalataink idépontjaban a GenBank-ban
megtalalhat6 paprika WRKY génre terveztiink specifikus primer parokat és megvizsgaltuk
a kifejez6désiiket a fert6zott levelekben. A vizsgalt gének GenBank-i azonosité szamai:
WRKY1: EF468464 (Oh és mtsai. 2008); WRKYZ2: DQ402421 (Oh és mtsai. 2006); WRKY30:
FJ360844 (Jingyuan és mtsai. 2011); WRKY70: KF484401 (Juhdsz és mtsai, nem
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publikalt); WRKY-a: AY391747 (Park és mtsai. 2006); WRKY-b: AY743433 (Lim és mtsai.
2011); RKNIF1: DQ180348 (Li és mtsai., nem publikalt); A1244: DQ102364 (Kim és mtsai.,
nem publikalt); aktin: AY572427 (Mateos és mtsai. 2009). Harom WRKY gén esetében
(WRKY1, RKNIF1, A1244) egyik fert6zés sem valtoztatta meg szamottevéen a gén
transzkriptumok mennyiségét (23. abra). A WRKY1 gén a ll-c csoportba, az RKNIF1 gén az

[. csoportba, mig az A1244 gén a Il-e csoportba sorolhaté.
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23. abra. ObPV- és PMMoV-fertzések hatasa a WRKY gének kifejez6désére a fertdzott
(inokuldlt) paprika levelekben RT-PCR moddszerrel és specifikus primerekkel vizsgalva. A
vizsgdlt gének GenBank-i azonosité szdmai: WRKY1: EF468464 (Oh és mtsai. 2008); WRKY2:
DQ402421 (Oh és mtsai. 2006); WRKY30: FJ360844 (Zheng és mtsai. 2011); WRKY70:
KF484401 (Juhdsz és mtsai. nem publikdlt); WRKY-a: AY391747 (Park és mtsai. 2006); WRKY-
b: AY743433 (Lim és mtsai. 2011); RKNIF1: DQ180348 (Li és mtsai. nem publikdlt); A1244:
DQ102364 (Kim és mtsai. nem publikalt); aktin' AY572427 (I\/Iateos és mtsai. 2009). Az 4bra

.....

A fenti génektdl eltéréen az ObPV fertdzés jelentdsen megndvelte a WRKY30 (I11.
csoport) és a WRKY-b gének (II-c. csoport) transzkriptum mennyiségét 2 nappal a
fert6zést kovetden, mig a PMMoV fert6zés nem okozott észrevehetd valtozast (23. abra).
A WRKY70 génhez hasonldéan a WRKY30 szintén a WRKY gének III. csoportjaba sorolhato,

és exogén szalicilsav kezeléssel jol aktivalhat6 (Jingyuan és mtsai. 2011). A legnagyobb és
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leggyorsabb gén-aktivalédasokat két, az 1. csoportba sorolhaté6 WRKY gén esetében
tapasztaltuk. Az ObPV-fert6zés hatasara a WRKYZ2 gén expresszidja mar a fert6zést koveto
16. 6raban erdételjesen megemelkedett a fert6zott levelekben (23. dbra) ezt kdvetéen az
expresszid szintje még erd6teljesen tovabb emelkedett. A PMMoV fert6zés nem novelte
meg szamottevéen a WRKYZ gén kifejezddését (23. abra).

A WRKY-a gén transzkript mennyisége szintén jelent6sen megemelkedett 16
oraval az ObPV-fert6zést kovetéen és a kisérlet végéig (48 ora a fert6zést kovetden)
magas maradt. A PMMoV fert6zés szintén megnovelte a WRKY-a gén kifejez6dését, de
csak 48 oraval a fert8zést kdvetben (23. abra). A kontroll, ,haztartasi gén”-ként vizsgalt
aktin expresszidja nem valtozott meg jelent6sen sem a virusfertdzések, sem a vizes

alfert6zés (mock-inokulacié) hatasara.

5.10.4. Paprika WRKY gének promotereinek jellemzése

Harom olyan paprika WRKY gén esetében végeztiik el a prométer szekvenciak
bioinformatikai, in silico vizsgalatat, amelyek a munkank soran kiemelt jelent6ségliek
voltak. A virus-indukdlhat6 WRKY-a (GenBank AY391747) és a WRKYZ (GenBank
DQ402421) gént tranziens mdédon kifejezé novényeket allitottunk el6 (5.10.5 fejezet), mig
a szalicilsav-indukalhaté WRKY70 gén (GenBank KF484401) azonositasat, szekvenalasat
és jellemzését mi végeztiikk el. Mindhdrom vizsgalt paprika WRKY gén promoter
szekvencidjaban szamos cisz-szabalyozo6 elemet azonositottunk, ami arra utal, hogy ezen
gének szabalyozdsa komplex, szamos tényezd altal meghatarozott folyamat. Mindharom
WRKY gén promoterében tobb (3-4) W-boxot azonositottunk (24. abra), ami a WRKY
transzkripcios fehérjék kot6helye. Ez mutatja, hogy a WRKY transzkripcios faktorok
szabalyozhatjak mas WRKY gének, illetve a sajat kodold génjiiknek az expressziojat is,
lehetdséget adva ezzel pozitiv vagy negativ visszacsatolasra is. Szintén mindharom gén
promoterében talaltunk etilén altal aktivalhato, un. ERE motivumokat is (24. abra). A
WRKYZ gén promotere 3 ERE motivumot is tartalmazott, ami azt valoszin(siti, hogy ez a
gén erdsen etilén indukalhatdé. Ezt valéban kimutattak mar kordbban etefon kezelés
segitségével végzett kisérletekkel (Oh és mtsai. 2006). Szalicilsavval aktivalhaté nukleotid

motivumokat is azonositottunk mindharom promoéterben.

70



tgacg gtgaagaata agccgec ttgact
WRKY-a O C)

ggtcaa ggtcaa

gaagaagaa agtcaa tttgaaat atttcaaa agtcaa
WRKY?2 &) —P— ] 4  ATG )
aacgtg ttgact tttgaaat ggtcaa
agtcaa fttgacc cgtca cataaaagga tftgaaat_tgacgtca

WRKY70 " b ST e— s
tccttttatg cgtca  ttgact cacgtt

24. abra. Betegség- és hormon-indukalhatd cisz-szabalyozoé nukleotid motivumok azonositasa
harom paprika WRKY gén 1500 bp hosszisagl promoéter szekvencidjaban. Az egyes
szimboélumok jelentése: piros haromszog: WRKY-k6té W-box; sarga trapéz: etilén-aktivalhaté
ERE elemek; oliva 0tszog: as-1-szer( elemek; kék nyil: szalicilsav-aktivalhatd TCA-tipusu
motivumok; barna hatszog: szalicilsav-aktivalhaté palindrom oktamer motivum; zold nyilfej:
jazmonsav-indukalhatdé G-doboz-szerli motivum. A promdter DNS szakasz mindkét szalan
azonositottuk a szabalyozd elemeket, a jobbra mutatd szimbdlumok a pozitiv szédlon talalt
elemeket jeldlik, mig a balra mutatok a negativ szalon taldltakat.

A WRKY70 gén prométerében feltlin6en sok szalicilsavval indukalhaté nukleotid
motivumot taldltunk, ami 6sszhangban van sajat kisérleti eredményeinkkel, amelyek
igazoltak a gén gyors és igen erds indukcidjat 1 és 5 mM natrium-szalicilat hatasara. llyen
motivumok voltak a két TCA-tipusu CATAAAAGGA elem (Pastuglia és mtsai. 1997), a két
as-1-szerli TGACG motivum (Lebel és mtsai. 1998, Strompen és mtsai. 1998), valamint az
érdekes palindrom szerkezet(i, oktamer TGACGTCA motivum (Thibaud-Nissen és mtsai.
2006) (24. abra). Ezek a motivumok kisebb szamban, de megtalalhatéak voltak a WRKY-
a és WRKYZ2 gének promotereiben is. A jazmonsav hatasara indukalhaté G-doboz-szeri
AACGTG nukleotid elem (Memelink 2009) is azonosithaté volta WRKYZ2 és WRKY70 gének
promotereiben (24. abra). Az itt targyalt szabalyozé nukleotid elemeken tilmenden
szamos mas szabalyozé elem is azonosithaté a harom WRKY gén prométerében (pl.
szamos fény hatdsara aktival6do6 elem), amelyek azonban nem kapcsolédtak szorosan a
kutatdsi témankhoz. Meg Kkell jegyezni azt is, hogy az 6sszes emlitett promoéter elem

nemcsak a promoter szakaszokban, de rendszertelen médon az egész paprika genomban
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szamos helyen el6fordul, igy a feltételezett szabalyozé szerepiiket minden esetben

kisérletesen is igazolni kell.

5.10.5. A paprika WRKY2 gént tranziens mdédon kifejezé dohany létrehozasa

Annak érdekében, hogy jobban megismerjiik a WRKY géneknek a virusfert6zott
novények védekezésében betoltott szerepét, létrehoztunk olyan tranziens moédon
transzformalt Nicotiana benthamiana noévényeket, amelyekben a paprika WRKYZ2 gén
fokozottan fejez6dott ki. Korabbi vizsgalataink soran mar kimutattuk, hogy a WRKYZ2
paprika gén kiilondsen erdteljesen és gyorsan indukalédott a rezisztenciat kivalté ObPV-
fert6zés hatasara, mig a fogékonysagot eredményez6 PMMoV-fert6zés utan csak kis

mértékben és lassan aktivalodott, ezért ezt a gént valasztottuk ki N. benthamiana

4 nap 6 nap 4 nap 6 nap
NTK kontroll WRKY2

25. abra. A paprika WRKY2 gén kifejez6dése tranziens mddon transzformalt N. benthamiana
dohanynovények leveleiben 4 illetve 6 nappal az agrobaktériumos transzformacié utan RT-
PCR technikaval detektalva. Specifikus primer par: WRKY2-OSP (lasd 4.9. fejezet). A , kontroll”
jelzésl novényeket Ures expressziés vektort tartalmazé agrobaktérium torzzsel
transzformaltuk. NTK = nem transzformalt kontroll névény. Az abra harom fliggetlen bioldgiai
kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be.

A paprika WRKYZ2 gént tranziens mddon kifejezd N. benthamiana névények vizsgalatanak
els6 lépéseként megvizsgaltuk, hogy milyen eredményes volt a tranziens transzformacio.
Ebbdl a célbdl elszor a WRKYZ gént tartalmazo vektorral, illetve az lires expresszios
vektorral transzformalt N. benthamiana névények leveleibdl a transzformaciot koveto 4.

és 6. napon teljes RNS mintat izolaltunk, majd PCR technikdval mutattuk ki a WRKYZ gén
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kifejez6dését (25. dbra). Az el6kisérletek igazoltak, hogy a bevitt paprika gén er6teljesen
kifejez6dik, mig az lires expresszids vektorral transzformalt kontroll levelekben nem volt
megfigyelhet6 a WRKYZ gén expresszibja (25. abra).

A kovetkez6 kisérletben arra kerestiink valaszt, hogy a bevitt gén expresszidja
milyen tartdés, hany napig figyelhetd6 meg a transzformalt levelekben. Ennek
megallapitasahoz valds idejii RT-qPCR technikaval, specifikus primer par segitségével
(F1. tablazat, Flggelék) detektaltuk a paprika WRKYZ gén kifejez6dését a transzformalt
N. benthamiana levelekben a transzformaciét kovetd kilonb6zd idépontokban. A
novényeket két fiiggetlen E. coli koldniabdl felszaporitott Gateway expresszids vektorral
is transzformaltuk (ezeket 33 illetve 36 kddszammal jel6ltiik). Mindkét transzformacids
kisérlet esetén a WRKY2 gén expresszidja harom nappal az Agrobaktériumos
transzformaciét kovetéen mar jol megfigyelhetéen erdteljes volt (26. abra), de a két

transzformacioés kisérlet eredményei jelentésen eltértek.
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26. abra. A paprika WRKY2 gén kifejez6dése tranziens mddon transzformalt Nicotiana
benthamiana dohanyndvények leveleiben valds ideji RT-gPCR technikaval detektalva.
Kontroll génként egy dohany aktin gén expresszidjat is mértiik, és ezekkel az értékekkel
normalizaltuk a WRKY2 expresszids értékeket. Az dbran két fliggetlen E.coli koldnidbadl (33
illetve 36 kédszammal jeldlve) felszaporitott expresszios vektorral végzett transzformacid
eredményeit mutatjuk be.

A 33 kodjelli expresszids vektorral tortént transzformacié esetében a bevitt WRKYZ2 gén

expresszidja a transzformaciot kovetd 3 nap utdn csokkent, és 10 nap utan mar csak egy
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kismértékli kifejez6dés volt megfigyelhet6. A 36 kodjeli expresszidés vektorral
transzformalt novények leveleiben a WRKYZ gén expressziodja a transzformaciot kovetd 5.
napon érte el a legmagasabb értéket, de 7 nap utdn ebben az esetben is a génexpresszio
meértéke eroteljesen visszaesett (26. abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
tranziens génexpresszi6 annak ellenére is sikeres volt, hogy nem gatoltuk a N.
benthamiana levelekben a transzformaciot kovet6en meginduld géncsendesitési
folyamatokat a kés6bb tervezett TMV fertdzések miatt.

A kezdeti kisérleteket kovet6en arra kerestiink valaszt, hogy a WRKYZ gén
tranziens kifejeztetése hogyan befolyasolja a virusokkal szembeni védekezésben szerepet
jatszd egyes védekezeési gének expresszidjat a transzformalt N. benthamiana névények
leveleiben. Ezekben illetve az 6sszes tovabbi kisérletben is csak a 36 kdédjelli expresszids
vektorral transzformalt névényeket hasznaltuk, mivel itt jelent6sen magasabb volt a
WRKYZ gén expresszidja, mint a 33 kddjelld vonalban.

Harom dohdany gén, ill. géncsalad expresszidjat vizsgaltuk, az NtPR-1b gént, mint
rezisztencia-markert (Cornelissen és mtsai. 1986), a xenobiotikumok méregtelenitésében
szerepet jatszé glutation S-transzferaz Tau enzimcsalad koédold génjeit egy degeneralt
primer par (NbGSTU1) segitségével (Dean és mtsai. 2005), valamint egy elicitor kezelés
hatasara indukalédé dohany WRKY gént (NtWRKY1) (Yamamoto és mtsai. 2004). A
WRKYZ génnel tortént transzformacié nem befolyasolta szignifikdns moédon a NbGSTU1
és NtWRKY1 gének expresszidjat a tranziens genetikai transzformaciot kévetd 4. és 6.
napon. Ezzel szemben ez a genetikai transzformacio jelent6s hatast gyakorolt az NtPR-1b
gén expressziojara. A WRKYZ génnel transzformalt levelekben a transzformaciot kéveto
4. és 6. napon lényegesen nagyobb volt a NtPR-1b gén expresszidja, mint az iires

transzformacids vektorral transzformalt levelekben (27. dbra).
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27. abra. A paprika WRKY2 génnel torténé genetikai transzformacio hatasa harom védekezési
gén és a kontroll aktin gén expresszidjara a tranziens modon transzformalt Nicotiana
benthamiana levelekben. Kontroll kisérletekben az (ires expresszids vektorral transzformalt N.
benthamiana levelekben is detektdltuk a génexpresszids szinteket. Az abra harom fliggetlen
kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be. Az dbra harom fliggetlen bioldgiai kisérlet
reprezentativ eredményeit mutatja be.

5.10.6. A WRKY2 gént tranziens mdédon Kifejez6 dohany fert6zése TMV-vel

A WRKYZ génnel transzformalt novények egészséges (stresszmentes) allapotban
torténd jellemzése utan megvizsgaltuk a transzformalt novények védekezési reakcidit
TMV fert6zést kovetéen. A N. benthamiana novények WRKYZ2 génnel illetve egy iires
expresszidés vektorral transzformalt leveleit a transzformaciét kovetd 4. napon
mesterségesen fertdztik a TMV-Ui torzzsel. Kontroll kisérletben mock-inokulaciot
(alfert6zést) is végeztiink. A TMV fert6zés kovetkeztében nekrotikus 1éziok jelentek meg
mind a WRKY2 génnel, mind az lires expresszids vektorral transzformalt leveleken a
fert6zést kovetd 4. napon (28. dbra). A nekrotikus 1éziok szdma illetve atmérdje nem tért
el szignifikdnsan a két kezelés kozott, ami azt mutatja, hogy a WRKYZ2 gén tranziens
kifejez6dése nem befolyasolja a 1ézidk kifejlédését. A mock-inokulalt leveleken nem

jelentkeztek lathaté elvaltozasok.



kontroll

28. abra. TMV fert6zés hatasara megjelend nekrotikus 1ézidk a paprika WRKY2 génnel illetve
az Ures expressziés vektorral transzformdlt (kontroll) Nicotiana benthamiana novények
levelein négy nappal a TMV fert6zést kovetéen. Az dbrakon lathaté fehér, koralakd
elszinez6dések az Agrobaktériumos infiltracié soran keletkezett mechanikai sériilések. A
kisérletet négy ismétlésben végeztiik el, azonos eredményekkel.

Ezutan 6sszehasonlitottuk a TMV replikacié sebességét a WRKYZ2 génnel illetve az
lires expresszids vektorral transzformalt N. benthamiana levelekben a TMV fert6zést
kovetd kiilonbozd idépontokban. A replikaciét a TMV kopenyfehérjét koédold CP gén
transzkriptum mennyiségének a mérésével kovettiik RT-PCR technikaval, specifikus
primer par (F1. tablazat, Fiiggelék) segitségével. A fertdzott levelekbdl 6ssz-RNS kivonast
végeztiink, majd a reverz transzkripciét a specifikus primer par reverz primerével és egy
oligoT primerrel egylitt végeztiik. A kisérletek eredményei szerint a WRKYZ génnel
tortént transzformacié nem befolyasolta szignifikansan a TMV replikaciojat a fertdzott N.
benthamiana levelekben (29. abra).

Megvizsgaltuk azt is, hogy a TMV fert6zés megvaltoztatja-e a beépitett WRKYZ gén
expressziojat a transzformalt N. benthamiana levelekben. A génexpressziét RT-qPCR
technikaval, specifikus primer par (F1. tablazat, Fliggelék) segitségével detektaltuk a
TMV-, illetve mock-inokulalt levelekben. Az eredmények szerint a TMV fert6zés nem
valtoztatja meg a WRKYZ transzgén expresszidjat a mock-inokulalt kontroll kezeléssel

dsszehasonlitva.
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29. abra. A TMV replikdcid6 nyomonkovetése a paprika WRKY2 génnel illetve az lres
expresszios vektorral transzformalt (kontroll) Nicotiana benthamiana levelekben a TMV
fertG6zést (inokulaciot) kovet6 kilonbozs idépontokban. A TMV kopenyfehérjét (coat protein,
CP) kédold RNS mennyiségét szemikvantitativ RT-PCR alkalmazasaval detektaltuk. A viralis
RNS reverz transzkripcidjahoz az oligoT primer helyett a CP reverz primert hasznaltuk.
Konstitutiv kontroll génként egy dohany aktin expresszidjat is detektaltuk. Az abra harom
fliggetlen bioldgiai kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be.

Mind a TMV- mind a mock-inokulalt levelekben a fert6zést kovetd napokban

fokozatosan lecsokkent a beépitett WRKYZ transzgén expresszidja (30. abra).
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Napok a TMV fertézést kévetden

30. abra. A paprika WRKY2 gén expresszidjanak valtozasai TMV- és mock-inokulalt, a WRKY2
génnel transzformalt Nicotiana benthamiana levelekben a TMV-fert6zést kovet6 kilonbozd
idépontokban. Az dbra harom filiggetlen kisérlet atlagat + a standard deviaciét mutatja.




Ezutan megvizsgaltuk, hogy a WRKYZ génnel torténd transzformacié hogyan befolyasolja
egyes védekezési gének expresszidjat a tranziens moédon transzformalt N. benthamiana
levelekben a TMV fert6zés hatdsara. Négy védekezési gén expresszidjat vizsgaltuk, két PR
fehérjét kddolé gént (NtPR-1a és NbPR-10) mint rezisztencia-markereket (Pfitzner és
Goodman 1987, Wu és mtsai. 2014), egy 9-lipoxigenazt (NbLOX1) (Huang és Schwab
2011) és egy elicitor kezelés hatasara indukal6d6 dohany WRKY gént (NtWRKY1)

(Yamamoto és mtsai. 2004).
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Napok a TMV fertézést kovetéen

31. abra. A paprika WRKY2 génnel torténd genetikai transzformacidé hatasa négy védekezési
gén és a kontroll aktin gén expresszidjdra a tranziens modon transzformalt Nicotiana
benthamiana levelekben TMV fert6zést kovet6en. Kontroll kisérletekben az lres expresszids
vektorral transzformalt N. benthamiana levelekben is detektaltuk a génexpresszids szinteket.
Az dbra harom fliggetlen bioldgiai kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be.

A WRKYZ génnel tortént transzformacio a négy védekezési gén koziil csak az NbLOX1 gén
expresszidjat novelte meg szignifikdns modon, a tobbi harom védekezo6 gén expresszidjat
nem befolyasolta (31. abra). A rezisztencia marker NtPR-la és NbPR-10 gének
expresszidjat nem valtoztatta meg a TMV fert6zés, sem a WRKY2 génnel, sem az lires
expresszidés vektorral transzformalt levelekben, ami azzal magyardzhat6, hogy a
kompatibilis N. benthamiana - TMV Kkoélcsonhatdsban nem aktivalédnak ezek az
inkompatibilis dohany - TMV koélcsonhatasokban megfigyelt védekezési reakciok. Az
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NtWRKY1 gén expresszidja nem valtozott meg szignifikdnsan egyik névénycsoportban
sem a TMV fert6zés hatasara (31. dbra).

Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a paprika LOX gének promoter
régidiban szamos WRKY transzkripcids faktort kotd nukleotid motivum (W-box)
motivumok, amely megmagyarazhatja azt, hogy a WRKYZ génnel végzett transzformacio
miért befolyasolta az NbLOX1 gén kifejez6dését a TMV fert6zott N. benthamiana névények
leveleiben. A WRKYZ génnel végzett transzformacid hatasat az NbLOX1 génre valos idejl
RT-qPCR technikaval kvantitativ modon is megvizsgaltuk. Ehhez 6ssz-RNS kivonast
végeztiink a WRKYZ génnel illetve az lires expresszids vektorral transzformalt N.

benthamiana levelekbdl a TMV fert6zést koveto kiilonb6z6 idépontokban, majd egy
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Napok a TMV fertézest kdvetben

32. abra. A lipoxigendz-1 (NbLOX1) gén expresszidjanak aktivaléddsa TMV fert6zés hatdsara a
paprika WRKY2 génnel, illetve egy lires expresszids vektorral transzformalt N. benthamiana
novények leveleiben a TMV fert6zést kdvetd kiilonb6z6 id6pontokban. A valds ideji RT-qPCR
méréseket génspecifikus primer parral végeztik. Egy aktin gén kifejez6dését konstitutiv
kontrollnak haszndltuk. Az abran mutatott értékek harom fliggetlen parhuzamos mérés
eredményei + standard hiba. Az abra jelolései: ** mutatjak a szignifikans eltéréseket a WRKY2
transzformalt és kontroll, ires vektorral transzformalt novények kozott P = 1% szinten.

specifikus primer par (F1. tablazat, Fliggelék) segitségével megmértiik az NbLOX1

expresszidjat. A TMV fert6zést megel6z6en a NbLOX1 expresszidja nem tért el szignifikans
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modon a WRKYZ génnel és az lires expresszids vektorral transzformalt levelek kozott, de
a TMV fert6zés hatasara a génexpresszié mindkét csoportban jelentésen megemelkedett
(32. abra). Az eredmények igazoltak a feltételezésiinket, TMV fert6zés hatasara a vizsgalt
NbLOX1 gén expresszidja szignifikansan nagyobb mértékben aktivalodott a WRKY2
génnel transzformalt levelekben, mint a kontroll, iires expresszidos vektorral
transzformalt levelekben. Egy nappal a TMV fertzést kovetéen a WRKYZ génnel
transzformalt levelekben 2,3-szor magasabb volt a NbDLOX1 gén expresszidja, mint a
kontroll levelekben, majd az ezt kdvet6 napokban lassan csokkent a kilonbség a két
kezelés kozott (32. abra).

ATMV fertdzés kezdeti, lathato lokalis tiineteivel szemben a WRKYZ génnel torténd
transzformacié igen jelent6sen befolyasolta a TMV fert6zés késébbi, az egész névényre
kiterjed6 kovetkezményeit. Ismeretes, hogy a TMV fert6zés szisztemikus nekrézishoz, a
novények teljes elpusztulasahoz vezet N. benthamiana névények esetében (Culver 1996).
A mi kisérleteinkben is megfigyelhet6 volt a gyors szisztemikus nekrézis, ami egy héttel a
TMV fert6zés utan mar a novény teljes pusztuldsat okozta (33. abra). A WRKYZ génnel
torténd transzformacié nem akadalyozta meg ugyan a szisztemikus elhalast a
transzformalt N. benthamiana esetében, de igen jelent6sen, mintegy 3 nappal késleltette
azt (33. abra). A mock-inokulalt névények esetében nem jelentkeztek lathato tiinetek.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a paprika WRKYZ2 gén kifejez6dése a N.
benthamiana novényekben jelent6sen gatolja a virus szisztemikus tiineti hatasat.
Feltételezésiink szerint a gén altal kodolt WRKY?2 transzkripcios faktor olyan géneket
aktivdl a TMV fert6zott novényekben, amelyek géntermékei a virus szisztemikus
elterjedését gatoljak, illetve késleltetik. A jovObeni kisérleteinkben ezért a TMV-fert6zott
N. benthamiana novények szisztemikus leveleiben fogjuk vizsgalni a WRKYZ génnel

végzett transzformacié hatasait.
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33. abra. TMV fert6zés hatasara fellépd szisztemikus nekrozis a paprika WRKY2 génnel, illetve
az Ures expressziés vektorral transzformdlt (kontroll) Nicotiana benthamiana névények
esetében 7, 8 és 9 nappal a TMV fert6zést kovetSen (dpi). A TMV fert6zést (inokuldcidt) a
harom, korabban agroinfiltralt levélen végeztiik el. A kisérletet négy ismétlésben végeztiik el,
azonos eredménnyekkel.

5.10.7. Redox-aktiv anyagok hatasa a WRKY gének expresszidjara

Harom redox-aktiv anyaggal (H202, L-2-oxo-4-thiazolidin-karboxilsav (OTC) és
redukalt glutation (GSH)) végzett kezelések utan vizsgaltuk harom paprika WRKY gén
expresszidjat. A redox kezelések koziil a legnagyobb hatast a redukalé agens 1 mM GSH
oldattal torténd kezelés volt, amely 6 6ra inkubaci6 utan igen jelent6sen lecsokkentette
mindhdrom vizsgalt WRKY gén expresszidjat (34. dbra).

A génexpresszio visszaszorulasa a WRKY1 gén esetében 24 6ras inkubalas utan is
szamottevd volt, mig a WRKY-a és WRKY-c gének expresszioja visszatért a kontroll kezelés
szintjére (34. abra). Az OTC a novényi sejtekben ciszteinné, majd GSH-va alakul at, igy egy
szintetikus GSH prekurzornak tekinthet6 (Faragé és Brunold 1994, Gullner és Dodge
2000). Az OTC kezelések, a GSH kezelésekkel ellentétben, nem befolyasoltak 1ényegesen

a WRKY gének kifejez6dését (34. abra). Az oxidaloé hatasu kezelés 10 mM hidrogén-
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peroxiddal jelent6sen megnovelte a WRKY-c gén transzkriptumanak a mennyiségét 24
6ras inkubalas utan, de a masik két vizsgalt WRKY gén expresszidjat nem valtoztatta meg

(34. abra).

WRKY1 WRKY-a WRKY-c

0 6 24 0 6 24 0 6 24

Orék a kezelést kovetéen (hpi)

34. abra. Redox-aktiv anyagokkal torténé kezelések hatasa WRKY gének expresszidjara
paprika levélkorongokban RT-PCR moédszerrel kimutatva, specifikus primer parok segitségével.
Az dabran bemutatott agardz gélképek két fliggetlen bioldgiai kisérlet reprezentativ
eredményei. GSH: glutation, OTC: L-2-oxo-4-thiazolidin-karboxilsav. Az dbra harom fliggetlen
bioldgiai kisérlet reprezentativ eredményeit mutatja be.
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6. Az eredmények értékelése

A vizsgalataink kezdetén az volt a munkahipotézisiink, hogy a kompatibilis és
inkompatibilis paprika - tobamovirus kélcsonhatdsok soran bekovetkezd biokémiai
valtozasok Osszehasonlitasa segithet a virusokkal szembeni rezisztencia alapjainak jobb
megismerésében. A virusfert6zések soran a novényi sejtek citoszoljaba mikrosériiléseken
vagy rovarok segitségével bejutott virusokat altaldban rezisztencia fehérjék (R-fehérjék)
ismerik fel (Padmanabhan és Dinesh-Kimar 2014). A kdérokozé felismerése jelatviteli
folyamatokat indit el, amelyekben védekezési hormonok és transzkripciés faktorok
jatszanak fontos szerepet. A jelatviteli folyamatok eredményeként a n6vényi sejtmagban
nagymértékl transzkripciés Gjraprogramozas jatszodik le, nagyszamu védekezési gén
aktivalodik, mig mas gének expresszidja lecsokken (Singh és mtsai. 2002, Moore és mtsai.
2011). Ha a védekezési folyamatok erdteljesen és gyorsan aktivalédnak, akkor sikeresen
(inkompatibilis kélcsonhatas). Ellenkez6 esetben, a novény lassu és gyenge valasza esetén
a virusfertdzés sikeres lesz (kompatibilis kdlcsonhatas), a betegség kialakul, ami
killonb6z6 tiinetekhez, a novény torpiiléséhez vagy elpusztulasahoz vezet. Ezért
vizsgalataink soran olyan biokémiai valtozasokat kerestiink, amelyek a virusfert6zést
kovetd korai idépontokban és erdteljesen jelentkeznek az inkompatibilis paprika -
tobamovirus koélcsonhatas soran, mig a kompatibilis kélcsénhatds soran nem, vagy csak
kis mértékben figyelhet6ek meg. Feltételezésiink szerint ezek a gyorsan aktivalodo
reakciok szerepet jatszanak a virus-rezisztencidban és megismerésiik el6segitheti a
rezisztencia jobb megértését.

Vizsgalatainkhoz az L3 rezisztencia gént tartalmaz6 TL 1791 paprika nemesitési
vonalat (Capsicum annuum L.) valasztottuk, amelynek leveleit két kiilonb6z6
tobamovirussal (ObPV és PMMoV) fertéztiik. Az ObPV inokulaciét kévetéen kimutathaté
volt a H202 felhalmozddasa a fert6zott levelekben (4. dbra), ami a virusfert6zést kovetd
oxidacios stresszre utal (Hernandez és mtsai. 2016). A paprika leveleket PMMoV-val
inokulalva megfigyelhetd volt a virus gyors replikaciéja (6. abra) illetve a paprika
korfolyamathoz kapcsolt fehérjéit (PR-fehérjéket) kodol6 géneknek az igen gyenge
expresszidja vagy az expresszio hidnya (8. abra). Ezek a reakciok mutatjak a kélcsonhatas

kompatibilis jellegét. A PMMoV fert6zés sikerességét mutatta a virus kopenyfehérje
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gyorsan novekvé mennyisége is a paprika levelekben, amit "Western blot" technikaval
sikeriilt kimutatni mind a fert6zott als6 mind a nem-fert6zott szisztemikus levelekben (5.
abra). Az ObPV-el torténd inokulacié utan kismértékil virusreplikacié volt megfigyelhet6
(6. abra), ami bizonyitja az L3 rezisztenciagén hatasossagat ezzel a virussal szemben. Az
ObPV-fert6zott levelekben megfigyelhetd volt a PR gének gyors és igen erdteljes
aktivalddasa is. Az ObPV altal kivaltott névényi immunitas meglétét bizonyitja tobbek
kozott a PR gének transzkriptumainak nagymeértékii akkumulaciéja. Az ObPV fert6zés a
BPR-1, PR-4 és PR-10 gének jelent6s indukciojat valtotta ki (8. abra), melyek jol ismert
antiviralis névényi rezisztencia markerek (van Loon és mtsai. 2006). Ezek az eredmények
igazoljak a paprika - ObPV kolcsonhatas inkompatibilis jellegét. Mivel a PR-10 fehérje
ribonukledz aktivitdst mutatott a TMV RNS-ével szemben (Park és mtsai. 2004), ezért
elképzelhetd, hogy ez a fehérje ténylegesen hozzajarul a paprika ObPV-vel szemben
kialakitott rezisztencidjdhoz. Korabbi eredmények szerint 11, 18, 21 és 28 kDa
molekulatomeg(i, tripszin ellendll6 PR-fehérjék halmozoédnak fel az ObPV-inokulalt
paprika levelekben (Té6bids és mtsai. 1989). Kisérleteinkben a PMMoV fertézott
levelekben a BPR-1, PR-4 és PR-10 gének indukcidja elhanyagolhat6 volt (8. abra).

Erdekes megfigyelés volt a kisérleteink soran egy paprika defenzin gén korai
idépontokban torténd indukalasa ObPV fertdzés esetében (9. abra). A paprika defenzin és
tionin gének szerepét mar korabban kimutattak abiotikus stresszhatasok és bakterialis
fert6zések esetében. Ezek a gének novényi védekezési hormonokkal is gyorsan és
erdteljesen indukalhatéak (Lee és mtsai. 2000, Do és mtsai. 2004). A magas cisztein
tartalmu defenzin fehérje szerepe a virus-rezisztenciaban még ismeretlen.

A virusfert6zés szignifikansan megvaltoztatja az intracellularis membranlipidek
anyagcseréjét a fert6zott novényi sejtekben kiilonb6z6é biokémiai mechanizmusok altal
(Stapleford és Miller 2010, Ishibashi és mtsai. 2012). Azonban kevés informacié van a LOX
enzimek altal katalizalt tobbszorosen telitetlen zsirsavak peroxidaciéjarol, habar ezeket a
reakciokat kapcsolatba hozhatjuk a virusok elleni rezisztenciaval. Ahhoz, hogy felderitsiik
a LOX-ok szerepét az antiviralis rezisztencidban, 6sszehasonlitottuk a LOX gének
expressziéjat is az  inkompatibilis és  kompatibilis  paprika-tobamovirus
kolcsonhatdsokban, annak érdekében, hogy taldljunk az inkompatibilis reakciéban

specifikusan aktivalédé géneket.
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A LOX gének indukciéjat és a fokozott LOX enzimaktivitast szamos névény-patogén
koélcsonhatasban vizsgaltdk mar (Slusarenko 1996, Rancé és mtsai. 1998, Kolomiets és
mtsai. 2000, Gobel és mtsai. 2001, Garcia-Marcos és mtsai. 2013). A LOX aktivitas
fokozodasa altalaban korrelalt a novényi betegségellenall6saggal, igy ez a hatas altalaban
elhanyagolhat6 volt a kompatibilis n6vény-patogén kdlcsonhatasban (Slusarenko 1996).
A kutatdcsoportunk korabbi ereményei azt mutattak, hogy harom 9-LOX gén expressziodja
jelent6sen megnovekedett az ObPV inokulalt levelekben, de csak igen kevéssé a PMMoV
fert6zott levelekben (Gullner és mtsai. 2010). A sajat vizsgalataink kezdetén csak egy
paprika LOX gén szekvenciaja volt elérhet§ az NCBI GenBank-jaban (LOX1, F]J377708).
Annak érdekében, hogy tobb informaciot szerezziink a LOX gének szerepérdl a
virusfert6zott paprika novényekben, tovdbbi LOX géneket klénoztunk és
szekvenaltattunk. Az 4j LOX gének szekvencidinak segitségével specifikus PCR primereket
terveztlink az expresszidjuknak a jellemzésére. A munkank soran harom LOX gén teljes
illetve egy tovabbi LOX gén részleges fehérjek6dolo6 szekvenciajat hataroztuk meg. Ezeket
a szekvenciakat a GenBankban is elhelyeztiik: 13-LOXa (JF304313), 9-LOXb (DQ473539),
13-LOXc (KC404864) és 9-LOXd (DQ473540). Jellemeztiik az Gj LOX gének expresszios
mintazatadt ObPV- és PMMoV-fert6zott levelekben valds idejli RT-qPCR-rel, annak
érdekében, hogy tobbet tudjunk meg a LOX-ok szerepérdl az antiviralis rezisztenciaban.
Osszehasonlitottuk tovabba a két 13-LOX gén és a harom 9-LOX gén expresszidjat a
virusfert6zott levelekben. Mind az 6t LOX gén aktivalédott ObPV fert6zés hatasara, de
csak négy LOX gént aktivalt a PMMoV (11. abra). A kisérleteinkben a 9-LOX gének
indukcidja joval er6teljesebb volt az inkompatibilis paprika- ObPV kdlcsonhatasban, mint
a kompatibilis paprika- PMMoV kélcsonhatasban (11. abra), mely alatamasztja az el6zetes
szemikvantitativ RT-PCR kisérleteinket (Gullner és mtsai. 2010). Ezzel ellentétben a két
Uj 13-LOX gén expresszidja nem Kkiilonbozott jelentés moédon a kompatibilis és
inkompatibilis paprika-virus kélcsénhatasban (11. dbra), ami arra utal, hogy ezek a gének
kevésbé fontosak az antiviralis védekezési mechanizmusokban, mint a 9-LOX gének. A 9-
LOX reakciéut preferenciajat figyelték meg elicitorral kezelt burgonyaban is (Gobel és
mtsai. 2001). Ezek a transzKkripciés valtozasok megel6zték a nekrotikus tlinetek
megjelenését (72 o6ra) és a teljes LOX enzimaktivas emelkedését ObPV-fert6zott
levelekben (72 oOra). Arabidopsisban a 9- és 13-LOX transzkriptum felhalmozo6dasa is

kimutathaté CMV-fertdzést kovet6en (La Camera és mtsai. 2009). Az Gjannan azonositott
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13-L0OXa és 13-LOXc génekbdl kovetkeztetett fehérjeszekvencidk nagyfoku hasonlésagot
mutattak a Nicotiana attenuata NaLOX2 fehérje szekvenciadjaval. Korabban mar
bizonyitottak, hogy a NaLOX2 fehérje altal termelt lipid hidroperoxidokat a névény donté
mértékben az illékony Ce oxilipinek bioszintéziséhez hasznalja fel (Allmann és mtsai.
2010), ami arra utal, hogy a paprika 13-L0Xa és a 13-LOXc fehérjéknek hasonl6 szerepiik
lehet a virusfert6zott paprika levelekben.

A 9-LOX gének korai és erdteljes aktivacidja tobbféleképpen hozzajarulhat a
paprika virusokkal szembeni rezisztencidjahoz. A LOX enzimek részt vehetnek a
nekrotikus 1éziok kialakitasaban az inkompatibilis paprika-virus kélcsonhatas soran
(Cacas és mtsai. 2005). Ezen kiviil a 9-LOX enzimek részvételével termel6d6 bioaktiv
oxilipinek részt vehetnek kiilonb6z6 védekezési reakciokban (Weichert és mtsai. 1999, La
Camera és mtsai. 2009). A harmadik lehet&ségként a virusfert6zés hatasara aktivalédoé,
membranhoz kotott LOX enzimek mddosithatjak az intracellularis névényi membranok
szerkezetét olyan médon, hogy ezzel akadalyozzak a virus replikacioéjat. A sejten beliili
membranok nélkiil6zhetetlenek a virus RNS replikaciéjahoz. A pozitiv szald RNS virusok
jelentésen modositjak a novényi intracellularis membranokat annak érdekében, hogy a
replikacidjukhoz  védett  kornyezetet  hozzanak  létre. A  virus-indukalt
membranstrukturak sziikségesek ahhoz, hogy elszigeteljék a replikaci6 soran
koztestermékként képzddd viralis dupla szalit RNS-t (dsRNS), ami egyébként aktivalhatna
a névény virus-indukalt géncsendesitési vedekezési reakciodit (Stapleford és Miller 2010,
Chukkapalli és mtsai. 2012). A védett kornyezetben a virusreplikacié membranhoz kotott
RNS replikacios komplexekben torténik. A replikacios komplexeket tartalmazé membran
"zsebek" kiilonb6z6 névényi intracellularis sejtszervecskék membranjaibél alakulhatnak
ki az egyes virusok eltéré6 membran-szelektivitdsa szerint (Lee és mtsai. 2001, Ishibashi
és mtsai. 2012). Az RNS szintézis nagyon érzékeny a fogadé membranok
lipidosszetételére, kiilonos tekintettel a tobszordsen telitetlen zsirsavakra (Lee és mtsai.
2001), melyek a LOX enzimek szubsztratjai. Erdekes médon a Rozsnok mozaik virus
(Brome mosaic virus, BMV) replikaci6ja jelent6sen gatlédott élesztében az OLE1 gén
mutacidja kovetkeztében, amely gén egy delta-9-zsirsav deszaturaz (FAD) enzimet kodol
(Lee és mtsai. 2001). Ez az eredmény bizonyitotta, hogy a viralis RNS szintézis nagyon
érzékeny a lipid 0sszetételre, kiilondsen a telitetlen zsirsavak szintjére. A LOX izoenzimek

ismert mdédon képesek kotédni a n6vényi membranokhoz (Fornaroli és mtsai. 1999),
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feltehetéen az N-termindlis PLAT doménjiik segitségével, amely érzékeny az
intracellularis kalcium szintre (Newcomer és Brash 2015). A LOX enzimek képesek
peroxiddlni a szabad és memranhoz kotott tobbszorosen telitetlen zsirsavakat is
(Chechetkin és mtsai. 2011, Nakashima és mtsai. 2011), és ezért jelentésen
befolyasolhatjak a virusreplikaciot. Ha a LOX-ok altal okozott valtozasok az intracellularis
novényi membran szerkezetben csokkentik vagy sulyosan akadalyozzak a virus
replikacidjat, a LOX enzimek aktivacioja jelentdsen hozzajarulhat az antiviralis névényi
rezisztenciahoz. Természetesen tovabbi kisérletek sziikségesek a hipotézis bizonyitasara.

A LOX gének expresszidjat jelentdsen befolyasoljak a védekezéssel kapcsolatos
hormonok (Nemchenko és mtsai. 2006, Porta és mtsai. 2008). Megvizsgaltuk 6t paprika
LOX gén expresszi6jat natrium-szalicilattal, metil-jazmonattal és az etilén prekurzor 1-
amino-ciklopropan-1-karboxilsavval (ACC) kezelt paprika levelekben. A LOX gének igen
kiilonb06z6 expressziés mintazatot mutattak a hormonkezeléseket kovetéen. A natrium-
szalicilat és a metil-jazmonat mind az 6t LOX gént aktivalta, de nagyon kiilonb6z6
mértékben és idéprofilban. Az etilén prekurzor ACC csak a 9-L0OX1, 13-LOXa és 9-LOXb gén
expresszidjat novelte meg (12-13. abra). Egy korabbi koézlemény az etilén gyors és
jelentés akkumulaciéjarél szamolt be az ObPV-fert6zott levelekben (Tébids és mtsai.
1989).

Az 6t LOX gén promoterében szamos szabalyozd cisz-elemet azonositottunk.
Korabban mar azonositottak a kukorica LOX gének promoterében patogénekkel és
hormonokkal kapcsolatos szabalyozé elemeket (Nemchenko és mtsai. 2006). Altalaban
nagyszamu transzkripcidos faktor indukalddik Osszehangoltan a virusfert6zott és
hormonkezelt névényekben, melyek kiilonb6zd szabalyozo cisz-elemekhez két6dhetnek
a célgének prométerein, igy szabdlyozva az expresszidjukat. Ezért tobb szabalyoz6 cisz-
promoéter elem jelenléte és egylittmiikodése hatarozza meg a szabalyozott gén
expresszidjat. A kisérleteinkben feltartuk a LOX gének 1500 bp hosszisagi promoter
szakaszan talalhato, az etilén valaszért felels szekvencia-motivumok (ERE) szama és a
LOX gének ACC indukalhatésaga kozotti 6sszefliggést (13. és 15. dbra). Az ERE motivumok
valddi bioldgiai jelent6ségét a jovében kisérletekkel még ellendrizni kell. A LOX gének
kozll négy gén promoéterében megtaldlhaté volt a W-box nukleotid motivum, mely
biztositja a WRKY transzkripcids faktorok kotédését a promoterhez (15. abra). A WRKY

transzkripcios faktorokrél kimutattak, hogy jelentdsen indukalédnak virusfert6zés (Oh és
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mtsai. 2008, Huh és mtsai. 2015) és hormonkezelés (Lim és mtsai. 2011) hatdsara
paprikaban. A WRKY transzkripciés fakorok kézremiikodnek a hormonokkal kapcsolatos
gén aktivacidban is. Egy szalicilsav-érzékeny receptor kinaz teljes expresszi6jahoz egy W-
box volt szlikséges Brassica oleracea-ban (Rocher és mtsai. 2005). A WRKY transzkripciés
faktorok részt vesznek a jdzmonsav-szabalyozott génaktivacidoban is (McGrath és mtsai.
2005).

A LOX anyagcseréhez szorosan kapcsolddik a 9-LOX és 13-LOX izoenzimek
kozremiikodésével termelt oxilipinek képzddése. Ezért az oxilipinek bioszintézisében
szerepet jatszo gének expressziojat szintén megvizsgaltuk az ObPV és PMMoV fert6zott
novényekben. Els6 1épésként a GenBank-ban talalhaté szekvencia-adatok alapjan
azonositottuk a szoba johetd géneket (16. abra). Ezutan kilenc gén expresszidjat kovettiik
a virus-, illetve mock inokulalt levelekben szemikvantitativ RT-PCR technikaval. Korabbi
vizsgalatokkal (Gullner és mtsai. 2010) dsszhangban jelent6sen megemelkedett 9-DES
génexpressziot talaltunk az ObPV inokulalt paprika levelekben (17. abra). Uj eredmény a
9-HPL1 és 9-HPLZ gének erdteljes és igen korai indukciéja a PMMoV-fert6zott levelekben.
A 9-HPL enzimek a 9-DES enzimekhez hasonléan a citokrom P-450 enzimcsaladba
tartoznak (CYP74B alcsalad) (Howe és Schilmiller, 2002). A 9-HPL gén altal koédolt
enzimek a 18 szénatomot tartalmazé 9-hidroperoxi-zsirsav lancokat hasitjak el két 9
szénatomos vegyliletre, egy aldehidre illetve egy oxo-karboxilsavva. A két kettés kotést
tartalmazo 9(S)-hidroperoxi-10(E),12(Z)-oktadekadiénsav szubsztrat esetében a 9-HPL
enzimaktivitas termékei a (3Z)-nonenal és a 9-oxo-nonansav, mig a harom kettds kotést
tartalmazo6 9(S)-hidroperoxi-10(E),12(Z),15(Z)-oktadekatriénsav szubsztrat esetében a
termékek a (3Z,6Z)-nonadienal és a 9-oxo-nonansav (Noordermeer és mtsai. 2001, Mita
et al 2005). Egy mandula magvakbdl izolalt 9-HPL enzim vizsgalatakor a (2E)-nonenalt
azonositottdk GC-MS technikdval, mint az enzimaktivitas f6 termékét (Mita és mtsai.
2005). A (2E)-nonenal valdszintileg a (3Z)-nonenadl izomerizaci6javal alakul ki. A PMMoV-
fert6zott levelekben kimutatott erésen indukalédott 9-HPL expresszié szerepe és
jelentésége a virusfert6zott paprika levelekben egyel6dre teljesen ismeretlen, feltarasahoz
tovabbi vizsgalatok szilikségesek, igy a (3Z)-nonendl, (2E)-nonenal, (3Z,6Z)-nonadienal és

a 9-oxo-nondnsav szintjének GC-MS mérése a fert6zott paprika levelekben.
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Kutatocsoportunk lengyel kooperaciéban UHPLC-MS/MS technikaval kimutatta,
hogy az ObPV-fert6zott paprika levelekben tobb névényi hormon szintje igen jelentés
mértékben megemelkedik (Dziurka és mtsai. 2016). Harom nappal az ObPV fert6zést
kovetden jelent6sen megndtt a mock-kontrollhoz képest nemcsak a szalicilsav és a
jazmonsav szintje (73-szorosra illetve 8-szorosra), de megemelkedett az abszcizinsav,
indol-3-ecetsav, indol-3-butansav, a cisz-zeatin, cisz-zeatin-9-ribozid és a transz-zeatin-9-
ribozid szintje is a fert6zott levelekben. A szisztemikus, nem fertdzott levelekben 20
nappal az als6 levelek ObPV inokulacidja utan nem talaltunk szignifikans valtozasokat
ezeknek a hormonoknak a szintjében. A PMMoV inokulacié hatasara csak a gibberellinsav
és a szalicilsav szintje valtozott meg a fert6zott levelekben (Dziurka és mtsai. 2016). A
hormon analizishez kapcsolédva megvizsgaltuk tobb olyan paprika gén expresszidjat az
ObPV- és PMMoV-inokuladlt paprika levelekben, amelyek altal koédolt fehérjék
meghatarozod szerepet jatszanak a hormonok bioszintézisében. A szemikvantitativ RT-
PCR vizsgalataink szerint az ObPV-inokulaci6 jelent6sen aktivalta harom paprika
fenilalanin-ammonia liaz (PAL) gén expresszidjat, mig ugyanezekben a levelekben az
izokorizmat-szintetaz enzimet k6dolé ICS1 gén expresszidja nem valtozott meg (18. abra).
Mindkét gén a szalicilsav bioszintézisben jatszik szerepet. Ezek a vizsgalatok azt mutattak,
hogy az ObPV-inokulacié hatasara dontéen a PAL enzimek részvételével zajlo fenil-
izokorizmat szintetaz katalizalta reakciout (Catinot és mtsai. 2008). Mind az ObPV, mind
a PMMoV inokulacié jelent6sen aktivalt egy, az etilén bioszintézisben résztvevd 1-
aminociklopropan-1-karboxilsav oxidaz (ACO) gént (18. abra). Fontos kiilonbség volt
azonban az, hogy az inkompatibilis paprika-ObPV kapcsolatban ez a gén mar a fert6zést
kovetbéen egy nappal jelentésen indukalédott, mig a kompatibilis paprika-PMMoV
kapcsolatban ez a hatas csak 2 nappal a fert6zés utan jelentkezett. Erdekes médon Tébias
és mtsai. (1989) eredményei szerint viszont csak az ObPV-fert6zott paprika névények
mutattak nagymértékd etilén termelést, de a PMMoV-fert6zés esetében az etilén-
felhalmozddas nem volt kimutathaté. Az etilén bioszintézise tobb szinten szabalyozddik,
igy az etilén képzddést befolydsolja nemcsak az ACS és ACO gének expresszidja, de a
hirvivé RNS-eik stabilitdsa, az ACS és ACO enzimek poszt-transzlaciés médositasai (Kim

és mtsai. 2003) és az intracellularis redox kérnyezet is (Datta és mtsai. 2015).

89



A szalicilsav, jazmonsav és etilén mellett az abszcizinsav (ABA) is fontos szerepet
jatszik a fert6zott novények védekezési reakcidinak szabdlyozasaban. Az ABA egy
altalanosan el6fordul6 névényi hormon, amely ismert szerepet tolt be a novényi embrié
fejlddésében, a mag csirdzasaban illetve a kiilonb6z6 abiotikus stresszhatasokhoz valo
adaptaciés folyamatokban, mint pl. szarazsag, sdstressz, hideg-stressz esetében. Ha
kiils6leg adunk ABA-t a novényi szovetekhez, akkor gyors sztéma-zarodast okoz, ami
csokkenti a szovetek transzspiracié miatti vizvesztését (Qin és Zeevaart 1999). Az ABA
egy szeszkviterpenoid (Cis) vegyllet, bioszintetikus prekurzorai magasabbrendi
novényekben az epoxikarotinoid (Cs0) vegyliletek, amelyek termelését a zeaxantin
epoxidaz enzimek katalizaljak. Az ABA bioszintézisének a sebesség-meghatarozé lépése
feltehetéen a 9-cisz-epoxikarotinoidok (a violaxantin és a neoxantin cisz-izomerjei)
hasitasa. Ezt a reakciot a 9-cisz-epoxikarotinoid dioxigendz (NCED) enzimek katalizaljak,
areakcio termékei a xantoxin (Ci1s) és az apo-karotinoidok (Cz2s) (Burbidge és mtsai. 1997,
Thompson és mtsai. 2000, Nambara és Marion-Poll 2005). Ez a reakci6 a tilakoid
membranokban zajlik, ahol a karotinoid szubsztrat is megtaldlhat6. A xantoxin
enzimatikusan tovabbalakul abszciszin-aldehiddé alkohol-dehidrogendz enzimek
segitségével, ami végiil az abszcizin-aldehid oxiddz enzim koézremiikodésével ABA-va
alakul (Nambara és Marion-Poll, 2005). A GenBank-ban talalhat6 szekvencia adatok
alapjan megszerkesztettiik a paprika genomban talalhat6 harom NCED és kilenc CCD
enzim hasonlésagi torzsfajat (19. abra). A torzsfan jol elkiiloniilnek az NCED és CCD
fehérjék szekvenciai (19. abra). Kisérleteink soran megvizsgaltuk a harom NCED gén
expresszidjanak a valtozasait az ObPV- és PMMoV-inokulalt paprika levelekben, de nem
sikeriilt szignifikans valtozast kimutatni egyik gén esetében sem (18. abra). Ezek az
eredmények mutatjak, hogy az ObPV-inokulalt levelekben észlelt ABA-akkumulacié nem
az NCED gének aktivalodasanak a kovetkezménye, hanem itt mas tényezok jatszanak
szerepet.

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az ObPV-fert6zés jelent6sen indukal egy
karotinoid hasit6 dioxigenaz enzimet kddol6 gént (CCD1) is a fert6zott paprika levelekben
(20. abra), ami arra utal, hogy a virusfert6zés aktivalhatja egyes karotinoidok lebomlasat.
Paprikaban csak az altalunk is vizsgalt CCD1 gént tanulmanyoztdk eddig részletesen
(GenBank Y14164; Bouvier és mtsai. 2003). Az Arabidopsis thaliana modellnévényben a

CCD géneket egy kisebb géncsalad kodolja (Schwartz és mtsai. 2001, Auldridge és mtsai.
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2006). Ha a paprika CCD1 gén szekvenciajat 6sszehasonlitjuk valamennyi A. thaliana CCD
gén szekvenciajaval, akkor a legnagyobb hasonlésagot az AtCCD1 (GenBank NM_116217)
gén esetében talaljuk. Ismeretes, hogy az AtCCD1 gén altal kdédolt enzim kiilonbo6z6
karotinoidok 9,10 (9',10") kettds kotéseinek a szimmetrikus hasitasat katalizalja,
amelynek soran egy Ci4 dialdehid és két Ci3 ciklohexon szarmazék keletkezik (Schwartz
és mtsai. 2001). Erdekes médon egy tipikus CCD1 enzimtermék, az illékony terpenoid f-
jonon kimutathato volt gazkromatografias-tomegspektrometrias detektalassal az ObPV-
fert6zott paprika levelekben (Frigyes David, ELTE, nem ko6zolt eredmények). Mivel a CCD
enzimek részt vehetnek az abszcizinsav bioszintézisében (Auldridge és mtsai. 2006), a
paprika CCD géncsalad tagjainak aktivalédasa szerepet jatszhat az ObPV-fertdzott levelek
lehullasdban is, ami a fert6zés utan 6-7 nappal figyelhet6 meg. A CCD gének szabalyozasa
abiotikus és biotikus stresszhatdsok esetén nagyrészt feltaratlan. Tovabbi vizsgalatok
szlikségesek annak megallapitdsahoz, hogy az ObPV- és PMMoV fert6zések hogyan hatnak
a CCD géncsalad egyes tagjainak az expresszidjara illetve az osszetett karotinoid

A fert6zott novényekben kialakuld virus-rezisztencia megértéséhez a gyors és
kiterjedt transzkripciés ujraprogramozast Kkell felderiteni. Az djraprogramozas
szabalyozasaban alapvetd fontossaguak a transzkripcios faktor fehérjék, amelyek szamos
védekezési gén promoteréhez kapcsolodva képesek a gének transzkripciojat befolyasolni
(Després és Fobert 2006). Az utébbi években szamos transzkripcids faktor csalad
szerepét vizsgaltak és igazoltak fert6zott novényekben (Després és Fobert 2006, Pandey
és Somssich 2009, Gatz 2013). A sajat kisérleteink soran a paprika WRKY tipusu
transzkripcios faktorok szerepét kivantuk tisztazni az altalunk vizsgalt paprika-
tobamovirus kélcsonhatasokban. Ennek két oka volt: a) a korabbi kutatasok szerint egyes
WRKY transzkripciés faktorok fontos szerepet jatszhatnak a virusfert6zott novények
védekezésében (Yang és mtsai. 1999, Chen és Chen 2000, Liu és mtsai. 2004, van Verk és
mtsai. 2008) igy a tobamovirusokkal fert6zott paprikaban is (Park és mtsai. 2006, Oh és
mtsai. 2008, Huh és mtsai. 2012, 2015); b) az altalunk vizsgalt paprika LOX gének
promotereiben szadmos "W-box" nukleotid motivumot azonositottunk, amely igazoltan
részt vesz a WRKY fehérjék megkotésében. Igy feltételeztiik, hogy a WRKY transzkripcios
faktorok részt vesznek a LOX gének szabalyozasaban a virusfert6zések soran. A W-boxok

jelenlétét korabban mar tobb névényi LOX gén promoéterében kimutattak (Cheng és mtsai.
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2006, Nemchenko és mtsai. 2006, Huh és mtsai. 2015), de ennek jelent6ségét nem
vizsgaltdk meg a virus-rezisztencia szempontjabdl. Kimutattdk azt is, hogy egy
koérokozoval indukalhaté WRKY30 gént tultermel6 transzgenikus rizsnévényben a rizs
LOX és AOS gének expresszidja jelentésen indukalodott (Peng és mtsai. 2012).

A kisérleteink kezdeti szakaszaban kevés paprika WRKY szekvencia volt elérhetd.
Ugyanakkor a TMV-fert6zott dohanylevelekben kimutattak a WRKY gének II1. csoportjaba
tartozo egyes tagjainak jelentds aktivalodasat (Chen és Chen 2000). Ezért uj II1. csoportba
sorolhatd WRKY géneket szerettiink volna talalni paprikaban. Sikeresen
megszekvenaltunk egy ilyen 0j gént (WRKY70, GenBank KF484401). A gén altal kodolt
fehérjeszekvencia mutatta a IIl. csoport fehérjéinek jellegzetes aminosav motivumait (21.
abra). A WRKY70 gén expresszidja igen erdteljesen aktivalodott szalicilsav hatasara (22.
abra), ami alatamasztotta a korabbi, Arabidopsis thaliana-val elért eredményeket (Kalde
és mtsai. 2003, Li és mtsai. 2004). A paprika WRKY70 gén prométere tobb szalicilsav-
indukalhat6sagra utal6 nukleotid-motivumot is tartalmazott (24. dbra). Az ObPV vagy
PMMoV-inokulalt paprika levelekben a WRKY70 gén indukalédott (23. 4bra), ami mutatja,
hogy a szalicilsav illetve a virusfertézések kiilonb6z6 moédokon szabalyozzak a gén
kifejez6dését.

Akisérleteink soran két kutatdcsoport is megszekvenalta a paprika teljes genomjat
(Kim és mtsai. 2014b, Qin és mtsai. 2014). Jelenlegi ismereteink szerint a paprika genom
71 WRKY gént tartalmaz (Diao és mtsai. 2016). Sajat kisérleteink soran szamos WRKY gén
expresszidjat vizsgaltuk meg virusfert6zott paprika levelekben. Tébb WRKY gén
expresszidjat nem befolyasolta lényegesen egyik virusfert6zés sem (23. abra). Az L.
csoportba sorolhat6 WRKY-a és WRKYZ gének viszont igen gyorsan és er0teljesen
indukalédtak az ObPV-inokulalt levelekben, mig a PMMoV nem okozott jelentds
génaktivalédast (23. abra). Az expresszids mintazatok arra utalnak, hogy ezek a gének
szerepet jatszhatnak a virusokkal szembeni rezisztencidban. Fontos megjegyezni, hogy a
mar szintetizdlt WRKY fehérjék gyakran poszt-transzlaciés médon, kindz enzimek
kozremiikodésével zajlo foszforilacié révén aktivaloédnak (Ishihama és Yoshioka 2012).
Kimutattak, hogy a Nicotiana benthamiana WRKY8 fehérje fiziol6gias szubsztratuma a
SIPK, NTF4 és WIPK kinazoknak. A foszforilacié egyes szerin-prolin (SP) aminosav
motivumoknal kovetkezik be. A mitogén-aktivalt fehérje kinazok (MAPK) és a WRKY8

kolcsonhatasahoz sziikséges a WRKY szekvenciaban a kinaz dokkolé domén (D-domén)
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megléte (Ishihama és mtsai. 2011). Kimutattak azt is, hogy a foszforilaci6 szerepet jatszik
a novényi védekezési reakciok aktivalédasaban (Ishihama és mtsai. 2011). Erdekes
modon a paprika WRKY-a és WRKY2 fehérjeszekvenciaiban is megtaladlhatéak D-domén
motivumok (Ishihama és Yoshioka 2012, Huh és mtsai. 2015), ami arra utal, hogy ezek a
WRKY fehérjék is foszforilacié révén aktivaloédhatnak.

A paprika WRKY2 fehérje virusrezisztencidban jatszott szerepét a tovabbi
kisérleteinkben részletesen vizsgaltuk. A funkcionalis vizsgalatok érdekében a paprika
WRKYZ gént virus-fogékony N. benthamiana dohany levelekben tranziens mddon
fejeztettitk ki, Gateway vektor-technoldégiaval (Earley et al. 2006), Agrobacterium
tumefaciens segitségével (25. és 26. abra). Korabbi vizsgalatok mar kimutattak, hogy egy
gyapot WRKY gént tultermeld transzgénikus N. benthamiana emelkedett antiviralis
rezisztenciat mutatott (Sun et al. 2012). A paprika WRKYZ gént kifejez6, valamint az lires
expresszids vektort tartalmazé (kontroll) N. benthamiana névényeket TMV-vel fertdztiik,
ami szisztemikus nekrdézist, a novény néhany napon beliili teljes elpusztuldsat
eredményezi (Culver 1996). Erdekes médon a WRKY2 gént kifejezé névényekben a
szisztemikus nekrdzis késébb kovetkezett be (3 napos késleltetés), mint a kontroll
novények esetében (33. dbra). A PR-1 géncsalad aktivalodasat altaldban rezisztencia-
markerként hasznaljak, ezért ez az eredmény arra utal, hogy a WRKYZ2 génnel tortént
transzformaci6 megnovelheti a tranziens mddon transzformalt novények
ellenalléképességét mikrobialis kérokozokkal szemben.

Megvizsgaltuk a TMV fert6zés kovetkezményeit is a WRKYZ gént kifejezd, illetve az
lires expresszios vektort tartalmazo kontroll N. benthamiana névények leveleiben. A TMV
kopenyfehérje gén expresszidjanak a mértéke (29. abra) nem tért el 1ényegesen a WRKYZ2-
termeld, illetve a kontroll dohanyok kozott, a betegség lathat6 tiinetei, pontosabban a
TMV fert6zés hatasara megjelend nekrotikus 1éziok szama nem valtozott a WRKYZ2-
termel6 novényekben (28. abra). Ezek az eredmények megmutattak, hogy a TMV-vel
szembeni rezisztenciat, nem befolyasolta jelentésen a WRKYZ gén expresszidja a virus-
inokulalt levelekben (lokalis fert6zés). A korabbi feltevésiinknek megfelel6en viszont a
TMV fert6zés er6sebben indukalta a NbLOX1 gén Kkifejez6dését a WRKYZ2-termel6
dohanylevelekben, mint a kontroll esetében (31. és 32. dbra). Tébb PR gén esetében
ugyanakkor nem tért el lényegesen a TMV-fert6zott novényekben kimutatott

génkifejez6dés a WRKY2-termel§, illetve kontroll névények kozott (31. abra). A tranziens
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modon transzformalt novényekkel végzett kisérleteket 6sszegezve az allapithaté meg,
hogy a paprika WRKY2 gén kifejez6dése a TMV-vel fert6zott N. benthamina-ban 1) nem
valtoztatja meg jelent6sen a betegség lokalis lefolyasat (a virus rezisztenciat) 2) az egész
novény szisztemikus nekrdzisat viszont jelentésen (3 nappal) késlelteti. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a TMV novényen beliili lokalis (sejtrél-sejtre torténd) és
hosszu tavu transzportja is gatlodhat. Ennek pontos igazolasara tovabbi vizsgalatok

sziikségesek.

Az utolsé kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a paprika levelekben a WRKY1,
WRKY-a és WRKY-c gének kifejez6dését jelentdsen lecsokkenti a redukalt glutation (GSH)
kezelés (34. abra). Az oxidalé hatdsu hidrogén-peroxid viszont megndovelte a WRKY-c gén
transzkriptumanak a mennyiségét, mig a masik két vizsgalt WRKY gén expresszidjat nem
valtoztatta meg (34. abra). Az eredmények azt igazoltak, hogy a redox hatasok jelentésen
befolyasoljak egyes WRKY gének expresszidjat, bar ezek a mechanizmusok még
ismeretlenek. Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy exogén glutation kezelés erételjesen
befolyasolja egyes védekezési gének expressziojat bab sejtszuszpenzioban. A GSH
indukalta a sejtfalban talalhaté hidroxiprolin-gazdag gliikoproteineket illetve a PAL-t és a
kalkon-szintaz enzimeket kédolé géneket. (Wingate et al. 1988). Ujabb, az egész
transzkriptomot atfogé vizsgalatok szerint az exogén GSH kezelés jelentdsen befolyasolja
szamos gén kifejez6dését Arabidopis thaliana noévényekben, koztik szamos WRKY
transzkripciés faktort kédolé gén expressziojat is (Hacham et al. 2014). Az oxidacids

stressz aktivalhat redox-érzékeny transzkripcios faktorokat is (Dietz 2014).
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9. Osszefoglalas

Kutatasaink célja az volt, hogy jobban megismerjiik a tobamovirusokkal szembeni
rezisztenciat meghataroz6 biokémiai reakciokat paprikaban. Egy kompatibilis és egy
inkompatibilis paprika-tobamovirus kodlcsonhatas 0Osszehasonlitasa soran azokat a
novényi védekezési reakcidkat kerestiik, amelyek korai idépontban és er6teljesen
indukalédnak az inkompatibilis kapcsolatban, mig a kompatibilis kapcsolatban csak kis
mértékben vagy egyaltalan nem aktivalédnak. A munkank korai szakaszdban klénoztuk
és megszekvenaltattuk harom paprika lipoxigendz gén és egy WRKY transzkripcios
faktort kddolo6 gén teljes szekvenciajat, illetve egy lipoxigenaz és egy 9-allénoxid-szintetaz
gén részleges szekvencidjat (GenBank JF304313, DQ473539, DQ473540, KF484401,
KC404864 és KC404862). A paprika genom ismertté valasa utan feltérképeztiik a paprika
genomban el6fordulé PR-1, PR-4, PR-10 és lipoxigenaz fehérjéket valamint az oxilipin
bioszintézisben és a karotinoid lebontasban részt vevo egyes enzimeket. Megallapitottuk,
hogy az inkompatibilis paprika-ObPV koélcsonhatas soran egyes korfolyamathoz
kapcsolodo fehérjéket (BPR-1, PR-4 és PR-10, defenzin), 9-lipoxigenaz enzimeket (9-
LOX1, 9-LOXb, 9-LOXd), egy lipaz enzimet (PAT1) és WRKY transzkripcids faktorokat
(WRKY-a, WRKY2) koddolé paprika gének indukcidja szerepet jatszhatnak a
virusrezisztencidban. Részletesen megvizsgaltuk 6t lipoxigenaz gén indukalhatésagat
harom novényi hormonnal. A lipoxigenaz gének promotereinek bioinformatikai
elemzésével kimutattuk, hogy oOsszefiiggés van a gének etilén-indukalhatésaga és a
promotereikben taldlhatd, etilénnel aktivalhat6 transzkripciés faktorokat kot nukleotid
motivumok szdma kozott. Megdllapitottuk, hogy az ObPV-inokuldlt levelekben mért
szalicilsav felhalmozédds a fenilpropanoidokon keresztiill toérténé bioszintézis
aktivalédasaval magyarazhat6. Kimutattuk az altalunk megszekvenalt paprika WRKY70
gén igen erds indukalhat6sagat szalicilsav hatdsara. A WRKYZ gén funkcionalis vizsgalatat
is elvégeztiik olyan médon, hogy ezt a gént tranziens modon Kifejeztettiik N. benthamiana
dohanylevelekben. A WRKYZ2 gént kifejezd, tranziens modon transzformalt dohanyokat
TMV-vel fertézve kimutattuk, hogy a WRKYZ expresszidja nem modositotta a TMV
fert6zés lefolyasat a fert6zott (inokulalt) levelekben, de 1ényegesen késleltette a novények
szisztemikus nekrézisat. Ezek szerint a WRKYZ2 gén tultermelésének hatasara a TMV

novényen beliili lokalis (sejtrél-sejtre torténd) és hosszu tavu transzportja is gatlodhat.
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Summary

The aim of our studies was to reveal key biochemical mechanisms underlying the
resistance of pepper plants against tobamoviruses. We compared plant defense reactions
during the incompatible pepper-ObPV and the compatible pepper PMMoV interactions.
We identified those defense reactions, which were rapidly and robustly activated during
the incompatible interaction, while they were only weakly induced or not at all in the
compatible interaction. In the early phase of our work we cloned the complete coding
sequence of three pepper lipoxygenase genes and a gene encoding a WRKY transcription
factor as well as the partial sequence of a lipoxygenase and a 9-allene oxide synthase gene
(GenBank JF304313, DQ473539, DQ473540, KF484401, KC404864 és KC404862). Later,
as the entire pepper genome sequence has been published, we prepared the dendrograms
of protein sequences of pepper PR-1, PR-4, PR-10 and lipoxygenases as well as those
proteins that are participating in the biosynthesis of oxylipins and in the catabolism of
carotenoids. We demonstrated that pepper genes encoding pathogenesis related proteins
(BPR-1, PR-4, PR-10 and a defensin), 9-lipoxygenases (9-L0OX1, 9-LOXb, 9-L0Xd), a lipase
(PAT1) and WRKY transcription factors (WRKY-a, WRKY2) can play principal roles in
virus resistance. The bioinformatic analysis of the promoter sequences of lipoxygenase
genes revealed a correlation between the ethylene-inducibility of these genes and the
number of ethylene-specific nucleotide motifs in the promoter regions. We found that the
marked accumulation of salicylic acid in ObPV-inoculated pepper leaves can be explained
by the activation of the phenylpropanoid pathway of salicylic acid biosynthesis. We
observed that salicylic acid very robustly induced the expression of the pepper WRKY70
gene, which was sequenced by us. We carried out the functional analysis of the pepper
WRKYZ gene by creating transgenic N. benthamiana plants transiently overexpressing
WRKYZ2. By infecting the transgenic plants with TMV we demonstrated that in the
inoculated leaves, the overexpression of WRKYZ did not modify the TMV replication rate.
On the other hand, WRKYZ-overexpression significantly delayed the systemic necrosis of
virus-infected plants. These results showed that the overexpression of WRKYZ probably

hinder both the local (cell-to-cell) and long-distance movement of TMV.
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10. Fuggelék

F1. tablazat A PCR kisérletekhez hasznalt primerek (5’- 3’ iranyban)

termék annealing
célgén (GenBank) forward primer reverz primer mérete hémérseklet
(bp) 0

ObPV kopenyfehérje (L11665) ttacgtctccaagccaacta gtaccacgcactaactcg 403 51
PMMoV kopenyfehérje (AB000709) | gggctgatccattagagtta gagttgtagcccaggtgagtcc 417 53
CaBPR-1 (AF053343) gctggtgecgtgaagat agaataacaaaataaaacaacaag 445 51
CaPR-4 (AF244122)* aactgggatttgagaactgccagc atccaaggtacatatagagcttcc 489 54
CaPR-10 (AF244121)** atgttgaaggtgatggtggtgctg tcccttagaagaactgatacaacc 484 55
defenzin (AF442388) ccatgcgtttctttgctatt gaactacgagcctagtgcaca 394 56
aktin (AY572427) agcaactgggacgatatggagaaga aagagacaacaccgcctgaatagca 198 55
Szekvenalashoz hasznalt primerek

13-L0Xa 1 gactcaaagaagattaaaaaaaatataa atagcatcatttttatttcacg 2816 52
13-L0OXa 2 cagaagattttggagaagt ttggcctatttggaaagtaacct 1866 51
13-LOXa 3 taacattctcaggcaacac aggcatttatctccattgtat 873 53
13-LOXc degeneralt gctattgarctsactcgrecca ggccaccavggttertc 659 55
13-LOXc 3' RACE outer tcattggctaaggactcattgtgctacaga gctgtcaacgatacgctacgtaacg™™** 55
13-LOXc 3' RACE inner ttcccttggcaagtattcaatggagttaag gctgtcaacgatacgctacgtaacg*** 55
13-LOXc gggcaaattgaaggaacttga tctttcataaacattagctga 184 55
Specifikus LOX primerek valos idejii RT-qPCR-hez

9-LOX1 aggactcacaggcaaaggaatacccaacag gagccctatttaacttcaaagctcttggat 281 65
13-LOXa gaaacaattgaaccttactgggctgaagac tttttatttcacgtgaatgtttattacaca 295 59
9-LOXb tatctccctaatcgccctacacta aaacaacaaaacaaacgattcaa 541 58
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| 9-LOXd | gttctacagcacagatagcct ggggaatttgctatattgtac 175 55
Az oxilipinek bioszintézisében szerepet jatszo gének primerei

13-A0S-1 (XM_016713195) acgacgcattatttgagatc ccagcacactgcttgttg 208 54
13-A0S-2 (XM_016692951) gagtcacatgacgctaccttc tccgattccggtccattgg 182 55
13-HPL (NM_001324881) agtgccaagtcaatatgc tctgtggaccattagacc 221 52
AOC (XM_016699708) aggggtttccggtcaagta gaccccaacaaaagtcgtga 236 60
9-DES (NM_001324584) ccagtaccattacagtacg ccttccattagaccatagtac 216 54
9-A0S-1 (XM_016690320) acaggaggaccggctttacat gatttttgatattcgtttccc 559 56
9-A0S-2 (XM_016690286) aattcggaccactcttgcttg ggcacattgcatgggttttat 240 58
9-HPL-1 (XM_016684207) acaatgcgtagggagggatct ttcggagtaaccacatgcaga 247 58
9-HPL-2 (XM_016684206) tggttgtgctgttagacagg agaccacgagtccatgagc 200 58
PAT1 (NM_001324789) aacagggcgatacgaaccagt aattttattttcctcgtggggatgt 247 53
A hormonok bioszintézisében szerepet jatsz6 gének primerei

ACO (XM_016698789) ttggagaagttggctgaggagtta aagttggcgcgggatagattac 433 56
actin (AY572427) agcaactgggacgatatggagaaga aagagacaacaccgcctgaatagca 198 55
ICS1 (AY743431) tcatcggtgcacccaactc ccaagacccttttcaaccaa 179 58
13-LOX2 (JQ219046) ggaccggcgatgcagaga atgtacttgcatcttaa 234 50
13-LOX6 (XM_016692059) acttggcagcatgcaatttgt cgcgtatcttcttcgaaagac 164 59
NCED1 (XM_016697078) gaaaaggaatggaaatcgga cggggacgtatattctaaac 231 55
NCED2 (XM_016691094) agtaccaccaaaaattatagg tctgagctttccgaatc 208 57
NCED3 (XM_016719296) aaagagtgccatatggtt tcaagaagggtattcaataga 200 54
PAL1 (KF279696) ggaaggaacttggaactga gcacttgacaagcactaaca 204 58
PAL2 (XM_016710142) ggcaagtcatccattcctaa ggggacgagatgaaccat 214 52
PAL3 (XM_016687267) aggtgaaagagtccgatca gaatctgaaaaatggcacta 188 52
CCD1 (Y14164) gccgecttatgaatccagaccta ggatatggcatatcggggtgtatag 611 55
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WRKY gének primerei

WRKY1 (EF468464) agcagcagcaagaggaaaga acccccacaatgtttggtta 390 56
WRKY2 (DQ402421) accactgttacggagggtgt cgaacgaaaggaaactgcta 182 58
WRKY30 (F]360844) agtagttcggatgttatcacc gaaatttcagccgttgacata 151 58
WRKY70 (KF484401) acttatgggaagattttatgcc acaacattagccttaagggttt 181 55
WRKY70 klénozashoz tcttatctctttcectcttec caacattagccttaagggttt 1093 56
WRKY-a (AY391747) ccaaagcctcaatccaccag gctegctctacatgcttcctaac 446 55
WRKY-b (AY743433) aaggcataaatacactgggt agcagcgttgtttttagttc 176 58
RKNIF1 (DQ180348) gagggcggtagaagtacaa tgcaaacgcgagaactagaaa 543 55
A1244 (DQ102364) gcatcaccagcaacaacaac acgatgcgcaatctcctaat 517 58
aktin (AY572427) agcaactgggacgatatggagaaga aagagacaacaccgcctgaatagca 198 56
WRKY2 transzformacio primerei

WRKY2-0OSP ggagatagaaccatggctgcttcaagtttctcat | cctccggatcctcagcaaagcaatgactccata 1670 52
M13 gtaaaacgacggccag caggaaacagctatgac ? 52
PE100 35 S upper: ctaacagaactcgccgtgaag

PE103 GFP rev: atcaccttcaccctctccac

WRKY2 gPCR primer (DQ402421) |gcacaagtccaggatgtcca tgagatgtcacggagggtct 205 60
NtPR-1a (D90196) taaaaagcaacttaaagtcaa caagtagctagaccatcaaca 194 56
NtPR-1b (X03465) cagggaagtggcgattttatg agaccacttggactttttacagat 400 58
NbPR-10 (KF841443) cagtgaaggcaaagatcaagc caagcccttaggaactcttag 253 56
NtGSTU1* (degeneralt primer par) | gatggcagaagtgaagttg ctcctagccaaaatscca n.d. 50
NbLOX1 (KC585517) gcctgttaaagttccatata gcctacagcattacatcc 231 58
NtWRKY1 (AB022693) ctcgtcgggatcttacatga ttacagctgccaaccaatct 280 58
TMVCP-1 (AF165190) cttgtcatcagcgtgggc aagtcactgtcagggaac 165 47
dohany aktin** (X69885) cggaatccacgagactacatac gggaagccaagatagagc 230 60

*(Dean és mtsai. 2005); ** (Thangavelu és mtsai. 1993); n.d. = nem definialt
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