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Bevezetés

A korszeri novényvédelmi kutatasok egyik f6 célja
olyan mezdgazdasagi eljarasok Kkifejlesztése, amelyekkel
lényegesen csokkentheté a karos mellékhatdsokat okozo
szintetikus kémiai névényvéddszerek felhasznaldsa. Egy
lehetséges ut ennek eléréséhez a koérokozokkal szemben
rezisztens novények mezégazdasagi hasznalata. Kiemelt
kutatasi tertiletnek kell ezért tekinteni a n6vényi betegség-
ellenallésdg biokémiai, molekularis mechanizmusainak
vizsgalatat. Kutatomunkdm alapvet6 célja ezért a
mezigazdasagi szempontbo6l jelentds hazai
kultirnévényeink valamint az 6ket karositdé mikrobialis
koérokozok kozott kialakuld kolcsonhatasok molekularis
szint{i vizsgalata volt.

A rezisztencia-mechanizmusok feltarasahoz
sziikséges a fert6zések hatdsara a névényekben aktivalodé
védekezési folyamatok megismerése. A  korokozd
felismerése utan jelatviteli folyamatok indulnak meg a
novényi sejtekben, amelyek aktivaljadk a sejtmagban
talalhaté védekezési géneket. A védekezési gének
aktivalédasat egy Dbonyolult, tobbszintli rendszer
szabalyozza, amelyben donté szerepet jatszanak a

transzkripciés faktor fehérjék, ill. a novényi védekezési



hormonok. A védekezési folyamatok koziil az alabbi
részteriiletek kutatasara dsszpontositottam:

a) A  virusfert6zott novényi sejtekben meginduld
enzimatikus lipid peroxidacié lehetséges szerepe a
rezisztencidban. A lipid-peroxidacié jelensége, amely
részben a lipoxigenaz (LOX) enzimek katalizisével torténik,
sok esetben megfigyelhet6 rezisztens novényekben és
szerepet jatszik a kérokozd-felismerés utan aktivalédo
jelatviteli folyamatokban is.

b) A WRKY tipusd transzkripciés faktorok szerepe a
virusokkal szembeni rezisztencidban: a koérokozokat a
novényi sejten Dbeliil felismeré rezisztencia-fehérjék
szorosan  egylttmikédnek egyes WRKY  tipusu
transzkripcios faktorokkal. Ezek a névényi sejtmagban
elhelyezked6 fehérjék nagymértékben befolyasoljak a
védekezési gének atirédasat, igy a betegséggel szembeni

rezisztencia kialakulasat.

Célkitiizések

A munkank alapvetd célkitlizése az volt, hogy korszeri

moddszerekkel feltdrjuk a paprika - tobamovirus



kolcsonhatasok soran a fert6zott levelekben megindul6

védekezési reakciokat. Két témakort vizsgaltunk:

LOX témakor:

1) Hogyan replikdlodik a két vizsgalt tobamovirus a
fert6zott paprika levelekben, illetve milyen mértékben
indukaljak a Kkorfolyamathoz-kapcsolt (PR) fehérjéket
kodolo géneket?

2) Hogyan befolyasolja a két vizsgalt tobamovirus a
fert6zott paprika levelekben a kiilonb6zd specificitasu LOX
izoenzimeket (9- és 13-LOX) kodoldé LOX gének
kifejez6dését?

3) A legfontosabb novényi védekezési hormonok
(szalicilsav, jazmonsav és etilén) hogyan befolyasoljdk a
LOX gének expresszidjat, illetve hogyan hatnak a LOX
enzimaktivitasra?

4) Milyen mértékben valtoztatjdAk meg a tobamovirus
ferté6zések a védekezési hormonok bioszintézisében
szerepet jatszd enzimeket kédold gének aktivitdsat a
fert6zott paprika levelekben?

5) Milyen szabalyozo6 nukleotid motivumokat tartalmaznak

a vizsgalt paprika LOX gének prométer DNS szakaszai?



WRKY témakor:

6) Melyek azok a paprika WRKY gének, amelyek jelentésen
indukalédnak az inkompatibilis paprika - tobamovirus
kolcsonhatas soran?

7) Hogyan hatnak a legfontosabb ndvényi védekezési
hormonok az egyes WRKY gének expresszidjara?

8) Milyen szabalyozé nukleotid motivumokat tartalmaznak
a vizsgalt paprika WRKY gének promdter DNS szakaszai?

9) Egy kivalasztott WRKY gén tranziens tdltermeltetése
Nicotiana benthamiana tesztnovények leveleiben hogyan
valtoztatja meg a Dohdny mozaik virus (TMV) fert6zés altal

okozott szisztemikus elhalast?

Anyagok és modszerek

Kisérleteinkhez a TL 1791 paprika (Capsicum annuum L.)
nemesitési vonalat hasznaltuk, amely tartalmazza az L3
rezisztenciagént. A novényeket levelét fertéztiik az Obuda
paprika virus (ObPV) (inkompatibilis kélcsonhatas) vagy a
Paprika enyhe tarkulds virus (PMMoV) (kompatibilis
kolcsonhatas) szuszpenzidival. Kiilon kisérletekben a

paprika leveleket noévényi hormonokkal, ill. hormon



eléanyagokkal (natrium-szalicilattal, metil-jazmonattal és
1-aminociklopropan-1-karboxilsavval) is kezeltiik.

A paprika WRKY2 gén tranziens Kkifejeztetésére
Nicotiana benthamiana novényeket hasznaltunk fel,
amelyeket egyes kisérletekben TMV-vel fertéztiink.

A tobamovirusok replikdciéjat Western-blot
moddszerrel Kkovettiik. Ezzel parhuzamosan a virus
kopenyfehérje kodoldé gének expresszidjat reverz
transzKkripcids-polimeraz lancreakcios (RT-PCR)
technikaval is vizsgaltuk. A LOX enzimaktivitasokat
spektrofotometrids modszerrel mértiik meg. A hidrogén-
peroxid felhalmozédasat a fert6zott paprika levelekben
3,3'-diamino-benzidin (DAB) festéssel mutattuk ki.

Az Uj paprika LOX gének azonositdsdhoz
bioinformatikai (in silico), RT-PCR és 3'-RACE médszereket
hasznaltunk. A paprika levelekben a virusfert6zések, illetve
a hormonkezelések hatdsdra lejatsz6d6é génexpresszios
valtozasokat RT-PCR, illetve valédsidejli, kvantitativ RT-
gPCR moédszerekkel vizsgaltuk.

Egyes paprika védekezési géncsaladok szekvenciait
részben sajat kisérletekben Kklonoztuk, részben in silico
azonositottuk. A géncsalddok szekvencia homoldgia

viszonyait bemutat6 térzsfakat ClustalW, Muscle és MEGA6



programokkal készitettiik el. A promoéter analiziseket a
PlantCARE és a PLACE internetes adatbazisok segitségével
végeztik el.

A paprika WRKY2 gén funkcidjanak jobb
megismeréséhez olyan tranziens moédon transzformalt N.
benthamiana névényeket hoztunk létre, melyek ezt a gént
fokozottan fejezik ki. A TMV replikaciojat és egyes novényi
védekezési gének expresszidjat RT-PCR és RT-qPCR
modszerekkel vizsgaltuk a WRKYZ génnel tranziens médon
transzformalt novények, illetve az iires vektorral

transzformalt kontroll névények leveleiben.

Eredmények

1) Az ObPV fert6zott paprika levelekben 3,3’-diamino-
benzidinnel torténd hisztokémiai festéssel kimutattuk a
hidrogén-peroxid felhalmozédasat 3 nappal a fertfzést
kovetéen. A kompatibilis PMMoV - paprika kapcsolatban
nem volt megfigyelhet6 jelentés mennyiségli H:0-
felhalmozo6das.

2) A PMMoV-fert6zott paprika novények kozépsé, fertdzott
(inokulalt), illetve fels6, nem fert6zott leveleiben is

kimutathaté volt a virus kopenyfehérje szint fokozatos



emelkedése PAGE és Western blot médszerrel. Az ObPV és
PMMoV virus kopenyfehérjéket koédolé —mRNS-ek
mennyiségét RT-PCR moédszerrel detektaltuk a fert6zott
paprika levelekben. Kimutattuk, hogy az ObPV replikacidja
jelentdsen lassabb, mint a PMMoV replikacioja.

3) In silico feltérképeztiik a paprika genomban talalhaté
koérfolyamathoz kapcsolt (PR) fehérjék kozil a PR-1, PR-4,
PR-10 fehérje-csalddok szekvencidit és elkészitettiik
hasonlésagi torzsfajukat. Osszehasonlitottuk egy PR-1, PR-
4, PR-10 és egy defenzin gén expresszidjat RT-PCR
moddszerrel az ObPV- és PMMoV-inokulalt paprika
levelekben, és megallapitottuk, hogy az inkompatibilis
paprika - ObPV kdlcs6nhatas esetén ezeknek a géneknek az
atir6dasa igen erdteljesen megemelkedett, mig a
kompatibilis paprika - PMMoV kapcsolatban a gének
atir6dasa nem vagy csak igen gyengén indukalddott.

4) Klénoztuk és megszekvendltattuk harom 1j paprika LOX
gén (13-L0OXa, 9-LOXD és 9-L0Xd) teljes, illetve egy tovabb U]
LOX gén (13-LOXc) részleges szekvencidjat. Az adatokat a
NCBI GenBank-jdban elhelyeztilk (azonositdé kédjaik:
JF304313, DQ473539, DQ473540 és KC404864).

5) A sajat kisérletek és in silico vizsgalatok segitségével

feltérképeztiik a paprika genomban talalhaté LOX fehérjék



szekvencidit, és elkészitettiik hasonlosagi torzsfajukat.
Osszehasonlitottuk harom 9-LOX gén (9-LOX1, 9-LOXb és 9-
LOXd) éskét 13-LOX gén (13-LOXa és 13-L0OXc) expresszidjat
RT-PCR médszerrel az ObPV- és PMMoV-inokulalt paprika
levelekben. Megallapitottuk, hogy a 9-LOX gének gyorsan és
erételjesen aktivalédnak az inkompatibilis paprika - ObPV
kolcsonhatas esetén, mig a kompatibilis paprika - PMMoV
koélcsonhatasban csak gyenge indukcid volt megfigyelhetd.
A 13-LOX gének aktivalddasa nem tért el jelentGsen az
ObPV- és a PMMoV-inokulalt levelekben, és az indukcid
mértéke joval elmaradt a 9-LOX gének esetében mért
értékektol.

6) A hormonkezelések nagyon kiilonb6z6 hatast
gyakoroltak az 6t vizsgalt paprika LOX gén kifejez6désére. A
natrium-szalicilat kezelés a 9-LOX1, 13-L0OXa, 13-LOXc és 9-
LOXd gének atmeneti aktivalédasahoz vezetett, mig a 9-
LOXb Kifejez6désére csak kismértékben hatott. A metil-
jazmonat kezelés a legjelentésebb indukciot a 9-LOX1, 13-
LOXa és 9-LOXb gének esetén valtotta ki, miga 13-LOXc és 9-
LOXd csak kevéssé aktivalddott. Az 1-aminociklopropan-1-
karboxilsav (ACC) kezelés jelent6sen aktivalta a 9-LOX1, 13-
LOXa és 9-LOXb géneket. Ezekkel ellentétben, a 13-LOXc és a
9-L0OXd génekre nem volt hatassal az ACC kezelés.



7) Spektrofotometrids mérésekkel kimutattuk, hogy az 5
mM ACC kezelés gyors és jelentds LOX 0ssz-enzimaktivitas
novekedéshez vezetett pH 6,0 és pH 9,0 értékeken mérve is.
Az ACC-vel ellentétben a natrium-szalicilat és a metil-
jazmonat kezelések csak kései és gyenge LOX 0ssz-aktivitas
novekedést okoztak.

8) In silico modszerekkel megvizsgaltuk egyes, mar ismert
promoéter nukleotid elemek el6fordulasat a transzlacids
start helyet megel6z6 1500 bp hosszisagi nukleotid
szakaszon a 9-LOX1, 13-LOXa, 9-LOXb, 13-LOXc és 9-LOXd
gének genomi DNS szekvencidjdban. A LOX gének
promotereiben megtalalhatd, az etilén-indukalhat6saggal
kapcsolatos ERE motivumok szama korrelaciét mutatott a
LOX gének ACC-indukalhat6sagaval. A tobbi hormon, illetve
nukleotid motivum esetében nem taladltunk ilyen
korrelaciot.

9) In silico feltérképeztiik a paprika genomban talalhat6, a
killonb6z6  oxilipinek bioszintézisében részt vevd
legfontosabb fehérjék (allénoxid-szintetaz, allénoxid-ciklaz,
hidroperoxid-lidz  és  diviniléter-szintetdz  enzimek)
szekvencidit és elkészitettiik hasonldsagi torzsfajukat. Egy

Uj allénoxid-szintetdz gén (9-A0S1) részleges szekvenciajat



klénoztuk és megszekvenaltattuk (GenBank-i azonosito
kédja: KC404862).

10) Megvizsgaltuk kilenc, az oxilipinek bioszintézisében
szerepet jatsz6 enzimet kodold gén expresszidjat az ObPV-
és PMMoV-inokulalt paprika levelekben. Két hidroperoxid-
lidz gén (9-HPL1 és 9-HPLZ2) expresszidja igen jelentdsen és
gyorsan indukalédott a PMMoV-inokulalt levelekben, a
hatas tranziens moédon jelentkezett. Az ObPV-inokulalt
levelekben a két gén kifejez6dése nem valtozott meg
szignifikdns médon.

11) Az oxilipin anyagcseréhez kapcsolédva megvizsgaltuk
egy patatin-szer(i lipdz enzimet kodolé gén (PATI1)
korai id6pontokban indukalta a PAT1 gént, ami id6ben
megel6zte a LOX gének expresszidjat. A PMMoV fert6zés
szintén megnovelte a PAT1 gén transzkriptumok szintjét, de
csak joval kés6bbi idépontokban, mint az ObPV esetében.
12) Megvizsgaltuk ObPV és PMMoV fert6zott paprika
levelekben tobb olyan gén expresszidjanak valtozasat,
amelyek fontos szerepet jatszi kiilonb6z6 védekezési
hormonok bioszintézisében. Az ObPV-inokulacié jelent6sen
aktivalta harom fenilalanin-ammonia lidz (PAL) enzimet

kodolo gént kifejez6dését. A paprika izokorizmat-szintetaz



(ICS) enzimet kodol6 gén kifejez6dése nem valtozott meg
szignifikdnsan sem ObPV- sem PMMoV-inokulacié hatasara.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az inkompatibilis
paprika - ObPV kolcsonhatdsban bekovetkezd szalicilsav
akkumulaciéban az egyes PAL izoenzimeknek lehet szerepe.
Az ObPV-inokulacié hatdsdra gyorsan és nagymértékben
aktivalédott egy paprika ACC-oxidaz (ACO) gén is, amely az
etilén bioszintézisben jatszik szerepet.

13) In silico feltérképeztiik a paprika genomban talalhat6 9-
cisz-epoxikarotinoid dioxigendaz (NCED) és karotinoid
hasité dioxigenaz (CCD) enzimek fehérjeszekvencidit és
elkészitettitk hasonlésagi torzsfajukat. Osszehasonlitottuk
harom NCED és egy CCD gén expressziojat az ObPV- és
PMMoV-inokuladlt paprika levelekben. Az inkompatibilis
paprika - ObPV koélcsonhatas esetén a CCD1 gén atirédasa
erGteljesen aktivalodott, mig a kompatibilis paprika -
PMMoV kapcsolatban a gén 4&tirddasa csak gyengén
indukalédott. A harom NCED gén expresszidjadt nem
befolyasolta szignifikdns médon sem az ObPV- sem a
PMMoV-inokulacié.

14) A paprika WRKY transzkripciés faktor fehérjék
vizsgalata soran klonoztuk és megszekvenaltattuk egy Uj

WRKY gén (WRKY70) teljes kddol6 szekvenciajat (GenBank-



i azonositd kodja: KF484401). Kimutattuk, hogy a WRKY70
gén expresszidja igen robusztus modon aktivalédik
natrium-szalicilat kezelés, és kisebb mértékben ObPV-
inokulacié hatasara is. PMMoV-inokulacié nem valtoztatta
meg a WRKY70 gén expressziojat szignifikdns mddon.

15) Osszehasonlitottuk nyolc paprika WRKY gén
indukalhatosagat az ObPV- és PMMoV-inokulalt paprika
levelekben, és megallapitottuk, hogy két WRKY gén (WRKY-
a és WRKYZ2) igen gyorsan és nagymértékben aktivalédik az
ObPV-inokulalt paprika levelekben, mig csak lassabban és
kisebb mértékben a PMMoV-inokulalt levelekben.

16) In silico mo6dszerekkel megvizsgaltuk egyes, mar ismert
promoéter nukleotid elemek el6fordulasat a transzlacids
start helyet megel6z6 1500 bp hosszisagi nukleotid
szakaszon a WRKY70, WRKY-a, és WRKYZ gének genomi
DNS szekvencidjdban. Mindhdrom gén promoéterében
taldltunk etilén altal aktivalhaté ERE motivumokat. A
WRKY2 gén promoétere 3 ERE motivumot is tartalmazott,
ami magyarazhatjia a gén etilén-indukalhatésagat. A
WRKY70 gén promoéterében feltlinéen sok szalicilsavval
indukdlhatdé nukleotid motivumot taldltunk, ami

0sszhangban van sajat kisérleti eredményeinkkel, amelyek



igazoltdk a gén gyors és igen erdteljes indukcidjat natrium-
szalicilat hatasara.

17) A paprika WRKYZ gén funkcionalis vizsgalata
érdekében transzgenikus N. benthamiana névényeket
hoztunk létre, amelyek leveleiben a WRKYZ2 gén tranziens
modon kifejez6dott. Megvizsgaltuk a paprika WRKYZ2 génnel
torténd genetikai transzforméci6 hatasat harom védekezési
gén expresszidjara a tranziens mddon transzformalt N.
benthamiana levelekben. A Kkoérfolyamathoz kapcsolédo
NtPR-1b  gén  expresszidja  szignifikdns  mddon
megemelkedett a transzformacid hatasara, mig az NbGSTU1
és NtWRKY1 gének expresszidja nem valtozott.

18) Megvizsgaltuk négy N. benthamiana védekezési gén
(NtPR-1a, NbPR-10, 9-NbLOX1 és NtWRKY1) expresszi6jat a
paprika WRKYZ génnel illetve az lires expresszids vektorral
transzformalt N. benthamiana levelekben a TMV-
inokulaciét kovetéen. A WRKYZ2 génnel tortént
transzformacié a négy védekezési gén koziil csak az 9-
NbLOX1 gén expressziojat novelte meg szignifikdns médon,
a tobbi harom védekezési gén expresszidjat nem
befolyasolta.

19) A paprika WRKYZ2 génnel illetve az iires expresszios

vektorral transzformalt N. benthamiana leveleket TMV-vel



inokulaltuk, majd megvizsgiltuk a TMV replikacié
sebességét a fert6zést kovetd kilonboz6 idépontokban a
TMV kopenyfehérjét koédoldé CP gén transzkriptum
mennyiségének a mérésével. A WRKYZ gén tranziens
kifejez6dése nem befolyasolta szignifikdins médon a TMV
20) A TMV fert6zés szisztemikus nekroézist okoz a N.
benthamiana noévényeken, ami a noévény teljes
elpusztulasdhoz vezet. A WRKY2Z génnel tortént
transzformacié nem akadalyozta meg ugyan a szisztemikus
elhalast a transzformalt N. benthamiana esetében, de igen
jelent6sen, mintegy 3 nappal késleltette azt. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a paprika WRKYZ gén
kifejez6dése a N. benthamiana névényekben a TMV fert6zés
lokalis hatasait alapvetéen nem médositja, viszont
jelentésen befolyasolja a virusfert6zés szisztemikus
hatdsat. Ezek szerint a WRKYZ2 gén tultermelésének
hatasara a TMV ndvényen belili lokalis (sejtrél-sejtre

torténd) és hosszu tavu transzportja is gatlodhat.



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-LOX1, 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 WRKY2 gene by creating transgenic N.
benthamiana plants transiently overexpressing WRKYZ. By
infecting the transgenic plants with TMV we demonstrated
that in the inoculated leaves, the overexpression of WRKY2
did not modify the TMV replication rate. On the other hand,
WRKYZ2-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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