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Enzimek szerepe a novények fert6zéssel
szembeni védelmének hatastalanitasaban

Targyszavak: nbvény; korokozo, fertézés; szaponin;
fomatinaz enzim.

A novények fertd6zés elleni védekezése és a kérokozok
kuzdelme a védelmi rendszer ellen

A novények fertbzéssel szembeni védelmének tobb modja van, pl. a
szerkezeti gatak kialakulasa vagy antimikrobialis szekunder metabolitok kiala-
kitasa. Tovabbi védekez6 mechanizmusok is ismertek, pl. a lokalis sejthalal
(hiperérzékeny valasz). A kérokozok kulonféle stratégidkat hasznalnak a szer-
kezeti vagy indukalt védelmi rendszerek legy6zésére, pl. lebontjak az anti-
mikrobialis vegyuleteket, esetleg olyan molekulakat termelnek, amelyek el-
nyomjak az indukalt védelmi mechanizmust. Az alabbiak olyan kétkomponen-
st mechanizmust mutatnak be, amelyben egy kérokozé gomba atalakitja a
gazdaszervezetben el6zbleg kialakult antimikrobialis vegyuletet, és arra hasz-
nalja, hogy megzavarja az indukalt védelmi mechanizmust. Elsé Iépésben a
gomba egy szaponin-detoxikalé enzimje hidrolizalja az antimikrobialis hatasu
szaponint. A hidrolizis bomlasterméke elnyomja az indukalt védelmet azzal,
hogy zavarja a rezisztenciat kivaltoé alapvet6 jelatadasi folyamatot.

A szaponinok és szerepuk kulonféle
novényekben

Sok burgonyaféle termel glikozilezett szteroidot és/vagy szteroid-alkaloid
szaponint. A Lycopersicon fajokban, pl. a paradicsomban (L. esculentum) a f6
szaponin az a-tomatin nevl gliko-alkaloid, amelynek er6s gombadlé hatasa
van. A paradicsom levelét megtamadd gomba, a Septoria lycopersici toma-
tinazt, egy sejten kivlli enzimet termel, amely hidrolizélja a gliukézt az a-
tomatinrol és B,-tomatin képz&dik, amely joval kevésbé gatolja a gomba ndve-
kedését. A S. lycopersici kevés tomatinazt termelé mutansai szemmel lathato-
an ugyancsak képesek betegséget okozni a novényben, de ezek sejthalalt val-
tanak ki, ami a névény védelmi génjeinek nagyobb foku expressziojat valtja ki
a fert6zés kezdetén. Ez lehet, hogy a vad és a mutans tipus eltéré névekedé-



sére vezethet vissza. Azt is jelentheti viszont, hogy a tomatinaz megzavarja a
betegséggel szembeni rezisztencia kialakulasat a novényben. Ennek ellenér-
zésére megvizsgaltak, hogy a S. lycopersici meg tud-e fertézni egy masik bur-
gonyafélét, a Nicotiana benthamiana-t, amely azért alkalmas a vizsgalatra,
mert erre a ndvényfajra virusindukalt géncsendesitési modszert (VIGS) fej-
lesztettek ki.

Fert6zés mutans gombatorzsekkel

Harom S. lycopersici torzset (NEV, 16R és NY) oltottak N. benthamiana
levelekre, amelyek mind terjed6 betegséget és komoly szdvetsérulést okoztak.
A gomba a légzdnyilasokon keresztul fertéz, és a sejtek kozotti térben szapo-
rodik a mezofil szovetben, V alaku elagazasokat képezve, akarcsak a paradi-
csom esetében. A tomatinazban szegény NEV mutans esetében nem alakult
ki fertézés a N. benthamiana levelén, bar festéssel ki lehet mutatni, hogy a fer-
t6zés helyén lokalis sejthalal alakul ki. A sejthalal 2 nappal a fert6zés utan ala-
kul ki, ami a hiperérzékeny valasz mechanizmusaval 6sszhangban van.

Két fuggetlen tomatinazgént helyettesité mutanssal és két ekotop transz-
formanssal végzett kisérletek azt bizonyitottdk, hogy a megfigyelt hatasok
specifikus kapcsolatba hozhatdék a tomatinazgén mutacidjaval, és nem egyeb
mutaciok kovetkezményei. Polimeraz lancreakcioval és reverz transzkripcios
kisérletekkel azt is igazolni lehetett, hogy a tomatinazban szegény mutansok a
korai fertb6zési fazisban a védekezéshez kapcsoldédd gének nagyobb mértéki
expresszidjat eredményezték. A tomatinaz tavollétében a gomba nem tud
szaporodni a N. benthamiana levelében, és csak lokalizalt sejthalalt valt ki.

Az indukalt védekezési mechanizmus tanulmanyozasakor kihasznaltak
azt a tényt, hogy az SGT1 protein kulcsszerepet jatszik a novények védekezé-
si mechanizmusaban a szignal-transzdukcios (jelatadasi) folyamatban. VIGS
vizsgalatokat végeztek, amelyben a N. benthamiana novényeket olyan dohany
bronzfoltossag virussal (TRV) fertézték, amely a N. benthamiana SGT1 cDNS-
ének 419 bazisparjat tartalmazta (TRV:SGT). Az ellen6rzé mintak kozott voltak
olyanok is, amelyeket nem inzertalt TRV virussal fertéztek (TRV:00), és ame-
lyeket csak 0,01%-o0os Tween 80-as detergens oldattal kezeltek. 3 héttel ké-
s6bb a novényeket a vad tipusu S. lycopersici NEV tOrzzsel vagy a tomati-
nazban szegény NEV 2D2 torzzsel fertéztek meg.

A TRV:00-val kezelt, majd NEV torzs hatasanak kitett mintak esetében je-
lentkeztek a betegségtinetek, de ellenalldak voltak a 2D2 torzzsel szemben. A
2D2 mutans szovet-nekrozist okozott az SGT1 génre nézve elcsendesitett no-
vényekben, és a fertézés korai fazisaban a kérokozd behatolt a 1€égzényila-
sokon keresztul, és anélkul novekedett a mezofil sejtek korul, hogy kivaltotta
volna a sejthaldlt. Ez azt bizonyitja, hogy az a hiperérzékenyseég jelensége,
amelyet a 2D2-vel megtamadott N. bethamiana ndvényen medfigyeltek, az



SGT1-t6l fuggott. EbbdI arra lehet kdvetkeztetni, hogy a tomatinazban sze-
gény mutansok szaporodasanak gatoltsaga a vad tipusu N. benthamiana leve-
lein nem a gazdandvényben levé antibiotikumokkal vagy taplalékhiannyal ma-
gyarazhato, és a tomatinaznak valamilyen mas szerepe van a betegség kiala-
kulasaban.

A fertozés mechanizmusanak
kutatasa

Mivel a N. benthamiana leveleiben a S. lycopersici intracellularisan (sej-
ten belll) né, a tomatinaz pedig sejten kivil haté enzim, megvizsgaltak az
apoplasztikus nedvek tomatinaz-aktivitasat, amelyeket 6-192 o6raval a fertézés
utan nyertek a levelekbdl. Az enzimaktivitast jol lehetett detektalni a vad tipusu
S. Iycopersici NEV torzzsel fert6zott leveleken 12 éraval a fertézés utan, de
nem jelentkezett a csak detergenssel kezelt, vagy a tomatinazszegény mu-
tanssal el6kezelt mintak esetében. Vagyis a tomatinaz a N. benthamiana vad
tipusu S. lycopersici-vel torténd fertézése soran Urll az apoplasztikus folya-
dékba. A tomatinaz szerepének pontosabb megértése érdekében a leveleket
beaztattak vizbe, tisztitott tomatinazba, és [3,-, valamint a-tomatinba, majd 30
perccel késdbb vad tipusu S. lycopersici NEV torzzsel, vagy a tomatinazban
szegény 2D2 mutans NEV torzzsel megfertézték dket. Azok a levelek, ame-
lyeket tisztitott tomatinazzal vagy B, tomatinnal kezeltek, érzékenyek voltak a
tomatinazszegény torzzsel val6 fertézésre, az a-tomatinnal kezeltek viszont
rezisztensek maradtak. A vad tipusu S. lycopersici NEV térzs minden levélen
betegségtineteket mutatott. Azok a levelek, amelyeket el6z6leg beaztattak a
tisztitott vegyuletek vizes oldataba, de amelyeket fert6zés helyett csak Tween
80 oldattal kezeltek, egészségesnek tlintek, az a-tomatinnal kezeltek kivételé-
vel, amelyek a kezelt teruleten enyhe klorézisos tineteket mutattak. Ebbél arra
kovetkeztettek, hogy a Bo-tomatinnal vald el6kezelés lehetévé teszi a 2D2
torzs novekedését a N. benthamiana levelein, az a-tomatin viszont nem. Ebbd&l
az kovetkezik, hogy a tomatinaz hatasat a fertézésre az enzimatikus hidrolizis
termékei okozzak, és nem maga az enzim. Mivel ezek a termékek az
apoplasztban keletkeznek, a védekezési mechanizmus elnyomasahoz jelat-
adasi mechanizmusra van szukség, amely az apoplasztbdl atviszi a jelet a n6-
vényi sejtek belsejébe.

A tomatinaz szerepének
ujragondolasa

A tomatinazt hagyomanyosan olyan detoxikalé6 enzimként tartottak sza-
mon, amely lehetdvé teszi a gombak novekedését a novényben azaltal, hogy
hatastalanitja a novényben képz6dott antibiotikumot. Az is elterjedt vélemény



volt, hogy ezek a vegyuletek passziv védelmi vonalat képeznek a novények
kulsé rétegében. Az itt leirt eredmények arra utalnak, hogy a tomatinaznak
kettbs hatasa van, és szerepe nem csupan annyi, hogy a szaponint de-
toxikalja, hanem segit elnyomni a névény alapveté rezisztenciafolyamatat is. A
N. benthamiana nem termel a-tomatint és szaponintartalmat nem vizsgaltak.
Egyéb Nicotiana fajok azonban szintetizalnak szteroid glikoalkaloidokat és
szteroid szaponinokat. Ismerve a tomatinaz szubsztratumspecificitasat meg
lehet josolni, hogy a N. benthamiana endogén szubsztratuma egy szteroid
glikoalkaloid vagy egy glikozilezett szteroid lehet, amelynek terminalis helyze-
tében D-glik6z molekula van. Jelenleg folyik ennek a vegyuletnek az azonosi-
tasa. Fontos lesz megvizsgalni, hogy mas korokozok, esetleg szimbiontak is
hasznalnak-e hasonlé mechanizmust a gazdandvényben torténd szaporoda-
suk el6segitésére.

(Banhegyiné Dr. Téth Agnes)
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