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1. BEVEZETES

A mezdgazdasigi novények termesztése sordn a nagy hozamot add, értékes dllomanyokat
szamos abiotikus (pl. fagyhatds, szdrazsdg, UV-sugédrzds) és biotikus (pl. korokozok, rovarkartevok
stb.) stressztényezd veszélyezteti. Az érzékeny, ill. ellendlld fajok és fajtdk kisziirésének és
tolerancidra vagy rezisztencidara nemesitésének elofeltétele, hogy egy kellden érzékeny modszer
alljon rendelkezésiinkre a ndvényi stresszdllapot korai felismeréséhez és a védekezési folyamatok

nyomon kovetéséhez.

A proteomika nagy felbontdsi és pillanatszerli felvételt képes adni egy él6lény (ill.
kivélasztott szerve, szovete vagy sejtje) adott élettani 4llapotdban kifejez0dd fehérjéinek
Osszességérol. Az anyagcesere-folyamatok kdzvetlen irdnyitoinak tartott proteinek ismeretében pedig
az aktudlis dllapot jellemzd tiikrét kapjuk meg. A moddszer, egy esetleges mintdzati kiillonbség
fellépése esetén nemcsak arra alkalmas, hogy azonositsa a megvaltozott mindségli/mennyiségii
fehérjéket (ill. génjeiket) és az érintett, altaluk szabdlyzott anyagcsere-folyamatokat, hanem (kelld
referencia birtokdban) azt is lehetdvé teszi, hogy a véltozas jellegébdl a véltozast eldidézd faktor

mibenlétére, a kivdltott hatds er0sségére €s idobeli lefolydsara is kovetkeztethessiink.

A novény sejtkozotti dllomdnya, vagyis az apoplaszt a kiils6 kornyezet €s a protoplaszt kozti
kapcsolatot és hatdrvonalat is képviseli, éppen ezért a szovetek egy specidlis, szdmos normadl és
kérfolyamatban aktivan kozremikodd térrészének tekinthetd. Proteomikai analizise emiatt a
novénydllomanyok jellemzésének és egészségiigyi szlirésének kivalo eszkozévé vdlhat, eredményeit

pedig molekuldris nemesitési folyamatokban is felhasznalhatjuk.

Az el6bb taglalt, rendszerbioldgiai szemlélet elOnyeire alapozva biotikus és abiotikus
stresszvdlasz kapcsdn indukdl6do, tovabbé a preformalt védekezésben potencidlisan kézremiikodd
apoplasztfehérjék proteomikai elemzését végeztiik kiilonbdz6 genotipusu, levélrozsda-fertdzott

illetve egészséges buza, tovibbd kadmium-stresszelt drpa csirandvényeken.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A NOVENYI STRESSZFOLYAMATOK

A stressz, mint élettani fogalom bevezetése Selye Janos nevéhez flizdik (1936). A kovetkezetes
nevezéktan hidnyossdgai (Levitt 1980, Tischler 1984) j6l mutatjdk az aktudlis kutatdsi teriiletekre
érvényes definidlds nehézségeit, és azt, hogy a jelenség, tobbek kozt hatdsai sokféleségének
koszonhetden is szdmos kiilonbdzé nézépontbdl parhuzamosan kozelithetd. Novényélettani
megkozelitése, Larcher (1987) értelmezésében: ,egy olyan terheléses dllapot, amelyben a
novénnyel szembeni fokozott igénybevétel a funkciok kezdeti destabilizdloddsdt kovetden, egy
normalizdloddson dt az ellendllosdg fokozoddsdahoz vezet, majd a tiréshatds tillépésekor tartos
kdrosoddst vagy akdr pusztuldst is okoz” (Szigeti 1998). Igy, a kornyezet meghatérozott elemét
akkor nevezhetjiik stresszt kivdlté tényezonek (stresszornak), ha a novény fizioldgidjdban olyan
specifikus és aspecifikus valtozdsokat okoz, amelyek az egyed életében élettani alkalmazkodast
(akklim(atiz)aciot) eredményeznek, hosszabb tdvon, a populacié szintjén pedig a faj adaptaciéjadhoz
vezethetnek. Utdbbi értelemben tehdt a stresszkivalto faktorok szelekcids tényezonek is tekinthetok.
A mezdgazdasigi novények termesztése sordn a nagy hozamot add, értékes dllomanyokat szamos
abiotikus és biotikus stressztényezd veszélyezteti. Doktori munkdm sordn mind biotikus, mind
abiotikus stresszhatdsokat vizsgaltunk rendszerbioldgiai, pontosabban proteomikai megkézelitéssel
biza és arpa modell novényekben. A biotikus stressz esetében levélrozsda fert6zés, abiotikus
stresszfaktorként kadmiumkezelés hatdsit analizaltuk. A kovetkezd fejezetekben e két

stresszfolyamat jellegzetességeirdl szeretnék dttekintést adni.

2.1.1 BUZA - LEVELROZSDA KOLCSONHATAS

A P. recondita Rob. Ex Desm. f.sp. tritici (legiijabb nevén Puccinia triticina Erikss.) heteroecikus
bazidiumos gomba daltal okozott levélrozsda-fertézés a biiza egyik legjelentdsebb betegségének
szamit vildgszerte. Széles elterjedtsége, nagy tdvolsidgokra terjedd spordi, optimdlis kornyezeti
feltételek esetén gyors szaporoddsa és fert6zOképessége komoly, 15-30 %-os termésveszteségeket
okoz (Mclntosh 1998, Bolton et al. 2008, Purnhauser et al. 2008), de elébbiek mellett az egyik
legnagyobb probléméat allanddéan valtozd és rendkiviil széles rasszspektuma jelenti, amely a
kordbban mar ellendllénak bizonyult fajtdkkal szemben is visszatéré veszélyforrasként jelentkezik
(Sibikeev et al. 2008). Utébbira j6 példa, hogy csak Eszak-Amerikaban évente megkozelitéleg 70 dj
rasszét irjak le a fajnak (Kolmer 2005). A legijabb forrdsok szerint erds szelekcids evolvalodasat

hatékony klondlis szaporoddssal is kiegésziti (Goyeau et al. 2007), s épp utdbbiak tehetdek feleldssé
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a jarvanyszerl tlintekért, kiilonosen a megfeleld vagy alternativ koztesgazddkkal nem rendelkezd
termoOteriileteken (Bolton e al. 2008).

A gabonarozsddk hazdnkban is a btiza elterjedt betegségei voltak. Az els6 magyar bizanemesito,
Mokry Sdmuel munkdssidgdra (1875) nagy hatdssal volt az 1873. évi rozsdajarviany. Mig a
sargarozsda (P. striiformis Westend f. sp. tritici) tovadbbra is sporadikus felbukkandsud, s a *70-es
évek elott hazdnkban foként a szarrozsda (Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici) okozott jelentds
kérokat, addig a levél- vagy masnéven vorosrozsda (Puccinia recondita f. sp. tritici) jelentOsége az
’50-es évektdl kezdett fokozatosan ndvekedni, s napjainkra, a szarrozsda ’80-as évekre tehetd
visszaszoruldsdval valt a hazai bizatermesztés egyik legjelentdsebb kérokozdjava (Benedek 1993,
Cs6sz 2007). A nem megfeleld védettségl teriileteken sdlyos levélrozsda-jarvanyok alakultak ki
1994, 1995 és 1999-ben, napjainkra pedig a fajtdk fogékonysdgatdl és az iddjards koriilményeitdl
fiiggben mar szinte minden évben eléfordul, kisebb-nagyobb kirokat okozva (Csdsz 2007). Amint
vilagszerte, a rozsdapopuldcié véltozo Osszetételét €s rassz-ardnyait 1956-t6] mar hazdnkban is
rendszeres vizsgdlatokkal ellenOrzik, eltérd rezisztenciagéneket hordozé izogén vonalakbol
felallitott differencidlé sorok és az R izogén vonalakra alapozott hatdrozékulcsok révén (Kolmer
1996, Manninger 1991, 2000, 2008). Az eltelt kdzel 6tven év vizsgilatai azt mutatjdk, hogy ezido
alatt hazdnkban is valtozdsok kovetkeztek be a buza levélrozsda rassz-Osszetételében. A MTA
Mez6gazdasigi Kutatdintézete és az MTA Novényvédelmi Kutatdintézete dltal végzett vizsgalatok
szerint a populdcidkban évenként 10-20 kiilonb6z0 rasszt sikeriil azonositani, melyek koziil néhany
domindnsnak tekinthetd (1. tablazat; Vida et al. 1999). A 2. tablazatbdl vildgosan kitlinik, milyen
dinamikusan véltozott a 20. szdzad mdasodik felében az egyes rasszok részardnya, és hogyan valt

néhany év alatt domindnssa egy rezisztencidt 4ttoro rassz a hazai rozsdadllomanyban.

1. tablazat: A dominans rasszok részaranya (%) a magyarorszagi levélrozsda populacioban
(1961-1998). (Forrds: Vida et al. 1999 nyoman)

Rasszok
20 | 1 ] 61 [ 12
1961 | 738%  185%
1966 | 120%  40,7%

Evjarat

1970 1.0% 52,0%

1984 57,4 % 35,4 %

1989 56,7 % 28,7 %

1994 32,5 % M,7% 31 %
1998 12,5 % 15,0 % 35,0 %

A hazai levélrozsda-populdcié virulencigjat érint legijabb fejlemény az 1999-es jarvany utdni
id6szakban egy djabb, a 6-0s szdmu rassz megjelenése, amely a hazai fajtdk Lrl-es rezisztenciagént
hordoz6 vonalainak ellendlloképességét immadr Aattdrve, rohamosan noveli részarinyit a

rozsdapopuldciéban (Manninger 2008).



2.1.11 A patogén életciklusa, levélrozsda-patotipusok

A buza levélrozsda (Puccinia recondita f. sp. tritici) a bazidiumos gombak torzsébe (ph.
Basidiomycota), a rozsdagombdk (o. Uredinales) rendjébe tartozik. Micéliuma harantfalakkal
tagolt. Heteroecikus (gazdacserés), teljes fejlddésmenetli rozsdagomba, melynél az Osszes

spéraforma: 0, I/ II, III és IV, megtaldlhat6 (Folk és Glits 1978). Eletciklusa az 1. dbran l4thatd.

Fo gazdanovény

piknidiosporak (0} (Triticum aestivum L)

Koztesgazda
{pl. Thalictrum fajok}

lvartalan
ciklus

teleutosporak (1if)

1. abra: Buza levélrozsda (Puccinia recondita f. sp. tritici) életciklusa. (Forrds: USDA ARS honlapja -
http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/ad_hoc/36400500Cerealrusts/prt-cycl.jpg)

F6 gazdandvénye a buza, koztes gazdandvényei a borkérd- (Thalictrum spp.), galambvirdg-
(Isopyrum spp), atracél- (Anchusa spp.), illetve az iszalag-fajok (Clematis spp.) (Csész 2007).
Ivaros képletei a kiillonbozd ivard, vékony fald bazidiospérdk (IV), ivartalan képletei:
spermaciumok (0), ecidiumok (I), uredospoérak (II) és teleutospérdk (IIT). A bazidiospérak tavasszal
a koztes gazdandvény leveleit fert6zik. A Thalictrum fajok leveleinek mindkét oldaldn kis sarga,
kocsog alakii  spermogéniumok  keletkeznek, benniik a spermiciumokkal (mdasnéven
piknidiosporakkal). A levelek fondkdn a dikariotikus sejtekbdl (spermdcium + fogdhifa) kialakul a
narancssidrga, csésze tipusi ecidium az ecidiospdrdkkal, melyek a fOgazdat, a gabona leveleit
fertézik. A nyar folyamdn a buza levelén elszortan narancsvords uredopusztuldk jelennek meg (6.
dbra), benniik a nydri fert6z0 uredosporakkal (2/b. dbra), melyek a széllel gyorsan terjednek. A
vegetdciés id0 végén jelennek meg a buza levelének fondkdn az aprd teleutopusztuldk a
teleutospordkkal. Ezek mar nem porzanak szét, lezajlik benniik a kariogdmia és beldliik hajt ki a

bazidium, melyen tavasszal ismét bazidiosporak képzddnek (Folk és Glits 1978).



A biiza — rozsdagomba interakcié mind genetikai szinten, mind pedig a fert6zés stddiumai szerint is
jol jellemzett. Pdsztdzé elektronmikroszképos munkdk alapjdn a fert6zéssel asszocialt
képzddmények kialakuldsdnak pontos idébeli menetét is sikeriilt dokumentdlni (Hu és Rijkenberg
1998). Eszerint, 6 6rédval a fertdzést kovetden, a csirdzd sporabodl kinyidld apresszorium képzddik a
gazcserenyildsok felett, melynek sikeres behatoldsa a 12. 6rat kovetden mar a sztéma alatti
hélyagszerli képzddmény (szubsztomatdlis vezikulum) megjelenésével is bizonyithatd, illetve
ekkorra az els6dleges infekcios hifa is lathatéva valik a sejtkozotti dllomanyban. A fertézést ko vetd
24. 6rdra egy hatdrolé hartya (szeptum) is megjelenik az infekcids hifardl fejlédé hausztérium
anyasejt elkiilonitése céljabdl, majd a gomba parazitild, nagy feliiletli, eldgaz6 hausztériumot képez

és a sejtmembranba tiiremkedve benyomul a gazdasejtbe.

2. abra: A buza levélrozsda (Puccinia recondita f. sp. tritici) korképe f6 gazdan6vényén és nyari
szaporitoképletei (a.) Biza levélrozsda uredopusztuldk a kifejlett levél felszinén, (b.) az
uredospordk fénymikroszkopos felvétele.
(Forrds: USDA ARS és a Regione Emilia-Romagna honlapja (ERMES Agricoltura)
- http://www.ars.usda.gov/SP2UserFiles/ad_hoc/36400500Cerealrusts/wlr_gnhse2.jpg
- http://www.ermesagricoltura.it/Media/Images/Uredospore-di-Puccinia-recondita-f.sp.-tritici)

2.1.1.2 A gazdanovény védekezésének genetikai alapjai

2.1.1.2.1 A levélrozsda rezisztenciagének és forrdsaik

A levélrozsda kiilonbdzé patotipusaival szembeni rezisztencidt vizsgdlva szdmos putativ
rezisztenciagént azonositottak. Ezek tobbsége kiilonféle Triticum aestivum fajtdkbdl szdrmazik,
tobb Lr gén azonban rokon, vad alanyok kordbbi bekeresztezése révén keriilt be a bizaba: Aegilops
umbellulata — Lr9; Aegilops squarrosa — Lr21, Lr22, Lr32, Lr39, Lr40, Lrdl, Lr42, Lrd3;
Agropyron elongatum — Lrl9, Lr24, Lr29; Aegilops speltoides — Lr28, Lr35, Lr36, Lr47 és Aegilops
ventricosa — Lr37 (Chetkowski és Stgpien 2001). A levélrozsda elleni rezisztencia kutatdsiaban nagy
jelent6ségli, hogy természetes nemesités eredményeképpen a Thatcher fajtdban kozel 60, a
levélrozsda ellen eltéré rezisztenciagént hordozé buzavonalat Aallitottak elé kiilonbozd

buzafajtakbol, mdas termesztett gabonafélékbdl ill. rokon, vad fajokbdl szarmazé introgresszidval
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(Mclntosh et al. 2007). A rezisztenciagének koziil eddig az Lri0 és Lr21 (Feuillet et al. 2003,
Huang et al. 2003), legijabban pedig az Lrl (Cloutier et al. 2007) rezisztenciagén térképezése és
izoldldsa, 1ill. klénozisa tortént meg. Ezek alapjin az dllapithatd6 meg, hogy a kodolt
rezisztenciafehérjék koziil mindharom a klasszikus CC-NBS-LRR tipus tagja (Hammond-Kosack és
Kanyuka 2007), de az Lrl fehérje egyedi jellegeket is hordoz. Igy az Lrl egy transzmembran
domént visel szigndlpeptidjén, amely az intracelluléris jellegi Lr10 és Lr21 fehérjékkel szemben
membran-komplexben vald feltételezett részvételére utalhat az Avr-R géntermékek kozti
kapcsolatot magyardzé 6r-hipotézis alternativdjanak megfeleléen (Bonas és Lahaye 2002). Tovabba
nem egy, hanem szdmos hurkolt hurok (CC) doménnel bir, amelyek nemcsak a szokdsos N-, hanem

a C-terminélison is el6fordulnak, amint azt kordbban az Lr21-nél is megfigyelték.

Kisérleteinkhez két genotipust, az Lr/ ill. az Lr9 rezisztenciagént hordozd, cv. ’Thatcher’ (Tc)
alapi vonalakat véalasztottunk. Az utobbi évtized kutatdsai alapjan gy tiinik, hogy a Kozép-
Eurépaban jelenleg domindnssa valé levélrozsda-patotipusok egyrésze képes a kizardlag Lrl gént
hordoz6 fajtdk rezisztencidjat 4ttdrni, mig az Lr9 rezisztencidt hordoz6 vonalak tovabbra is
meglrizték csirandvénykori ellendllosdgukat (Chetkowski és Stegpien 2001, Limpert et al. 1996,
Cso6sz et al. 2000, Gultyaeva et al. 2000, Manninger 2000, 2008). Noha az Lrl gént széles korben
Triticum aestivum-bol eredeztetik, ortolégokra és térképezésre alapozott Gjabb vélekedések szerint a
diploid (DD genomot ad6) Aegilops tauschii-ban fejlédhetett ki, de csak viszonylag késon, igy mér
a kenyérbiza domesztikdloddsa alatt vagy azt kovetOen, ismételt introgresszidval keriilhetett az
AABBDD genomba (Chetkowski és Stepien 2001 vs. Obert et al. 2005, Nocente et al. 2007). Az
Lr9 gén biztosan a kozeli rokon Aegilops umbellulata-bdl szarmazik. A térképezések alapjan (2.
tdblazat) az Lrl gén a hexaploid biza 5 DL, mig az Lr9 gén a 6 BL kromoszomdjan lokalizalt

(Feuillet ef al. 1995, Schachermayr et al. 1994).

2. tablazat: A vizsgalni kivant hatasi levélrozsda-R gének szarmazasa és lokalizacidja. A bizonytalan
szdrmazds zaréjelbe téve szerepel. (Forrds: Chetkowski és Stgpien 2001 nyomdn, médositva)

Rezisztenciagén | Szarmazas Lokalizaci6 | Genetikai marker Hivatkozas

Lr1 Triticum aestivum | 5DL, (1B) | RFLP, STS Feuillet et al. 1995,
(Aegilops tauschii?) Obert et al. 2005

Lr9 Aegilops 6 BL RFLP cMW 684, STS, | Schachermayr et al. 1994
umbellulata RAPD, RFLP PSR 546

2.1.1.2.2 A biiza vdlaszreakcioi a levélrozsda fertiozésre

Bar kisérleti dton bizonyithatd, hogy mely rezisztenciagének milyen patotipussal szemben
biztositanak ellendllésagot (pl. az Lrl rezisztenciagént bizonyos, alacsony patogenicitdssal

jellemezhetd rasszok ellen tartjdk eredményesnek — Kolmer et al. 1996; Browder 1980), és a
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feltételezett rezisztenciagének is kereshetOk mar genetikai Giton a gazdanévényben (Chetkowski és
Stepien 2001; Khan et al. 2005), a rezisztencia mechanizmusarél és lefolydsdnak esetleges

molekuldris kiilonb6zdségeirdl nem sokat tudunk.

3. abra: (a.) Csiranovényeken ill. (b.) kifejlett egyedek zaszlos levelein megnyilvanuld, kiilonbozo
tiinetekben testet 6lt6 levélrozsda-rezisztencia tipusok Thatcher bizafajta kozel-izogén
vonalain. Balrdl jobbra: Tc — fogékony (b.o.), majd: Lrl12, Lrl13 és Lr34 rezisztens vonalak. (Forrds:
USDA ARS - http://www.ars.usda.gov/pandp/people/people. htm?personid=3094)

Régota ismert, hogy a kiillonbdz6 rezisztenciagéneket hordozé vonalak mas-mds morfolégiai
tiineteket mutathatnak (3. dbra), melyben a tiinetek jellege (pl. HR vagy sporuldciét engedd),
intenzitdsa és idOzitése is kiillonbozd lehet. Legtobbjiik rassz-specifikus, de eléfordulnak széles
korben, akdr mas, rokon rozsdafajokkal szemben is hatékony gének (pl. Lr34). Tobbségiik mar
csirandvénykortdl (pl. Lrl, Lr9), masok (pl. Lri2, Lr 22a, Lr22b, Lr35, Lr37) a kifejlett egyedek

fert6zése esetében nytijtanak védettséget (3. tablazat).

3. tablazat: Levélrozsda-rezisztenciagének altal biztositott, eltéro rezisztencia-tipusok.
Tobb Lr gén kombindléddsa (piramiddlds) esetén a legerdsebb episztatikus a tobbi tiinete felett.
(Forrds: Bolton et al. 2008 adatai nyomdan, szerk.)

A rezisztencia ., Fenotipusos valasz
e Lr gén (példa) Py " -
patogén kore Id6zités A tiinetek jellege
Lr3 Hiperszenzitiv erdteljes foltokkal
Lr2a reakcié (HR) enyhe foltokkal

csiranévénykori . —
Lr3ka, Lr3bg, Lr11 kisebb urediniumok + klorotikus gydir(

Lr16 + nekrotikus gydr(

rassz-specifikus

Lr12, Lr13, Lr22a | oot egyedben | e o) kevés urediniuma tipusok
erdteljesebb
nem Lr34 kisebb, ritkabb kI'orc'?_zis I nekrézis
rassz-specifikus felnéttkori urediniumok nélkdl
Lr46 Jassan sporazok” + klorozis

Kifejez6désiiket egyes esetekben egyéb kornyezeti feltételek, pl. Lrl3, Lr37 esetében hdstressz
vagy hideg is befolyasoljak (Bolton et al. 2008). A bizonytalansdgot tovabb erdsitik a gazdanovény

genetikai hatterébdl ad6do eltérések. Az Lr35 gén kapcsdn példaul Anguelova és mtsai azt talaltik,
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hogy mig Thatcher vonalba épiilve az Lr35 altal kivaltott rezisztencia a fogékony Tc-ben tapasztalt
erds indukcioval szemben konstitutivan magas béta-1,3-gliikkandz szinttel volt jellemezhetd (1999),
addig Lr35/Karee genotipusban a hasonld ellendlloképesség egyértelmiien indukélt gliikandz, de
konstitutiv  kitindz akitvitdssal volt tarsithaté (2001). Ugyanazen gén jelenléte egyes

buzavonalakban nagyobb fehérjetartalommal is asszocidlt (Kolmer 1997).

A betegség kialakuldsdnak molekuléris hatterérél még csak kevés tény ismert, bar szdmos gént ill.
fehérjét sikeriilt azonositani, amelyek a gazda-patogén vdlasz kialakuldsdban kézremiikodnek. Ezek
kozt a rezisztens kolcsonhatdsban szerepld gének (Kolmer 1996), valamint tobbek kozt antifungalis
hidrolazok, pl. glitkanidzok és kitindzok (Faris et al. 1999, Anguelova-Merhar et al. 2001), RN-dzok
(Barna et al. 2004), tovabba protein kindzok (Lin er al. 1998) és a reaktiv oxigén gyokok
termelésében szerepet jatsz6 enzimek (Johnson és Cunningham 1972, Southerton és Deverall 1990,
Faris et al. 1999) génjei egyarant el6fordulnak.

A rozsda - btiza kdlcsonhatdst Rohringer munkacsoportja a *60-as évek végétdl tanulmédnyozza, s a
korai, metabolit szintli vizsgilatok utdn, a *80-as évek kozepétdl a sejtkozotti dllomény fehérjéinek
proteomikai analizisét is megkezdték (Rohringer er al. 1983, Holden és Rohringer 1985a,b).
Eredményeik kozott szamos, eltéréen expresszdlodo béta-1,3-gliikandz, peroxiddz és kitindz
izoforma fiziko-kémiai jellegli és/vagy aktivitdson alapuld elkiilonitése szerepel. Mivel azonban a
nagy felbontdsi 2D-poliakrilamid gélek kiértékeléséhez akkortdjt még nem dllt rendelkezésre
megfeleld tomegspektometriai eszkoztar és szekvencia-adatbdzis, projektjilkben a fehérje szintii
vizsgédlatokrdl a hangsily mds moédszerekre (aktivitds assay-ek, immuncitokémia, fluoreszcens- és
elekronmikroszképia, Id. Sock et al. 1990) tevddott at idével.

A témat a "90-es évek végétdl egy dél-afrikai munkacsoport djra felkarolta, s kiterjedten vizsgdltdk
az Lr29, Lr34 ill. Lr35 rezisztenciagének hatdsat a szekretdlt kitindz és gliikandz formdk aktivitdsara
(Kemp et al. 1999, Anguelova et al. 1999, Anguelova-Merhar et al. 2001). Ennek alapjin gy tlinik,
az emlitett enzimek egyes esetekben konstitutiv, maskor indukdlt expresszidval jarulnak hozzd a
rezisztencidhoz, de olyan is el6fordult (a fogékony Palmiet és két rezisztens, Lr29 ill. Lr34
genotipusdban), amikor nem lehetett kiilonbséget megfigyelni a fert6zés hatdsdra indukdlédo
glilkandzok aktivitdsdban a kozel izogén vonalak kozott. Hovatovabb, 1éteznek olyan kutatdsok is,
amelyek fogékony fert6zott egyedben a rezisztensét is meghaladd kitindz aktivitdst figyeltek meg
(Punja és Zhang 1993). Mindez arra utal, hogy az emlitett hidroldzok, bar kozvetett mddon,

P

kigészito jelleggel, de mégis szerepet jatszhatnak a levélrozsda-rezisztencia kialakitasdban.

Hosszi id6t kovetden, a 2000-es évektdl djra proteomikai vizsgélatok kdvetkeztek. Teljes kivonatot
felhaszndlva el6bb Lukidcs Noémi munkacsoportja (Lukdcs Noémi, személyes kozlés, 2003), majd

Rampitsch és mtsai (2006) végeztek a P. triticina kozel dsszes rasszdra érzékeny Thatcher és egy
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ezzel kozel izogén, Lrl rezisztenciagént hordozé vonaldn proteomikai analizist - egy-egy olyan
rozsda-rassz fertézése kapcsan, amely a Tc-vel szemben virulens, mig az Lr1/Tc esetében avirulens
moédon viselkedik.

Rampitsch és mtsai (2006) a fogékony Tc fert6zése utdn 7 buzafehérje indukcidjat mutattak ki,
melyek egyrésze a fehérje-turnoverben jitszik szerepet. Kozéjiik sorolhatok az eIF-5A2 inicidcids
és eEF1p elongaciés faktorok, melyek indukcidja a biotréf gombafert6zés korai stidiumédban mar
dokumentélt, megndvekvd protein szintézisre utal (Bushnell 1984, Harrison 1999). A fehérje
lebontdsban kdzremiikdodd foszfoészterdz ill. protein-hidroldz funkcidji fehérjék azonositésa,
valamint a lebontdsban nélkiilozhetetlen 20S proteaszéma ol alegység megjelenése jol korreldl a
cryptogein gomba elicitorral kezelt dohdny sejtekben nyert eredményekkel (Suty et al. 2003). A Tc-
ben elébbiek mellett egy tridz-foszfat izomerdz is indukdlédott, ami a szénhidrdt anyagcserében
torténd mobilizdlodast feltételez, valamint egy, tobb abiotikus és biotikus stresszfolyamat
jelatvitelében (Roberts et al. 2002) résztvevd, szdmos interakcidra képes 14-3-3 protein és egy
nukleinsav-koté fehérje homoldg, amelyek a stresszhez kapcsolddd jeldtviteli vdltozdsokra
utalhatnak. Erdekesség ugyanakkor, hogy a nevezett genotipus teljes levélkivonatéra alapozott 2D-
PAGE fehérjemintdzatdban nem sikeriilt azonositaniuk az el6z6leg mar tobb gabonaféle
gombafertdzésre adott vdlaszdban is jellemzonek taldlt PR fehérjéket (pl. rizs — Magnaporthe
grisea, Kim et al. 2003, 2004), igy példaul 1,3-gliikandzokat vagy kitindzokat. Meglep6 az is, hogy
a Tc-ben fert6zéssel Osszefiiggésben dokumentdlt fehérjék tobbsége (32-bdl legaldbb 22) nem
novényi, hanem gomba eredetiinek bizonyult.

A Lukdcs illetve Rampitsch (2006) és mtsai dltal végzett 0sszehasonlitd proteomikai analizisek
koz6s sajatossdga, hogy a teljes levélkivonatok 2D-PAGE fehérjemintdzataira alapozva sem Lukacs
(7 dpi), sem pedig Rampitsch és mtsai (9 dpi) nem tudtak reprodukilhaté kiilonbségeket
dokumentdlni a Tc-ben megnyilvdnulé kompatibilis, és az Lr]l vonalban kialakulé inkompatibilis
kapcsolat kozott. Ugy tiinik, hogy a total kivonatok vizsgdlata nem alkalmas a rozsda meghatarozott
rasszaival szemben hatékony  stresszvdlasz-tipusok illetve rezisztenciaformdk  kozti
kiilonbségtételre, és a lehetséges gazdanovények kozti kiilonbségek feltardsdhoz kisebb és
specifikusabb szovetrégiok proteomikai analizisét célszerti elvégezni. Ebben pedig az elsddleges
védelmi vonalként is szdmon tartott apoplaszt analizise — a korai mddszertani hidnyossagok ellenére
— tovabbra is elokeld helyet foglalhat el, amelyet Lukdcs munkacsoportjanak késObbi eredményei

(P6s et al. 2005) szintén aldtamasztani latszanak.

A patogenezisben ill. a névényi védlaszreakciokban érintett anyagcserefolyamatok nagyobb korének
feltérképezésében jelentds attdrést hozott, hogy 2007-ben Fofana és mtsai cDNS microarray

elemzést publikdltak az Lr/ gént hordozé Thatcher vonal kompatibilis €s inkompatibilis levélrozsda
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kolcsonhatdsra megvaltozott expresszidjarol, a fertdzést kovetd 0-24 6rds intervallumot négy része
(3, 6, 12, 24 hpi) osztva, 7728 buza EST felhaszndldsaval. Ennek alapjan 6sszesen 192 gén esetében
sikeriilt igazolniuk az avirulens és a virulens kérokozdra adott vdlaszban szignifikdnsan eltérd
expresszios mintazatot, melyek kozt a fotoszintézisben, a reaktiv oxigén-formék szintézisében, az
ubiquitindldsban, a jelatvitelben és a sikimisav/fenil-propanoid ttvonalban szerepet jatszé gének
talaltattak. Joggal feltételezhetd, hogy az érintett gének koziil tobb kozvetleniil is részt vesz a
gazdanovény avirulens kérokozé elleni, koordindlt védekezésében. Bar az Lr/ gén maga nem volt
jelen a cDNS array-en, a kiilonb6zoképpen reguldlt gének koziill hdrom maga is LRR domént
hordoz6 génterméket kodolt, s koziiliik kettd ezen beliil az NBS-LRR osztaly tagjdnak bizonyult.

Huang és mtsai (2008) Lr34/Tc vs. Tc buzafajta levélrozsdafertdzésre adott vélaszdnak
Osszevetésére létrehoztak egy szupresszids szubtraktiv hibridizdciés (SSH) c¢DNS konytérat,
melybdl egyeldre egy szignalizicidban kdzremiikdodo fehérjét (MAPK ko6t és foszforildciés domén
domént is hordoz6, RLK-kotd fehérjével homoldg), és egy sebzés indukdlta proteindz-inhibitort
azonositottak. Egy egészen 1j, 2009 6szén publikdlt eredmény, hogy Lasota és mtsai a levélrozsda-
fert6zott Lr9/Tc vonalra is specifikus szubtraktiv SSH cDNS konyvtérat alkottak meg (forward: 357
klén, reverse: 436 klon), és a forward konyvtarb6él 115 klén szekvendldsdval 77 olyan
fehérjetranszkriptumot sikeriilt azonositaniuk, amelyek jelentdés része a patogénfertdzéssel

asszocialt novényi védekezés ismert vagy feltételezett szerepldje.

Bér a transzkriptomikai megkozelitések, pl. a nagy stirliségli cDNS-filterek, cDNS-microarray-ek
vagy DNS-chipek alkalmazédsa nagyon hasznos segitséget nytjtanak egy atfogd kép kialakitasdhoz,
eredményeik csak a proteomikai adatokkal komplementer médon hasznosithatok, hiszen a fehérjék

mennyisége, aktivitidsa és mRNS szintjiik k6zott gyakran nincs egyértelmii megfeleltethetdség.

2.1.2 A KADMIUM-STRESSZ

Kisérleteim sordn abiotikus stresszfaktorként a tansz€kiinkdn kordbban intenziven vizsgalt
kadmiumot haszndltam. A nehézfém-szennyezés a vildg flordjat és faundjit egyardnt veszélyeztetd,
globdlis kornyezeti problémanak tekinthetd. Ezen belill a kadmium, mint a ndvények szdméra az
egyik legkdonnyebben felvehetd és transzportalddd (Kovalchuk ef al. 2005), s igy a tapldléklancba is
nehézségek nélkiil bekeriil és akkumuldlodé nehézfém, kiilonlegesen kockazati tényezot képvisel.
Az emberi szervezetben bizonyitottan rdkkeltd hatdsa mellett jelenléte szdmos szervben
kozvetlen kirosodéashoz is vezet (World Bank Group 1998, McLaughlin et al. 1999). Célszervei a

m4j, a vese, a méhlepény, a tiido, a sziv, az agy illetve a csont- és iziileti rendszer is (Buchet et al.
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1990, ICdA 2009). Az akut mérgezés tiinetei kozé soroljdk az émelygést, a hdnydst, a
tiildégyulladast imitdlo- tiineteket €s hasi rendellenességeket, mitkodési zavarokat, mig a kronikus,
hosszabb tavi kitettség vérszegénységet, magas vérnyomdst, vese- és majmitkodési zavarokat,
leallast, {ziileti fijdalmakat okoz, és csontldgyuldshoz vagy spontdn csonttdréshez, némely esetben
pedig haldlhoz is vezethet.

Habédr az emberi szervezetben azonos mennyiségli kadmium felszivodasa a belégzéshez
kotédden egyértelmiien hatékonyabb (15-50 %; - 1d. kipufogdgdz, cigarettafiist), mint a gyomorbél-
traktuson at zajlé abszorbedlddassal (2-7 %), Osszességében a human népesség mégis élelmiszerek
utjdn veszi magidhoz kadmiumterhelésének legjelentésebb hdnyadat (Van Assche 1998). Az
akkumuldlédé kadmium 98 %-a szdrazfoldi élelmiszerndovényekbdl, ill. a novényi takarmanyon €16

//////

ivoviz-fogyasztdsnak (Van Assche 1998).

2.1.2.1 Novényi toxicitas és védekezési stratégiak

A legtobb pro- és eukaridtira nézve toxikus kadmium szertedgazé hatdsainak hatterében
tobb tényezd all (4. dbra). A molekuldris alapot egyrészt az adja, hogy ionja igen nagy affinitdssal
kotédik a szulfhidril- és foszfat-csoportokhoz, midltal szdmos fehérje megfeleld térszerkezetének
kialakitdsdt, s igy miikodését lehetetleniti el, és a redoxi szabdlyzdsok kozvetett megzavardsidhoz
vezethet (Schiitzendiibel és Polle 2002; Hall 2002). A toxicitds masrészt abbdl eredeztethetd, hogy a
Cd** jelentds kémiai hasonlésigot mutat tobb, szintén kétértékii, de esszencidlis fémionnal (pl.
Zn**, Fe**, Mn**, Cu**, Ca®"), melyek kulcsfontossdgi kotShelyeiért versengve, pl. enzimek aktiv
helyébe illeszkedve, specifikusan is interferdlhat egyes anyagcsere-folyamatokkal (Roth er al.
2006). Az igy felszabaduldé fémionok rdadasul altaldnos oxidativ kdrosoddst is eldidézhetnek a
szabad vas/réz-katalizdlta Fenton-reakcié beinditdsdval (Polle és Schiitzendiibel 2003). A sors
fintora, hogy a génexpressziot szabdlyzé jelatviteli folyamatok a kapcsolddé iontranszport, redoxi
szabalyzis, Ca2+—fiigg()' szignalizaciés komponensek, és Zn2+—ujj1’1 transzkripcids faktorok
kérosoddsa okdn tobb szempontbdl is érintettek (Ghelis et al. 2000, Perfus-Barbeoch et al. 2002,
Sanitd di Toppi és Gabbrielli 1999).
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TRENDS in Plant Science

4. abra: A nehézfémstressz novényi anyagcserét érinto, altalanos kovetkezményei érzékeny
novényekben és az akar toleranciat is biztosito stresszkezelés lehetséges stratégiai.
Altaldnossagban a nehézfémionok, gyakran mdas molekuldkkal versengve kotédnek tiol-, karboxil- vagy
hisztidil-maradékokhoz, mely 4ltal megvaltoztatjdk a célfehérjék eredendé funkciéit, s igy a sejt
anyagcseréjében kdros valtozdsokat idéznek eld, illetSleg olyan jeldviteli dtvonalakat is beindithatnak, amely
a szervezet akklimdci6jat készitik el6. Az alkalmazkodds — a nehézfém hatdshelyeinek szdmos pontjin
jelentkezd, kiilonbozd visszacsatoldsi hurkokon 4t — pl. a kdrosodott makromolekuldk kijavitdsdhoz, az
antioxiddns rendszer megerdsitéséhez vezetnek, és csokkentik a nehézfém koncentrdciéjat a citoplazmds
térrészben. A Cd** a nem redox-aktiv, de kdzvetve szintén oxidativ kdrosoddst okozé nehézfémionok kizé
tartozik. (Forrds: Sharma és Dietz 2008)

A kadmium ndvényekben tobb alapvetd anyagcesere folyamatot is kdrosit, pl. membran- és
sejten beliili transzportfolyamatokat, a redoxi homeosztézist, fotoszintézist, 1égzést, valamint a N-
és S-anyagcserét (Fodor 2003). A gyokérben fOként egyes tapelemek (Ca, Mg, P, K, Fe ill. N) ionos
formdinak abszorpcidja és transzportja, ill. a viz felszivodédsa szenved zavart (Alcantara et al. 1994,
Sanitd di Toppi és Gabbrielli 1999). A kadmium a nitrit- és nitrat-reduktdzon és a GS-GOGAT-
rendszeren keresztiil a nitrogén asszimil4cidra, tovabbd a metabolit-transzportra és a gatolt APS és
Cys képz6dés révén a kén-anyagceserére is kihat (Chaffei et al. 2004, Astolfi et al. 2004). A
fotoszintézis hatékonysdgit parhuzamosan tobb vonalon is veszélyezteti, igy a klorofill- és
karotinoid-bioszintézis, a fotoszintetikus elektrontranszport lanc t6bb tagja (LHC II, PS-ek stb.) és a
sotétszakasz (pl. RuBisCO) is sériilhet (Prasad 1995a,b, Sanitd di Toppi és Gabbrielli 1999).
El6bbihez kapcsolddva, a sztoma-zardsejtek vizallapottdl fiiggetlen zardsaval €s a transzspirdcid
megzavardsdval a kadmium dehidratdlédast is eldidéz a novényben (Perfus-Barbeoch et al. 2002).
Az el6bb taglalt korfolyamatokat az 5.A dbra szemlélteti.
A kadmium mésodlagos, oxidativ stresszt kivaltd képessége jorészt a szabadgyokok és egyéb aktiv
oxigén fajtdk generdldsdn alapszik, melyet a ROS egyik f6 forrdsaként is szdmon tartott

fotoszintézis és a légzés agressziv megbolygatdsa egyértelmiien eldsegit (Romero-Puertas e al.
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2004; Silverberg 1976). A képz0d0 reaktiv intermedierek a késdbbiekben lipidperoxidacidt, fehérje-
karbonildlast és enzim inaktivalodést, pigment-degradaciot és membrankarosoddst véltanak ki, és
egyes védekezéssel Osszefiiggd jelatviteli folyamatokra is befolydssal birnak (Romero-Puertas et al.
2001, DalCorso et al. 2008). Nukleinsavakkal bekovetkezd reakciéjuk kromoszémakarosodast és a
sejtciklus megzavardsit okozhatja, igy a sejt életképességét is veszélyeztetheti (Benavides et al.
2005). A kadmium legjellemzObb szervi tiineteiként a gyokér id6 eldtti vastagoddsat és megnyudlasi
zondjanak  rovidiilését, valamint gyarapodd  gyokérszorfejlesztés  melletti, csokkent
oldalgydkérképzését, a hajtasban pedig levélpondorodést és klorotikus hervadast figyelhetiink meg
(Chaffei et al. 2004, Clemens 2006, Duréekova et al. 2007). Mindez végsd soron a teljes novény
szintjén mérsékelt novekedés, valamint csdokkent biomassza termelés és szaporoddképesség

formdjaban jelentkezik (Ernst et al. 2008).

A kadmiummal szemben mutatkozd védekezés az elkeriilés, a rezisztencia, illetve a
tolerancia kiilonféle formaiként jelentkezik (Clemens 2006b; 1d. 5.B 4bra), de ha a sejtnedvben a
szabad Cd** koncentriciéja a 3-10 mg/kg szdraztomeg értéket meghaladja, elkeriilhetetleniil
bekovetkezik az élettani kdrosodds (Bahlsberg-Pahlsson 1989). A nehézfémek felvétele, széllitasa
és felhalmozdoddsa meglehetdsen komplex folyamat, ami a sejten kiviili kicsapdst, extra- és
intracelluldris fémion—keldciét, kompartmentaliziciét és a szillité edénynyaldb-rendszeren
keresztiili transzlokdlédasukat is magaba foglalja.

A kadmium kitettség sordn a novényi sejtekben kiilonféle méregtelenitési folyamatok aktivalédnak,
amelyek aktiv és/vagy passziv védelemet biztositanak. A kadmium a sejten kiviil egyrészt a
rizoszféraba kivélasztott gyokér exudatum szerves sav, féleg malat €s citrat tartalma, masrészt pedig
egyes sejtfalkomponensek (pl. savas pektitok és hisztidil csoportok) és mds extracelluldris
szénhidritok (pl. nydlka, kall6z) révén immobilizdlédhat (Delhaize és Ryan 1995). A talaj és a
sejtfal fizikai adszorpcids kapacitdsat meghaladé koncentracié azonban 6hatatlanul a sejtbe irdnyul6
transzporthoz vezet, mivel a Ca**-csatorndk és a gyenge szelektivitist mutat6, importalé metal-
transzporter fehérjék miatt (pl. ZIP, és NRAMP csaldd) a plazmamembrinon keresztiili kizdras

hatékonysaga elenyészd (Perfus-Barbeoch et al. 2002, Krimer et al. 2007, Nevo és Nelson 2006).
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5.abra: A kadmiumstressz biokémiai hattere. A.) Kadmiummal asszocialt koérfolyamatok

hataspontjai a hajtas szoveteiben és a gyokérben. A kadmium fotoszintetizdlé sejtekben, még
nem azonositott fémion-transzporterek altali felvételét kovetden foként a kén-anyagesere (1.) és a
fotoszintézis ill. klorofill-bioszintézis (2.) gatlasat idézi eld. Emellett, a sztémazardsejtekben a
Caz+-szignélt imitdlva nyitdsra készteti a sejtmembrén anion- és K*,,-csatorn4it (3.), ami kozvetve
viz- és turgorvesztéshez vezet, €s a gazcserenyildsok zdr6ddsit vonja maga utdn. A
gyokérsejtekben a nitrogén asszimildcié (nitrat- és nitritreduktaz) enzimei érintettek a Cd**-indukalt
gatlasban, tovdbba az NH,™-asszimildcid6 GS-GOGAT rendszere. B.) A kadmiumra adott
stresszvalasz tipusai és szinterei. Egyes, adszorbedld sejtfal-elemek a Cd** extracelluldris
immobilizdlasdval akadilyozzdk a nehézfém sejtnedvbe jutdsit. A sejtbe juté Cd** kiilonféle
stresszfehérjék kifejezddését, ill. fitokelatinok és vélhetden metallotioneinek szintézisét is serkenti.
Utébbiak komplexaljak az iont és vakudlumba transzportdljak a tonoplaszt ABC transzporterein at,
ahol a kadmium-ionok kis molekulatomegii komplexeikbdl, uijabb molekuldk bekapcsoldddsival
nagyobb komplex-formakba rendezddnek. A képzddd reaktiv oxigénformdk az antioxiddns
rendszer aktivdlédasat is beinditjak, melynek egy jelentds szintere a peroxiszéma.

ABA: abszcizinsav; ABC: ATP-koto kazetta transzporter; APS: adenilil-szulfat; APX: aszkorbat-peroxidaz;
CAT: kataldz; DAG: diacil-glicerol; DHAR: dehidro-aszkorbét-reduktdz; y-ECS: gamma-glutamil-cisztein-
szintetdz; G: G-fehérje; GOGAT: glutamét szintdz; GR: glutation-reduktdz; G(SH-)S: glutation-szintdz, GS:
glutamin-szintdz; IPs: inozitol-3-foszfat; LHCIL fénybegy(ijté komplex (II); LMW / HMW: kis /
nagymolekulatomegii; MT: metallothionein; OAcSer-S: O-acetil-szerin szulfurildz; PCs: fitokelatinok; PCS:
fitokelatin-szintdz; PLP: foszfolipaz protein; PSI és II: fotorendszerek; ROS: reaktiv oxigénformak; SOD:
szuperoxid-diszmutdz (Forrds: DalCorso et al. 2008)
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A citosz6lban megjelend kadmium eltdvolitdsa, illetve semlegesitése ezt kovetden tobb titvonalon
torténhet. A legkozvetlenebb Ut az ion visszapumpdldsa az apoplasztba, ill. xilem- vagy floem-
dramldsba juttatdsa, a sejten beliil pedig a vaku6lumba torténé kompartmentalizdcidja. Ezt az ionok
tekintetében joval szelektivebb, és gyakran ATP-igényes efflux fehérjék, pl. a HMA, a CDF és az
ABC transzporter csalddok bizonyos képviseldi kozvetitik (Verret et al. 2004; Montanini 2006;
Kim et al. 2007). A fémionok szeparidcidja €s tovdbbitidsa azonban legtobbszor nem csupasz
formaban, hanem valamiféle ligandummal képzett komplex formdjdban megy végbe, igy SH-
tartalmu keldtor peptidek (fitokelatinok — PC, glutation — GSH) és egyes esetekben Kkis
molekulatomegli fehérjék (metallothioneinek — MT) kozremiikodésével (Cobbett 2000, Cobbett és
Goldsbrought 2002, Clemens 2006a).

A kadmium, més abiotikus stresszekhez hasonléan maga is kivdlthatja egyes stresszfehérjék,
igy hdsokk-fehérjék, specidlis szerepli aminosavak (pl. prolin), valamint stresszszigndlok (pl.
szalicilsav, abszcizinsav, etilén) szintézisét, €s a szekunder oxidativ stressz kovetkezményeként,
annak mintegy ellensilyozdsdra az antioxiddns enzimrendszer szdmos tagjanak (pl. SOD, POD,
CAT, APX) - inaktivélast kovetd - expresszidjat (Timperio et al. 2008, Fuhrer 1982, Pal et al. 2006,
Stroifiski 1999, Romero-Puertas et al. 2007). Megfigyelték, hogy hosszabb tavd, ill. magas Cd-
koncentracional végzett kezelés idOvel paradicsomban és buzdban is SOD aktivitdsnovekedést
indukdlt, a kezdeti, ROS-kapcsolt aktivitdscsokkenés kompenzdldsara (Dong et al. 2006, Lin et al.
2007). Borséban egy kataldz transzkriptum menyiségi gyarapoddsiar6l, buzdban pedig a
peroxiszémdaban lokalizélt aszkorbét-glutation rendszer glutation reduktdzdnak (GR) szervfiiggd
indukci6jardl is beszdmoltak (Romero-Puertas et al. 2007, Yannarelli et al. 2007).

A transzkripcids aktivdlds azonban nemcsak a méregtelenitésben kozvetlenebb szerepet jatszo
fehérjéket érintheti. A normadl élettani aktivitds fenntartdsdhoz sziikséges, alapvetd metabolitokat
szintetizdlé enzimek expresszids valtozdsdra jo példa, hogy a N-asszimildcidban kdzremiikodod
glutamin-szintdz Cd-érzékeny, kloroplasztiszos formdjdnak gatldsit kompenzdlandd, a hajtasban

egy citoszodlikus forma expresszidjdnak novekedését észlelték paradicsomban (Chaffei et al. 2004).

2.1.2.2 Nehézfémstressz hatasa a globalis fehérjemintazatra

A nehézfém-stresszre specifikus, transzkriptomikai szinten rendelkezésre dll6 EST konyvtarak és
microarray eredmények mellett (pl. Didierjean et al. 1996, Fusco et al. 2005, Kovalchuk et al.
2005), az utébbi években a fémionok hatdsainak szervekre sziikitett (pl. gyokér, levél) proteomikai
analizisei is megindultak. Az eljardst mar tobbek kozt a réz (A. thaliana - Smith et al. 2004), az
arzén (Z. mays - Requejo és Tena 2005), a mangin (V. unguiculata - Fecht-Christoffers et al.

2003a,b), az 6lom (H. annuus - Walliwalagedara et al. 2010) és a kadmium stressz (Repetto et al.
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2004, Roth et al. 2006, Sarry et al. 2006, Aina et al. 2007; Ashan et al. 2007, Kieffer et al. 2008,
2009, Ge et al. 2009, Semane et al. 2010) hatdsvizsgélatara is alkalmazzdk.

Sarry és mtsai (2006), a Cd-stresszre adott korai vélasz Osszefiiggésében a szén-, kén- és nitrogén-
Arabidopsis sejtkultirdk proteomikai vizsgdlata alapjan. Roth és mtsai (2006) Arabidopsis
csirandvényein alkalmaztak rovid ideji, kis koncentraci6éji kadmium-kezelést (10 puM Cd™), majd a
gyokérre koncentrdlva végeztek dtfogd proteoma-analizist Western-blot és affinitds-kromatografiai
megerdsitéssel. A tobb ezer, széles kémbhatds-tartomanyban elvalasztott gydkér eredeti fehérjébol
41 folt intenzitdsdnak megvaltozasat észlelték, s ebbdl 25-6t elemezve 17 fehérjét azonositottak,
melyek legtobbje 4 osztdlyba volt sorolhatd: (1) metabolikus enzimek (pl. ATP-szulfurildz, glicin-
hidroximetil-transzferdz, trehal6z-6-foszfataz); (2) méregtelenitd szerepti glutation-S-transzferazok,
(3) latex allergén jellegli fehérjék; (4) ismeretlen funkciéji proteinek. Emellett a gydkérben
fitokelatinok (PC,) intenziv szintézisét is bizonyitottdk. EI0bbi munka mintegy kiegészitéseként,
Semane és mtsai (2010) Arabidopsis csirandvények levelén végeztek proteomikai analizist egy
hasonléan enyhe (1-10 puM), a kornyezeti terhelésnek jobban megfeleltetheté Cd**-kezelést
kovetden, melynek sordn, a tolerancia szintjét meghaladé koncentraciondl 21 fehérje szignifikdns
erdsodését detektaltdk a fokozott lipidperoxidéacioban is tiikr6z6d0 stresszvalasz hatdsdra. Munkéjuk
értékes hozadéka, hogy egy sejtszintli modellt is feldllitottak az oxidativ stresszvdlaszban, a
fotoszintézis és energiatermelés folyamataiban, a fehérje-anyagcserében, a génexpresszid
szabdalyzdsdban, valamint egyéb illetve ismeretlen folyamatokban résztvevd proteinek részvételével.

A modellnovény analizisét rovidesen a fasszariak tesztelése kovette. Kieffer €s mtsai (2008)
Cd-kezelt nyarfikban, proteoma és metabolit szinten a primer szénhidrat-metabolizmus jelentds
atalakuldsat tapasztaltdk. Béar a fotoszintézis csak csekély mértékben volt érintett, a csokkent
novekedés miatt a képz6dd fotoasszimildtumok inkdbb hex6zok vagy osszetett cukrok formdjéban
raktdrozddtak, s igy ozmoprotektdnsként is szerepelhettek a jarulékos dehidracioban. A
mitokondridlis 1égzésintenzitdsban ugyanakkor, a raktirozott cukrokkal parhuzamosan névekedést
tapasztaltak. Kés6bbi, 2009-es munkdjukban rovid (14 napos) és hosszabb tiavi (56 napos)
kezelésben, szervekre bontva is vizsgiltdk DIGE-n a Cd-ra adott reakciét. A levelekben egyes
stresszfehérjék, pl. hésokk proteinek, proteindzok és PR fehérjék mennyiségének novekedését
talaltak, s a novény-patogén kolcsonhatdsbdl ismert HR-hez jelentdsen hasonld vélasz indukalddott.
A gyodkérben jelentdsebb volt a kadmium anyagcserére gyakorolt kdrosité hatdsa, itt szdmos tipikus
stresszfehérje, pl. a hdsokk-fehérjék mellett GST korai, erdteljes indukcidjat figyelték meg, mig a
primer metabolizmus (pl. glikolizis, Calvin-ciklus, N- és S-anyagcsere) fehérjéinek mennyisége

komoly csokkenést mutatott. A glutation-metabolizmus enzimeit tekintve, a glutation-reduktdz és
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aszkorbét-peroxiddz gatlasat a levélben figyelték meg, mig a glutation-S-transzferdz aktivitdsa (és
mennyisége) a gyokérben mutatott emelkedést.

Az élelmezési és takarmdnyozdsi szempontbdl nélkiilozhetetlen egyszikiiek kadmium-
szennyezésre adott vdlaszdnak proteomikai elemzése sem sokat vdératott magdra: Rizs
csirandvények totdl protein mintdzatit €rintd valtozdsait dtmeneti, tdmény (0,2-1 mM) kadmium
kezelésre tesztelve Ahsan és mtsai (2007) 21, legaldbb 1,5-szeres indukciét mutaté fehérjét
azonositottak 2D-PAGE-t kovet6 MALDI-TOF eljardssal. melyek kozt a védekezés és
méregtelenités, antioxidans és fehérje bioszintézis és csirdzasi folyamatok szerepldi is el6fordultak.
Szélesebb [Cd**] tartomédnyban (0.1 pM - 1 mM), s a gyokérben vizsgdlédva érdekes kettdsség is
megfigyelhetd volt a tiol-peptidek és fehérjék vélaszdban: mig az alacsonyabb koncentraciondl a
Cd** féként a glutation-szint novekedését és védekezési mechanizmusokat aktivdlt egyes
transzporterek és az oxidativ kdrosoddst szenvedett fehérjék lebontasdban kozremiikodd proteinek
indukcidja révén, addig nagyobb toménységnél a PCs fitokelatin-szintézissel egyiitt inkdbb egyes
szabalyzo6fehérjék és szamos metabolikus enzim expresszidja volt bizonyithaté (Aina et al. 2007).
Buza csirandvényeken végzett Cd- és Hg-stressz ill. triklérbenzén (TCB)-kezelés levélre gyakorolt
hatdsat vizsgdlva Ge és mtsai (2009) azt taldltdk, hogy mindhdrom stresszfaktor vizhidnyhoz és
protein-foszforilaciét is kivalté lipid-foszforiliciéhoz vezetett. Mig azonban a Hg®* a protein
szintézist dltaldnosan gétolta a levélben, addig a Cd** és a TCB egyértelmiien fehérje indukci6t
eredményezett. Az indukalt proteinek kozt a Met-anyagcserében, a RuBisCO mddositdsiban, a
protein foszforildcié szabdlyzasdban, a fehérjék megfeleld térszerkezetének védelmében, H'-
transzmembran-transzportban koézremiikodo fehérjék, tovdbba az etilén stressz-szigndlt, egyes
sejtfalkomponenseket és mds, a védekezésben ismert szerepli mdsodlagos anyagcsereterméket

szintetiz4l6 enzimek is szerepeltek.

A novények stressztolerancidjanak egy érdekes aspektusa szimbiontdk lehetséges 6vo
szerepe a kadmiummérgezés hatdsai aldl. Repetto és mtsai (2004), Cd-érzékeny borséfajtik
gyokerén Glomus endomikorrhizat fejlesztve azt taldltdk, hogy a kontroll mérgezettekhez képest a
nehézfémmel kezelt, de gombdval mdr kolonizdlt gydkerek novekedésének gitldsa egészen
visszafogott volt, valamint tobb, kadmium-fiiggd kifejez6dést mutaté novényi fehérje is
megvaltozott expresszidval reagdlt a szimbionta gombapartner jelenlétéhez kothetéen. A Glomus
fajok arbuszkuldris mikorrhizat képz6 kolonizdcidja a gyokérproteoma-mintdzat analizise alapjan
hasonl6 eredményre vezetett kadmium-kezelt Medicago-ban is (Aloui et al. 2008). Tobb Paxillus
torzzsel kolonizalt, fiizeken (Salix x dasyclados) végzett fitoextrakcids vizsgilatok ugyanakkor azt
mutatjdk, hogy egyes ektomikorrhizit képz6 gombafajok a nehézfém-ion fiiggvényében is valtozd

eléjellel befolydsolhatjdk a felszivodast és a gazdaszervezeten beliili nehézfémeloszlast. Ren és
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mtsai (2006) kadmiummal stresszelt rozson végzett kutatdsai pedig arra utalnak, hogy endofitdk

jelenléte egyes esetekben az akkumulacidt is egyértelmiien segitheti.

A nehézfém-stresszek kapcsdn végzett, egyeldre szerény, szervre specifikdlt novényi
proteomikai analizisek tobbségét a gyokér- illetve ritkdbban a levél totdl proteoma analizisek
foglaljak el. A kadmium indukdlta ndovényi vilasz azonban szerv- és szovetszinten nyilvinvald
eltéréseket mutat, mind a kdrosodds jellege, mind pedig a védekezést szolgdld stratégidk
tekintetében. Eldbbiekre jo példa a hajtds epidermiszének nekrotikus tiinetei a rhizodermis
megnovekvo lignifikdloddsdval szemben, vagy a fitokelatin és szerves sav tartalom, ill. antioxiddns
enzimrendszer egyes képviseldinek hajtds és gyokér kozti eltér6 megoszldsa ill. indukaléddsa
arpaban (Jocsdk et al. 2010; Hegedis ef al. 2001). Kadmium-kezelt zsdzsa csirandvény hipokotilja
és sziklevelei, ill. mag és maghéja fehérjemintazatdban szintén eltéréseket mutatott (Gianazza et al.
2007). Mindezek alapjan joggal vdarhat6, hogy a kiilonféle sejtkompartimentumok fehérje-

mintazatdban, beleértve ebbe a sejtkozotti dlllomanyt is, eltérések mutatkoznak (Vitéria et al. 2006).

2.1.2.3 Nehézfémek hatasa a sejtkozotti allomanyba kivalasztott fehérjékre

A nehézfémekre vagy egyéb, metalloid ionokra adott apoplasztikus vélaszban egyelére az
exudatumok metabolit vonatkozaisa terén rendelkeziink szélesebb ismeretekkel (Guo er al. 2007,
Horst 2007). Mivel a lignifikdlodas, sejtfal-keresztkotések és a reaktiv oxigénformak a kadmium-
stresszben kiilonos jelentdséggel birnak (Chen és Kao 1995, Erdeli et al. 2004, Metwally et al.
2005), ezért a sejtfalhoz eltérd kotddést mutatd, savas és bazikus intercelluldris fehérjék koziil
egyelore leginkdbb a reaktiv oxigéngyokok elddllitdsdban, atalakitdsdban ill. elimindldsukban
kozremiikodo, kiilonféle szubsztratokra specifikus ill. aspecifikusabb peroxiddzok és oxiddzok
képviseldinek el6forduldsat, aktivitasat és idobeli indukcidjat vizsgiljdk (Fecht-Christoffers et al.
2003a, Huttova et al. 2006, Tamds et al. 2007, Verma et al. 2008, Zhang et al. 2009). A témét
érint6 eddigi munkdékat a 4. tdblazatban tekintjiik at.

A tablazat jol érzékelteti, hogy amig a nem esszencidlis nehézfémek, igy a Cd-apoplasztfehérjékre
gyakorolt hatdsat is (par kivételtdl eltekintve) elsdsorban a gyokér kiilonbozo sejtfalfrakcidinak
elemzésén keresztiil és fOként a redoxi aktivitdsi enzimfehérjékre koncentrdlva végzik jelenleg,
addig egyéb, pl. mikroelemként is funkciondlé fémionok (pl. Cu**, Mn**) toxicitasanak vizsgélatiba
mdr a foldfeletti szervek (jorészt a levél) intercelluldrisait is jobban bevonjdk (Zhang et al. 2008,
2010, Fecht-Christoffers et al. 2003a) és az adott ionra érzékeny apoplasztfehérjék vizsgilatdban
mir az atfogdbb, komplex fehérjemintdzati véltozdsok alkalmas proteomikai metodika is

megjelenik (Fecht-Christoffers et al. 2003b, Alves et al. 2006).
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4. tablazat:

A nehézfém- vagy metalloidstressz kapcsan ezidaig publikalt, megvaltozott expressziot ill.
aktivitast mutato apoplaszt-fehérjék analiziseinek attekintése (részleteket 1d. a szGvegben).

Novényfaj Kezelés Lokalizacié | Fehérje Hatas jellege (+) / (-) Hivatkozas
gatlas (I-1V) és
arpa gyokér - aktivitisndvekedés .
(H. vulgare) [Cd?1 apoplaszt perox@az (POD) tobbféle savas és Hutiova et al.
4 L izoenzimek L A 2006
cv. Jubilant I-V. frakcié bazikus izoforman
(v, 10,1
arpa [Cd24] gyoker aszkorbat-oxidaz gatlas > a!< tllvalas Tamés et al.
(H. vulgare) 0-2 mM apoplaszt (AO) izoenzimek savas és bazikus 2006
cv. Jubilant I-1V. frakcio izoformak (1I-111)
arpa [Ca] gygkfarszt egy bazikus POD (pl ~9)
H. vulgare ill. egyéb popiaszL, peroxidaz (POD) erételjes indukcioja a Tamas et al.
sejtfal és
cv. Jubilant abiotikus intJr acellularis izoenzimek gyokércsucsban, mas 2007
stresszorok . izoformak inhibicija
frakciok
?I]Bu?zt;rcea) [Cd21] gyokeér peroxidaz (POD) ionosan kotott: (+) Verma et al.
ov. Varuna 0-200 uM apoplaszt izoenzimek oldékony tipus: (-) 2008
?;712%(;%7‘2 levél SOD kontroll aktivitas és
aureus) [Cd?1 apoplaszt vs APX indukcidbeli eltérések az | Zhang et al.
&5 [0bab 100 puM szimplaszt POD o eltérd toleranciaju 2009
. (NADPH oxidaz) fajokban
(Vicia faba)
szbja (G. max) | [A®] gyokercslcs | egy 97 kDa protein | csokken6 mobilitas gg(tjzoka etal
vegyes erdei A] rizoszféra, 8 féle szén- recinitacio Scheel et al.
fléra talajoldat mineralizalé enzim | P'¢°P 2008
. gyokér és CAT, SOD
(Sézlfig‘z‘,’;‘a [Cu] levél APX Cu-Zn SOD és GPOD | Zhang et al.
haichowensis) 100 uM apoplaszt vs. | (G)POD indukcioja 2008, 2010
szimplaszt (NADPH oxidaz)
. . 2-2 savas pH opt.u .
+ 2+
(Sgegloetacea) Fé?ﬂ]*] el :3 V(G)J l laszt galakiozidaz és gatias ng; oetel
] pop arabinofuranozidaz
szbja - s . N - Kataoka et al.
(G. max) [Al3*] gyokércsucs | egy 97 kDa protein | csokkend mobilitas 2003
erdei flora AR] rizoszféra, 8 féle szén- recinitacio Scheel et al.
talajoldat mineralizalé enzim | PTe%P 2008
tehénborso izoenzimek: erételjesebb
(V. unguiculata) level aktivalodas: Fecht-
cv. TVu 91/ [Mn2] anoplaszt peroxidaz (POD) - szenzitiv vonalban Christoffers et
1987 (érzékeny pop GR - szenzitiv vonalban al. 2003a
és tolerans) MDHAR - mindkét vonalban
tehénborsé levél peroxidazok (PR9) Fecht-
(V. unguiculata) [Mn2+] anoplaszt PR1, PR2, PR3, indukalédas Christoffers et
- ung Pop PR5 al. 2003b
PR1, PR2, PRS,
csillagfiirt . levél PRS, . . Alves et al.
(L. albus) B-hiany apoplaszt expanzinszerii indukalodas 2006
fehérje
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Huttova és mtsai (2006) az arpa gyokér sejtfalanak fehérjéit az egyre gyengiild kotderd szerint 6t (I-
V) frakciéra bontva, peroxiddz (POD) izoenzimek aktivitdsa és 1D-fehérjemintdzata szintjén
vizsgéltdk a kadmium-stressz hatdsat,. Az aktivitds-assay-ek erds (I), majd egyre gyengiilo gétlast
mutattak (II-IV) a sejtfaltdl tdvolodva, az V., gyenge kétddésii frakcidban viszont ezzel egyidében
intenziv aktivitdsnovekedés volt tapasztalhatd. A savas és ligos, nativ PAGE-hez kotott gélekben
végzett gvajakol-peroxiddz assay-ek révén ugyanakkor, még a gitolt aktivitdsi régidkban is
izoperoxiddzok megnovekvd aktivitdsat lehetett megfigyelni: (I): egy savas izoenzim gatldsa mellett
két bazikus izoforma aktivaldsa; (II és III): tovabbi két bazikus és egy savas POX aktivaldsa; (V):
erdsen aktivalodo bazikus izoforma jelenlétét tapasztaltak.

Az elébbi munkacsoportban vizsgdltdk tovdbba az apoplasztikus €s sejtfali aszkorbat-oxiddz (AO)
enzimek kiilonféle izoformdinak aktivitidsvaltozasat is az I-IV. (extracelluldris, oldékony, sejtfal- és
membrankotott) frakciokban (Tamés er al. 2006). A normdl koriilmények kozt a II. frakciéban
leginkdbb aktiv enzimtipust a magas Cd-koncentrdcié minden frakcidéban gétolta, de két savas és két
bazikus izoenzim csokkent aktivitisa mellett egy djabb, bdzikus izoforma aktivitdsa valt
kimutathatéva (II. és III. frakciok). Mivel az AO enzimeket — a plazmamembran
elektrontranszportban, a sejtmegnydldsban, a sejtfal anyagcserében és az oxigén-elérhetdség
szabdlyzdsdban végzett szerepiik miatt — a ndvekedés egyik kulcsenzimeiként tartjdk szdmon,
valdszinli, hogy az arpa gyokerének kadmium okozta csokkent gyarapoddsdban erdteljes szerepe
lehet egyes apoplasztikus aszkorbat-oxiddz izoenzimek gétldsanak (Tamads et al. 2006).

Mustar csirandvények és 3-4 leveles dllapoti egyedek kadmiumterhelését vizsgilva, szintén
eltérésekrdl szdmoltak be a kiilonbdz0 kotddésti gyokér sejtfal fehérjefrakciok aktivitdsa terén
Verma és mtsai (2008). Megfigyeléseik szerint az ionosan kotott POD-ok enzimaktivitdsa, a
emelked6 kadmium- (és réz-) koncentraciéval parhuzamosan névekvé H,O, szintjével kozvetlen
pozitiv korreldciét mutatott, a szolubilis POD frakcidban azonban, bar csak a csiranovények
szintjén, csokkent aktivitds volt megfigyelhetd (50-100 uM).

Tamds (2007) tovdbba, Osszehasonlito jelleggel is vizsgdlta a peroxiddzok aktivitdsat kiilonféle
abiotikus stresszorokkal (Al, Co, Cu, Hg; szdrazsag, sé, h6 és hideg), tovabba POD aktivalé (2,4-D)
vagy gitlé (SHAM), ill. H,O,-dal vagy peroxidnyel6 (DTT) komponensekkel kezelt arpagydkerek
apoplasztjanak Osszevetésével. A bazikus peroxiddzok kozott, kadmium stresszre specifikusan egy
csak a gyokércsicsban szekretdlodo peroxiddz izoforma (pl ~9) kifejezddését igazolta, mig ezzel
egyidejiileg tovdbbi izoformdk aktivitisiban a nehézfém jelenlétével Osszefiiggésben csdkkenést
tapasztalt. A Tamds és mtsai (2007) éltal vizsgélt bazikus peroxiddzok lokalizaci6jdnak elemzése
ugyanakkor, savas peroxiddzokkal végzett kordbbi vizsgdlatokhoz (Ros Barcel6 et al. 1989)
hasonléan arra hivja fel a figyelmet, hogy egy-egy izoforma jelenléte akar tobb apoplasztfrakcidra

is kiterjedhet. Mivel pedig a sejtmegnyilds folyamatit vizsgdld, utobbi munkdbdl az is
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bizonyithatévd valt, hogy egy-egy izoforma apoplasztfrakciok kozti megoszldsdra is hatést
gyakorolhat a novény élettani dllapota (Ros Barcel6 ef al. 1989), az is feltételezhetd, hogy nemcsak
normdl differencidcids folyamatok, hanem egyes stresszhatdsok (koztiik nehézfémek) is képesek ily

moédon (is) szabdlyozni az extracelluldris tér redox folyamatait.

A peroxiddz aktivitdsvizsgilatok sordn kadmium kezelt gyokérmintdkban is gyakran léptek fel
latsz6lagos anomadlidk, amikor kezelés, novényfaj, sOt akar kivondsi mdéd vagy aktivitds assay
fiiggvényében egyes esetekben aktivitdsnovekedést (Chen és Kao 1995; Schiitzendiibel et al. 2001,
Chaoui et al. 2004; Erdeli et al. 2004; Metwally et al. 2005; Singh et al. 2006), méskor gatlast
(Chen et al. 2003, Ranieri et al. 2005) figyeltek meg, sot gyakran semmiféle valtozds sem volt
kimutathaté (Chaoui er al. 1997, Hegedls et al. 2001, Pal et al. 2005). Egyes esetekben a
véltozatlan aktivitdsinak tind kivonat in gel assay-ben mégis eltéréseket mutatott (Tamds et al.
2007). Mindez j6l példazza, hogy a nehézfém-stressz kapcsdn potencidlisan kozremiikddo, szamos
anionos és kationos jellegii, kiilonféle mérettartomdnyba sorolhaté izoenzim mélyebb tipizdldsara
égetd sziikkség volna (Tamds et al. 2007). Meglehetdsen széles szubsztrit-specificitdsuk, tovabba
eltérd aktivitasbeli és expresszids érzékenységiik miatt jellemzésiik ugyanakkor a szekvencidlis
azonositdst sem nélkiilozheti, emiatt pedig, a fehérje-szinti validdlashoz az itt feltart peroxiddzok

korében is elengedhetetlen volna a proteomikai kozelités.

Egyéb fémionok intercelluldris fehérjékre gyakorolt hatdsainak vizsgdlatiban globalisabb,
rendszer szinti megkozelitést keresve Fecht-Christoffers és mtsai 2003-as, tehénborsd levél
apoplasztjan végzett Gjabb proteomikai tanulméanya tekinthetd eziddig a legitfogébbnak. Mig egy
korébbi tanulmdnyukban a klasszikus vonalat kovetve POD, GR és aszkorbét regeneralasat végzo
enzimek aktivitdsat tanulmdnyoztak a rendszerben (Fecht-Christoffers et al. 2003a), ebben a
mangin-mérgezéshez kotddden, tobb, eltérd indukcidji és specificitdsi peroxiddz azonositdsa
mellett, a BN-/SDS-PAGE és IEF/SDS-PAGE gél-alapu elemzésiikben azonositott 21 ill. 42 fehérje
kozt olyan fehérjék jelenlétét is bizonyitottdk, amelyek komoly hasonlésidgot mutatnak egyes
sebzés-indukdlta és mads, patogenezissel kapcsolt (PR) fehérjékkel, igy pl. gliikandzokkal,
kitindzokkal, sebzés-indukalta és thaumatinszerti fehérjékkel, valamint a PR1 csaldd képviseldivel.
Mivel pedig a kadmium egyéb, esszencidlis ionok, koztiik a bor felvételét is képes megzavarni, a
témaban, kozvetve emlitésre mélté az a proteomikai tanulmany is (Alves et al. 2006), amely a Cd-
stressz esetében is szdmottevd borhidny hatdsat vizsgilta a levél apoplaszt szolubilis fehérjéire. A
munka azzal az eredménnyel zarult, hogy az eltérének talélt 23 fehérjefoltb6l azonositott 9 protein
kozt PR1-szerti, béta-1,3-gliikkandz, Il osztdlyd kitindz, thaumatin-szerli, és egy expanzin jellegli
fehérjét is sikeriilt azonositaniuk, amelyek a védekezésben is kdzismertek. S amig a legtobb hasonld

expressziot mutatott vizhidny esetében is, egy PR1 fehérje de novo expresszdlédénak bizonyult.
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A nehézfém-stresszek egy specidlis aspektusa, hogy az apoplaszt fehérjekivonatokban egyes
esetekben a fehérjekoncentricié csokkenése vagy novekedése, ill. bizonyos fehérjék hidnya
figyelhetd meg (Blinda et al. 1997, Kataoka ef al. 2003). Ezzel kapcsolatban felmeriil a kérdés,
hogy a jelenség hitterében az egyes szekretdlt fehérjék mobilitdsdnak vagy expresszids szintjének
megvéltozdsa vagy esetleg a proteolitikus aktivitds modosuldsa dll-e az apoplasztban. A kérdés
azért is jogos, mert a Cd-stressz hatdsara peroxiddzok jelennek meg, melyek szdmos képviseldje a
sejtfalszerkezet erdsitésére (Lagrimini ef al. 1997), mig masok annak fellazitdsara képesek (Liszkay
et al. 2003), valamint ismeretes, hogy kadmium hatdsara a membran-integritds is sériilhet (Fodor et
al. 1995, Tamiés et al. 2006). Kataoka és mtsai (2003) aluminiummérgezés kapcsin egy nagy
molekulatdmegii (97 kDa) protein csokkend mobilitdsat és a sejfal bizonyos elemeihez valé er6sebb
kotddését bizonyitottdk szdja gydkércsiicsban, Scheel és mtsai (2008) pedig tovabbi nyolc, a szén
mineralizdcidjaban is szerepet jatszé (kitindz, cellobiohidroldz, gliikoziddz, gliikkuroniddz, lakkaz és
xilozidaz aktivitdsd) extracelluldris enzim precipitdcidjat észlelték AP* jelenlétében a talajoldatban.

Blinda és mtsai (1997) viszont arpalevélben a Ni-, Zn- és Cd-stressz kapcsdn kinyerhetd,
megnovekedett apoplasztikus fehérjemennyiség elsddleges okdt a de novo protein-szintézissel
magyardztik, nem tulajdonitottak jelentoséget a sejtfalszerkezet megvdltozasiabdl eredeztethetfen
esetleg gatolt immobilizdcionak, és nem taldltak kiilonbséget a kezelt és a kontroll ndvények
apoplasztjanak (amigy minimadlis) protedz aktivitdsdban sem. Hirano és mtsai (1994) ugyanakkor
spendtlevélbol két-két olyan, savas pH optimummal rendelkezd galaktoziddz és arabinofuranozidédz
izoformét izolaltak, melyek aktivitdsa érdemi nehézfém-érzékenységet mutatott, s amelyek igy,

gétolt aktivitdsuk révén kdzvetve mégis hozzdjarulhatnak a sejtfal rigiditis novekedéséhez.

2.2 AZAPOPLASZT

A ndvény stresszre adott vdlaszdnak sokrétiisége nemcsak az egy-egy stresszor altal befolyésolt,
parhuzamos vagy éppen szekvencidlisan zajlo, gyakran egymadsra épiilé vagy legaldbbis egymdsra
hatdst gyakorlé anyagcsere-folyamatok sokféleségét rejti az egyedben, hanem azt a tényt is, hogy
ezen reakciok nemcsak sejtes, hanem szoveti és szervi tekintetben is valtozatos szintereken zajlanak
a szervezetben. Egy vizsgalt novényi régié bizonyos stresszorra vald érzékenysége (annak adott
foku sebezhet0sége mellett) az adott stressz érzékelésének, a jel tovabbitdsdnak és a vilasz sordn
indukdl6dd, specifikus vagy altaldnosabb reakcidknak az eltérd lehetdségét is magdba foglalja, s

egyuttal a hatékony kifejez6dés és lezajlds korlatait is meghatarozza az adott térrészben.
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A novény tobb szervet is ativeld sejtkozotti dllomdnya, amely azonban eredetét tekintve alapvetéen
a konkrét szovet sejtes dllomédnya 4ltal fenntartott és meghatdrozott, nem egyediil a sejtes
dlloményra jellemz6 reduktiv kozeg hidnya vagy pl. az alapvetden eltérd, savasabb kémbhatds
viszonyok tekintetében képes specidlis reakciok helyszinévé valni. Abban az értelemben is
egyedinek tekinthetd, hogy dramlasviszonyainak specidlis, de szabdlyozott volta révén a kiilonféle
folyamatok dinamikus Osszehangoldsiaban kozremiikdodik a szervek kozt. Emellett specidlis,
periférids elhelyezkedése révén a Kkiils6 kozeg és a szervezet kozti kommunikdcidban
hatérfeliiletként is hatékonyan segédkezhet, eziiton is biztositva a szervezet koordindlt miikodését.
A vizsgdalatba vont levélrozsda kérokozdja és a kadmium, mint stressztényezOk altal generalt,
fehérje szinten mutatkozo stressszvdlaszokat erre a specidlis novényi kdzegre sziikitve végeztem. Ez

indokolja az intercellularis 4llomdny aldbbi, részletesebb bemutatasat.

Apoplasztnak nevezziik a novényi szovetek sejten kiviili részét a sejtfallal egyiitt, mig a
plazmamembranon beliili alkotérészeket egyiittesen a szimplaszthoz soroljuk. Az apoplaszt tehat a
sejtfalat, az intercelluldris tereket és egyéb komponenseket magiba foglald, specidlis kozeg,
amelyben érzékeny, dinamikus vdltozdsok zajlanak a novekedéshez és fejlodéshez, illetve a
kornyezeti alkalmazkoddshoz kotédéen (Dietz 1997, Pignocchi és Foyer 2003).

Az apoplaszt a ndvényi szovetek térfogatidnak legfeljebb 5 %-at teszi ki a fold feletti szervekben
(Steudle et al. 1980, Parkhurst 1982) és a gyokérkéregben (Vakhmistrov 1967). Szdmtalan
makromolekula (pl. szénhidratok, fehérjék, lignin), valamint kisebb szerves és szervetlen
komponens és gazok elegye. Anyagtartalmat a xilembdl szdrmazé import, a sejtek adszorpcidja és a
floembe tovabbitott export mindenkori egyensilya hatirozza meg (Lopez-Millan et al. 2000). A
térfogat kicsinysége miatt az dramldsokban bekodvetkezd, viszonylag csekély médosulds is komoly
véltozdsokhoz vezethet az apoplaszt osszetételében.

A sejtkozotti dllomény a szervetlen ionok és szerves metabolitok nagy sokféleségét, igy szerves
savakat (Gabriel és Kesselmeier 1999), mint pl.aszkorbétot (Polle et al. 1990, Luwe et al. 1993),
aminosavakat és egyéb N-tartalmid komponenseket, hormonokat illetve cukrokat (Hsu et al. 1984,
Tetlow és Farrar 1993) is tartalmaz. Enzimekben (Li er al. 1989, Pinedo ef al. 1993) és mas
létfontossdgi fehérjékben valoé viszonylagos gazdagsidga alapozza meg sokrétli szerepkorét.
Szerepet jatszik a novekedési és differencidlodasi folyamatokban (Regalado és Ricardo 1996, Dani
et al. 2005), igy a sejt megnyildsos novekedésében, a sejtadhézidban, s6t a sejtosztddast is
befolyédsolja (Takeda et al. 2003). Emellett a viz és az dsvanyi tdpelemek ill. egyéb kismolekuldk és
asszimilatumok széllitdsdban (Nielsen és Schjoerring 1998, Chikov és Bakirova 2004, Sattelmacher
és Horst 2007), a raktdrozdsban és méregtelenitésben is fontos feladatai vannak (Starrach és Mayer

1989, Wolf et al. 1990, Zhang et al. 1991, Brune et al. 1994). A jelatvitelben betoltott kiemelkedd
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szerepét a kornyezet és a protoplaszt kozti specidlis, 0sszekotd szerepe biztositja (Hartung et al.
1992, Sakurai 1998).

Kiilonféle kornyezeti hatdsokra az apoplaszt anyagcsere-folyamataiban érzékeny valtozdsok
kovetkeznek be, mely a fehérjemintdzat dinamikus megvéltozadsdban is tiikkrozodik. Mint a kdros
hatdsok érzékelését végzd és azok elimindldsdba is bekapcsolddd elsddleges védelmi vonal, a
novényi stresszkutatdsok kiemelt célpontja. Proteomikai analizisét vélhetben minddssze par szdz
fehérjét magdba foglalé fehérje-sokfélesége jelentésen megkonnyiti. Mivel biotikus és abiotikus
stresszvizsgdlataimat a levél sejtkdzotti dllomanyaba szekretélt szolubilis fehérjefrakcié véltozasaira
koncentralva végeztem, az aldbbiakban rovid attekintést adok az apoplasztban eddig ismert fehérjék

véltozatossdgarol és a bizonyitottan, érdemi kozremtkddésiikkel lebonyolitott stresszvalaszokrol.

2.2.1 Az apoplaszt proteomikaja és stresszvalasza

Az apoplaszt protein profiljdnak megvaltozasat a kornyezettel valé kolcsonhatds folyomdnyaként
szdmos abiotikus és biotikus stressz tényezé indukalhatja (Sattelmacher 2001). Igy pl. ozmotikus
stressz (Marshall et al. 1999), szdrazsdg és sostressz (Ramanjulu et al. 1999 és Zhu et al. 2007,
Dani et al. 2005, Zhang et al. 2009, Guo és Song 2009), nehézfém toxicitds (Fecht-Christoffers et
al. 2003a,b, Kataoka et al. 2003), hidegstressz (Marents et al. 1993), valamint sebzés (Li et al.
1990), patogén stressz (Il et al. 2005, Misas-Villamil és van der Hoorn 2008) vagy herbivorok
tdmaddsa (Van der Westhuizen és Pretorius 1996, del Carmen Cérdoba-Pedregosa et al. 2003)
kapcsén is kimutattak véltozasait.

Az apoplasztban potencidlisan el6fordulé fehérjék szdma valdjdban nehezen felmérhetd.
Altalinosan elfogadott, hogy egy adott élettani llapotban az apoplaszt legfeljebb néhany szizféle
fehérjét tartalmaz (Lee et al. 2004, Wen et al. 2007). Az egyre gyarapodd, befejezett genom
projektek ennél joval nagyobb potencidlis sokféleségre engednek kovetkeztetni. Az Arabidopsis
thaliana genom ismeretében, 2006-ban nagysagrendileg harmincezer (egészen pontosan 33 809),
feltételezhet6en szekretdlt polipeptidet kddold nyilt leolvasasi keretet azonositottak, melyek koziil
microarray adatok alapjan sok ténylegesen is kifejezddik (Lease és Walker 2006). Mds kutatdsok
alapjan kozel 5000 proteinrdl feltételezhetd, hogy a szekretélt fehérjékre jellemzd, az endomembrin
rendszerben lehasad6 N-termindlis szigndl peptidet hordoz (Bendtsen et al. 2004a), s ezek koziil kb.
1500-at kifejezetten a sejtfallal asszocidlt szerepkorben tartanak szimon (Bendtsen et al. 2004b, de
Jong et al. 2006, Somerville et al. 2004).

A valés nagysdgrend felmérésének egyrészt technikai problémdk szabnak korlatot. Az
intercelluldris fehérjék kinyerésére alkalmazott eljardsok mindegyike magdban hordozza a profil-
szlikiilés és a kontamindcio lehetdségét (Jamet et al. 2008, Borderies et al. 2003), amely foként a

kiilonféle sejtfalkomponensekhez mds-mds affinitdssal és kémiai kolcsonhatdssal kotddd sejtfal-
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proteinek esetében jelent komoly veszélyt (Robertson et al. 1997). Az el6bbi problémdkat a

szepardldsra és azonositdsra vdlasztott tdmegspekrometriai médszerek egyéni lehetdségei és korlatai

(plL, er0sen bazikus és hidroféb proteinek rossz elvalaszthatdsiga, sziikebb dinamikus felbontds 2D-

PAGE-n vs. MudPIT; emésztés, ionizacid és detektdlds tipusai MS-ben) csak tovabb erdsitik. A

problémdk mdsik oldaldt a bioldgiai informacidhidny jelenti, amennyiben az atfogd screenelés

alapjaként sziikséges genomi adatbdzisok jelentds szekvencidlis és annotdcids hidnyossdgokkal

rendelkeznek, illetve az is probléma, hogy az ezekre épiil6 bioinformatikai eszk6zok tobbsége, igy a

fehérje

lokalizdci6jat annak

szerkezetébdl vagy

szekvencidjabol

levezetO,

kiilonféle

algoritmusokkal dolgozé predikciés programok (pl. TargetP, SignalP - Emanuelsson et al. 2007),

vagy a funkciondlis halézatokat épitd alkalmazasok (pl. AtPID) szintén csak korlatozott, statisztikai

biztonsdgot nydjthatnak (Nielsen et al. 1997, Antelmann et al. 2001).

Az apoplasztban eddig azonositott fehérjék koziil eddig csak kevéshez kothetd konkrét bioldgiai

funkcid, szdmos esetben viszont az is bizonyitott, hogy multifunkcids fehérjék is szekretdlddnak

(Segarra et al. 2003). Emellett, mostandban egyre n az arra utalé bizonyitékok koére, hogy a

novény a kiilonféle fejlodési és egyéb fizioldgiai folyamatainak befolydsoldsara fehérje jellegi,

(peptid) szigndlokat is felhaszndl az apoplasztban (Cock és McCormick 2001, Zhang et al. 2009),

igy pl

a sziszteminnel

analég Hyp-gazdag gliikopeptideket

(Pearce és

Ryan 2003),

fitoszulfokineket (Matsubayashi és Sakagami 1996, 2006), a CLAVATA3-t (Trotochaud et al.

2000) vagy egy Oninkompatibilitdsban kdzremkodd (S-16kusz) Cys-gazdag proteint (Schopfer

1999), igy az apoplasztban betdlthetd fehérje-szerepkordk szdma egyre csak boviilni latszik.
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példajan; B.) A korfolyamatokkal kapcsolt szekrécios valasz a gombafertézések példajan.
XDP: cukor-nukleotid(ok); GIP: endo-f-1,3-glukandz inhibitor protein, PGIP: poligalakturondn-inhibitor
protein; XGIP: xiloglukdn endoglukandz inhibitor protein (Forrds: University of Georgia, Complex
Carbohydrate Research Center (CCRC) honlapja - http://www.ccrc.uga.edu/~mao/cellwall/main.htm,
http://www.ccrc.uga.edu/~mao/intro/ouline.htm és http://www.ccrc.uga.edu/~mao/plapath/elicitor.gif)
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Referencia apoplaszt fehérje-térképezés tobb fajnél is folyik napjainkban. Haslam és mtsai 2003-
ban Arabidopsis thaliana, Oryza sativa és T. aestivum (cv. ’Paragon’) fajokban totdl levélkivonat és
apoplaszt szolubilis frakcidinak dsszehasonlité 2D-PAGE fehérjemintdzatit publikaltak, az elsd két
fajra nézve szdmos fehérje MS-azonositdsdval is kiegészitve (ludfiiben 25-b6l 14 (56 %), mig
rizsben 23-bdl 9 esetben (39 %) sikerrel). A mintazatok Osszevetésébdl taxon-specifikus eltérések
és rokon fajokban mutatkozé hasonlésdgok egyardnt bizonyithatok voltak. A lddfliben és rizsben
azonositott, domindnsabb proteinek kozt a fejlédésben (sejtosztodds/sejtmegnyilds — pl. aszkorbét-
oxiddz) ill. a patogén elleni védelemben szerepld (germin-szerii proteinek, kiilonféle gliiko-
hidroldzok, taumatinszerii proteinek, szubtilizinszerli proteindzok, malat-dehidrogendz (1)),
valamint a szignalizdcidban (Ser-karboxipeptiddz, Ser/Thr-protein kindz) és a tdpelem-
asszimilaldsban (nitrat-reduktaz) kozremiikodo fehérjéket azonositottak.

Soares és mtsai 2007-ban kozolték a Medicago truncatula levél apoplasztjanak (2-DE —
MALDI-TOF/TOF alapi) fehérjetérképét, amelyben 300-at meghaladé, az intercelluldris
folyadékban jelenlévd (220) ill. a sejtfalhoz ionosan kotdédd (84) protein reprezentativ jelenlétét
bizonyitottdk. Arabidopsis és Medicago gyokér apoplasztjdnak térképezésében, Osszehasonlitd
jelleggel a 2-DE, LC-MS/MS és a MudPIT technolégia is szerepet kapott (Basu et al. 2006) 16 ill.
52 fehérje azonositdsdval, szigndl-peptid hasitéhely ill. transzmembrian domének ill. horgonyok
sziikitésével. A funkciondlis osztdlyozdsban glikozid-hidroldzok, tripszin/protedz inhibitorok,
plasztocianin-szeri domének, Cu-Zn szuperoxid-diszmutdzok, gamma-tioninok (PR12), taumatinok
(PRS), ubiquitinek, protedz inhibitor/mag raktiroz6/lipid transzfer fehérjék, transzkripcids
faktorok(!), III osztdlyd, szekrécids peroxiddzok, és novena bazikus szekrécids fehérjék (BSP)

egyarant szerepeltek.

Rizsben foként a levél és sejtkultirdk szekretdlt fehérjefrakciéjanak azonositdsa zajlik (Jung et
al.2008, Chen et al. 2008, Chou et al. 2009). Buza esetében ugyanakkor nem véletlen, hogy MS-sel
kombindlt proteomikai alapon mindmdig nem sziiletett 4tfogd apoplaszt referenciatérkép, s Haslam
és mtsai (2003) szdmos rizs ill. lddfii apoplasztfehérje MS-azonositdsdval szemben Triticum
esetében még mindig csak mintdzat-szintli 6sszevetésre vdllalkoztak — annak ellenére, hogy a biiza
2D-PAGE alapu referenciatérképezése mar a ’80-as évek kozepén megindult, cv. ’Little Club’
fajtan (Holden és Rohringer 1985a,b). Mig azonban akkoriban f0ként a korai tomegspektrometriai
modszerek korlatainak volt koszonhetd, hogy a kivdld, szisztematikus munka az elvdlasztott
apoplasztfehérjéket els6sorban csak gliitkoprotein-jellegiik ill. feltételezett peroxiddz és kiilonboz6
specificitdsi (arabino-, fuko-, galakto-, N-acetil-galaktézamino-, manno-, xilo- é&s gliiko-

sztereoizomereket hasitd) gliikoziddz enzimaktivitdsuk szintjén jellemezhette, médra sokkal inkabb
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az adatbazis-hidnyossagok és a genomi térképezés elhizdéddsa alljak utjat egy afogdbb projektnek,

igy a megfeleld fajtavilasztis is elengedhetetlen volna a sikerhez.

Arabidopsis-ban, a sejtszuszpenzids kultirdkbdl (Robertson et al. 1997, Chivasa et al. 2002,
Borderies et al. 2003, Bayer et al. 2006); télevélrézsabdl (Boudart et al. 2005); hipokotilbdl (Feiz et
al. 2006); virdgzé szarbdl (Minic et al. 2007); és sejtfal-regenerdld protoplasztokbdl (Kwon et al.
2005) proteomikailag azonositott extracelluldris fehérjék funkci6juk szerint a kovetkezd
csoportokba sorolhatdk: (1) szénhidratokon hat6 fehérjék (glikozil-hidrolazok, észterdzok €s lidzok,
expanzinok); (2) oxido-reduktizok (peroxidazok és egyebek); (3) protedzok; (4) kolcsonhatd
doménti fehérjék (szénhidrat- és fehérjekotd tipusok); (5) szignalizdcidban szereplok; (6)
sruktdrfehérjék; (7) multifunkcids fehérjék; (8) ismeretlenek (Boudart et al. 2007).

Az analizisek egyik fontos iizenete, hogy az egyes fajok rendkiviil eltérd, azaz specifikdlodésra is
lehetdséget add extracelluldris proteinmintdzattal rendelkeznek (Haslam et al. 2003, Robertson et
al. 1997), de az is kideriilt, hogy a szovettenyészetben vagy sejtszuszpenzidban nevelt és a
természetes szoveti differencidciot mutaté szervekbdl izolalt apoplasztfehérjék mintdzata kozott
minimélis az 4tfedés (Jung er al. 2008). igy, bar a sejtszuszpenziés technolégia szdmos elénnyel
rendelkezik a kezelhetdség terén, sot, kiilonféle hormondlis szigndlokkal és egyéb elicitorokkal
szamos differencidléddsi program vagy éppen szigndltranszdukcids dtvonal indukdlhaté egyszerii
moédon a tenyészetben, az abban nyert eredmények csak fenntartdsokkal és kiegészitd jelleggel

hasznosithatdak.

2.2.2 Apoplaszt proteoma-adatbazisok

A novényi sejtfal proteoma, legaldbbis a megszekvendlt genomu fajok terén mdra olyannyira
intenziven fejlédé kutatdsi teriiletté valt, hogy A. thaliana-ban jelenleg a genomi szekvencidk
alapjan josolt, kb. 1500 sejtfalfehérjének kb. 25-30 %-at, azaz kozel 4-500 fehérjét sikeriilt mér
kiilonféle szervekben ill. eltérd kornyezeti viszonyokhoz kotddden izoldlni és azonositani
(WallProtDB, 2009). A legutdbbi eredmények szerint ez a szdm rizsben is a 300-at kozeliti (Jung et
al. 2008; Chen et al. 2008; Chou et al. 2009). Ennek megfelelden, az egyes fajokra referenciaként is
haszndlhaté proteomikai adatbdzisok ill. kiilonféle stresszekre specifikus apoplaszt gyiijtemények
létrehozasara szdmos torekvés indult. 2004-ben, az Alberta Egyetemen (Kanada) Wang és mtsai egy
online, a legnagyobb annotilt fehérje-adatbdzissal (SWISS-PROT/TrEMBL) is 6sszefiiggésben
allo, extracelluldris ndvényi protein-adatbdzis kiépitésébe kezdtek (Extracytosolic Plant Proteins
Database (EPPdb), http://eppdb.biology.ualberta.ca), eredetileg Brassica napus apoplaszt
fehérjéken 2D-PAGE; LC-MS/MS, de novo szekvendlds és bioinformatikai forrasok alkalmazasibol
nyert eredményeik Osszegzéseként. Jamet és mtsaihoz (2006) kapcsolédéan, a Toulouse-i
Egyetemen ,,WallProtDB” néven egy francia sejtfal proteoma-adatbazis latott napvildgot. Az
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eredmények interpretdldsdnak eldsegitésére utobbiban a taldlatok a szubcelluldris lokalizacid és
funkciondlis domének predikcidjara alkalmas ProtAnnDB (Protein Annotation DataBase)
adatbdzissal (San Clemente et al. 2009 - www.polebio.scsv.ups-tlse.fr/ProtAnnDB/) is kapcsoltak.
Jelenlegi A. thaliana és O. sativa adataik mellett a jovOben tervezik az adatbdzis egyéb

novényfajokra vald kibovitését is.

2.3 A FEHERJE SZINTU STRESSZVALASZ

A novényi védekezésben kozremiikodd fehérjekddold géneket, termékeik iddbelisége szerint
feloszthatjuk a korai jelérzékelésben és pl. a hiperszenzitiv reakcié kialakitdsaban szerepet jatszé
fehérjék génjeire, a szitkebb értelemben vett szigndltranszdukcid szerepldire, és végiil a védekezés
késObbi fazisdban, tobb 1épcsdben indukilédo, effektor funkcidji célgénekre, melyek kore,
kifejez8désiik és aktivitdsuk szabdlyzdsa a stresszor tipusitdl fiiggden részlegesen specifikalt.
Hangsulyozni kell ugyanakkor, hogy a valaszreakciok, igy a mikrobdval asszocidlt molekularis
mintdzat (MAMP) észlelése révén aktivalodo, Osi tipusi s gyakran bazdlis rezisztencidhoz vezetd
védelem (Klement 2004, Niirnberger és Kemmerling 2009), tovdbba a joval specifikusabb, adott
patogén eredetli avirulencia faktorok (Avr) és novényi rezisztencia (R) gének kolcsonhatdséra épiild
effektor-indukalt védekezés (Chisholm er al. 2006) kiilonféle lokdlis és szisztemikus forméi (az
obligat- és hemibiotréf kérokozok indukdlta hiperszenzitiv reakcié (HR) és szisztémds szerzett
rezisztencia (SAR), a nekrotréf patogének vagy sebzés indukélt (WRP) és herbivorok 4ltal kivaltott
rezisztencia (IRH) s végiil az indukdlt szisztémads rezisztencia (ISR)) - természetiikben jelentds
atfedéseket mutatnak (Tsuda et al. 2008).

Az atfedések hatterében elsOsorban az 4ll, hogy az adott stresszorra specifikus stresszvalaszt
kozvetité novényi szignalok, igy fOként a szalicilsav (SA), a jazmonsav (JA) illetve az etilén (ET)
tri6 (Ton et al. 2002), és egyéb, a védekezésben kevésbé feltart szerepii hormonok (-amino-vajsav
(Zimmerli et al. 2000, Ton és Mauch-Mani 2004), auxinok (Navarro et al. 2006, Wang et al. 2007),
abszcizinsav (Mauch-Mani és Mauch 2005, de Torres-Zabala et al. 2007), brasszinoszteroidok
(Nakashita et al. 2003), s6t gibberellinek (Navarro et al. 2008) stb.) részben atfedd jelatviteli
utvonalakat aktivdlnak, melyek kozt dlland6 és tobblépcsds, aktudlisan szinergisztikus/antagonista
finom hangolds zajlik, a kapcsolddasi hdlézat szovevényében (Dong 1998, Feys és Parker 2000,

Hammond-Kosack és Parker 2003, Glazebrook et al. 2003, Koornneef és Pieterse 2008).

A vélaszaddsban résztvevd gének expresszidja bizonyithatéan megndvekszik novényevok illetve

kérokozdk megjelenésével, vagy egyéb, akdr abiotikus stressztényezOkkel Osszefiiggésben, az
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indukdlhaté gének pontos szdma azonban, nagyszdmu képviseldjiik tobbszoros feladatkdre miatt
nehezen megbecsiilhetd. Reymond és Farmer (1998) a novényi védekezésben indukélhaté géneket
funkcidjuk szerint 6 f6 csoportba sorolta, s bar osztdlyozasuk csak Arabidopsisra épiilt, az azbta
kiilonb6z6 novényeknél elvégzett transzkriptomikai analizisek a feldllitott rendszert lényegében
madig igazoljdk (Schena et al. 1995, Broeckling et al. 2005). A kovetkezdkben rovid attekintést

adunk az egyes osztilyokba besorolt fehérjékrol és azok funkcidirdl.

1.) Az oxidativ stressz kapcsan szintetizal6d6 enzimek

A biotikus vagy abiotikus stresszor hatdsara kezdetben a redox-homeosztazis oxidativ irdnyu
eltolodasa kovetkezik be a novényi szovetekben, részben az azonnali, sejtsériiléssel
Osszefiiggd nem-specifikus oxiddlodds, részben pedig az utébb esetlegesen (1,5-3 h)
kivélthato, oxidativ vélaszban (pl. HR) aktivdlodé enzimek kovetkezményeként. A reaktiv
oxigén fajtdk (ROS) szintézisében elsddlegesnek feltételezett, novényekben sokdig csak
indirekt tton bizonyitott NAD(P)H-oxidéz jelleghi fehérje mellett mara egyes apoplasztikus
peroxiddzok, germin-szeri oxaldt-oxiddz, lipoxigendz és amin-oxiddzok részvételét is
feltételezik (Sagi és Flur 2001, 2006, Torres et al. 2002, Kuzniak és Urbanek 2000).

Epp elébbi folyamat ellensiilyozdsa céljabdl indul meg a stresszre érzékeny célgének elsd
korének génexpresszidja (>2-3 h), mely reduktiv jellegii, s a jeldtvitelt is befolyasolni képes
véltozdsokra vezet a névényi citoplazmaban, s6t esetenként a sejtkozotti dllomdnyban is.
Ennek hatterében az oxidativ kdrosoddast kivédd enzimfehérjék (SOD, POX, kataldzok stb.)
és az antioxid4ns metabolitok (pl. karotinoidok, a-tokoferol, aszkorbat, glutation) szintézisét
kivitelez6 enzimek (igy pl. APX, MDHAR, GR és DHAR ill. a kordbban méir emlitett
G6PDH) megnovekvd expresszidja all. Emellett az apoplasztban atmenetileg tovabbi
oxidativ hatdsd, a sejtfalat erdsitd, keresztkotéseket fokozd és citocid hatdsi anionos

peroxiddzok is indukdlédhatnak (Trezzini et al. 1993).

2.) Az aromds anyagcsere szintetizal6 enzimei
Ebbe a korbe foként a fenil-propanoid dtvonalban és a flavonoid bioszintézisben szerepld
enzimek (pl. PAL, CHS) tartoznak, melyek, az indukdlt védekezés részeként
sejtfalmodositast (pl. papillaképzOdést, tovabbi lignifikdciot) és aromds tipusd
antimikrobidlis fitoalexinek (pl. kumarinok, sztilbének) termelését, s6t a szalicilsav

szigndlmolekula termelését is lehetové teszik (Hammond-Kosack és Jones 1996).

3.) A triptofan-ut enzimei
Ez a szintézisit a sejtsériilést okozd behatoldk ellen védo indolvazas vegyiiletek, igy egyes
fitoalexinek (pl. camalexin) és indol-gliikozinoldtok képzddéséhez vezet, de az auxin

hormon szintézisében is kozremukodhetnek.
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4.) A zsirsav-szignalizaci6 és lipid metabolizmus enzimei
E fehérjéknek a terpenoid fitoalexinek és a membranjavitds alapanyagainak szintézise
mellett a lipid jellegl szignalizacié alapjainak megteremtésében van kiemelkedd szerepiik.
Ide kothetd az oktadekanoid-utvonal révén a jazmonsav szigndl és rokon vegyiiletei,
valamint a tobb szisztemikus reakcioban szerepld, lipid jelleglinek feltételezett hosszu tavi

szignélok elddllitdsa ill. lebontdsa is.

5.) Jelérzékelés, korai és késdi jelatvitel és szabalyzofehérjék

receptorfehérjék és adaptoraik

ioncsatorna fehérjék

korai protein-kindzok (sejtfallal asszocidlt / Ca2+—fiigg()' / kalmodulin fiiggd)
G-fehérjék

a MAP-kinéz dtvonal elemei

transzkripcids faktorok

Met-ciklus (ET-bioszintézis, SAM és ACC-szintaz)

auxin bioszintézis kdozremiikddoi

~HC RSN -V R~ i S

Az itt felsorolt elemek a fehérjék széles és diverz korét képviselik, s tobbségiik kis mennyiségben, a
preformélt védelem részeként vagy egyéb szerepkorben, normdl koriilmények kozt is kifejezddik.
Ennek kapcsdn meriil fel az a fontos kérdés, hogy milyen tényezdk irdnyitjdk a relevéns
szignéltranszdukcioban kdzremiikddo proteinek rendelkezésre dllasat és az idOzités helyességét.

A gyors, fehérje szintl reguldcié egy jelent0s kore a poszttranszliciés mddosuldsok lehetdsége
(PTM), mely a leggyakrabban foszforildldst, a redox-adllapot megvéltozdsit vagy egyéb, ritkabb
jellegli médositdsokat jelent (Gupta et al. 1998, Meskiene et al. 1998). A PTM-ek egy tovabbi,
kiemelt formdja a transzkripciét szabdlyz6 fehérjefaktorok poliubiquitindldsa, s igy a 26S
proteaszéma lebontdsi Utvonalra terelése, minek kovetkeztében a mddosult fehérjék szabalyozott
proteolizis dldozatdva vdlnak. Ez, a fehérjék aktudlis mennyiségét is érintd stratégia a novényi
stresszfolyamatok szabdlyzédsdban igen jelentds, s a kdlcsonhat6 partnerek fliggvényében mind a
jelatvitel kozvetlen gatldsdra, mind, a meglevd gitldsok feloldasa révén, aktivdlasra is alkalmas
(Dreher és Callis 2007, Beckers és Spoel 2006, Delauré et al. 2008). Hasonld, s gyakran a PTM
hatdsaval is Osszefliggd eredményre vezet ugyanakkor, ha egy transzkripciés reguldtor gatldsa
fehérje-fehérje kolcsonhatds révén kovetkezik be, melyre a citoszélban (Cao et al. 1997, Ryals et al.

1997, Beckers és Spoel 2006) és sejtmagi szinten (Mosher et al. 2006) is ismeriink példakat.

6.) PR (patogenezissel 6sszefiiggd) fehérjék szintézise
Mivel kisérleteim sordn behatéan foglalkoztam kiilonb6z6 PR-proteinek azonositdsdval és

jellemzésével, bemutatdsuknak kiilon fejezetet szentelek.
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2.3.1 A PR FEHERJEK

A PR rovidités a ,,pathogenesis-related”, azaz kérfolyamathoz kapcsolédé fehérjék megjel5lésbol
szarmazik, s olyan, fert6z¢és hatdsdra indukal6do fehérjék osszefoglalé megjeldlésére szolgél, mint
pl. a glilkandzok, kitindzok, protedzok és protedz inhibitorok (Heil és Balwin 2002). A PR
fehérjéket a buzacsirdban fedezték fel (Molano et al. 1979), indukdlhatésdgukat pedig elsOként
TMV  (dohdnymozaik-virus) fert6zésre hiperszenzitiv reakciét adé dohdnyndvények
levélkivonataiban igazoltdk (Van Loon 1999). Bar a PR proteinek eredeti definicidjuk értelmében
biotikus stresszhatdsok kapcsan termel6do fehérjék (Linthorst és Van Loon 1991), bebizonyosodott,
hogy egyes tipusaik megjelenése vagy csokkend expresszidja abiotikus eredetii terhelésekkel (pl.
UV-sugarzas, hideg, nehézfémek) is Osszefiiggésben dllhat (Antoniw et al. 1980; Gaudet et al.
2000). A PR proteinekhez hasonl6 fehérjéket tjabban normél, nem fert6zott novények bizonyos
szoveteiben azonositottak, s ezeket PR-szerli fehérjéknek nevezték el (Van Loon 1999). Szamos PR
fehérje ugyanis az egyedfejlodés sordn szabdlyozottan meghatdrozott szervekben, szdvetekben,
illetve az életciklusnak csak meghatirozott pontjain fejez6dik ki. Igy példaul egy 1,3-gliikandzrél
bizonyitottdk, hogy a mikrosporogenezis sordn fontos szerepet jitszik, és hidnya himsterilitishoz
vezethet (Jin et al. 1999), kitindzra pedig sziikség van a sargarépa szomatikus embriogeneziséhez
(De Jong et al. 1992). Mivel ugyanazon PR-szerti fehérjét kodold gén, amely legtobbszor
egyedfejlodési kontroll alatt 4ll, méds novényi szovetekben csak a stresszvdlasz hatdsdra
indukdlédik, mai ismereteink alapjain a megkiilonboztetd ,,PR” nomenklatira tdlhaladottnak

tekinthetd, és haszndlatdnak 1étjogosultsdga legaldbbis megkérddjelezhetd, sok esetben zavart okoz.

A PR fehérjék kiilonboz6 biokémiai €s enzimaktivitdssal rendelkezhetnek. Elsddleges szerkezetiik,
szerolégiai rokonsdguk, enzimatikus €s bioldgiai aktivitdsuk alapjdn 17 csalddba (5. tdbldzat)
soroltdk Oket (Hassan 2006). Az eddig ismert PR csalddok mindegyikének képviseldit azonositottdk
mar gabonafélékben.

Az egyes csalddokba tartoz6 fehérjék eltérd, részben atfedd funkcidkat toltenek be. A PR2
fehérjecsaldd glitkandz aktivitdssal bir, a PR3-nak endokitindz aktivitdsa van. Ismert, hogy a legtobb
gombafaj tartalmaz B-1,3-gliikkdnt vagy kitint a sejtfaldban (Bartnicki-Garcia 1968). Tisztitott
kitindzok és gliikandzok vizsgdlata sordn kimutattdk, hogy szdmos gombafaj novekedését gatolni
tudjék, kiillondsen egyiittesen hatva (Mauch er al. 1988). Egyéb, PR1 és PRS tisztitott fehérjék is
mutattak antifungdlis aktivitdst (Niederman 1995). A PR6 fehérjékrdl kideriilt, hogy protedz
inhibitorként hatnak, célpontjaik a gomba vagy rovar eredetli protedzok. A PR7 endoprotedz, a PR9
peroxiddz, a PR10 RN-4z aktivitdssal rendelkezik. A PR fehérjék kimutatott széleskor(i, leginkdbb
hidrolaz és inhibitor aktivitdsa 6sszhangban 4ll azzal a feltételezéssel, hogy jelentds szerepiik van a

patogénfert6zés elleni védekezésben, amit a behatoléra jellemzd specidlis sejtkomponensek
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bontasaval, vagy a kérokozé novekedési kornyezetében kifejtett dltalanos toxikus hatdsukkal érnek

el.

5. tablazat: Patogenezissel kapcsolatos (PR) fehérjék csaladokba sorolasa. (Forrds: Van Loon és Van
Strien 1999, Van Loon et al. 2006, ill. az Utrechti Egyetem honlapja nyomén
(http://www.bio.uu.nl/~fytopath/PR-families.htm).

Csalad | Molekulatomeg (kDa) | Funkcionalis besorolas | Hatas / Lokalizacio Referencia
PR 1 14-17 Antifungalis nem ismert Antoniw et al. 1980
PR 2 25-35 1,3-B-glukanaz sejtfal glikan Antoniw et al. 1980
endokitindz e
PR3 25-35 (osztalyok: I, 11, IV, VI, VI sejtfal kitin Van Loon 1982
PR 4 13-19 endokitinaz (prohevein) sejtfal kitin Van Loon 1982
ozmotin- és taumatinszer . .
PR S 22-26 fehérjék (TLP) membran / sejtfal Van Loon 1982
PR 6 6-13 proteinaz inhibitor proteinaz Green és Ryan 1972
PR7 69 Proteinaz nem definialt Vera és Conejero 1988
PR 8 28 endokitinaz (osztaly: 11) sejtfal kitin Métraux et al. 1988
PR9 39-40 Peroxidaz indirekt hatas Lagrimini et al. 1987
PR 10 17-18 RN-az patogén-RNS Somssich et al. 1986
PR 11 41-43 endokitinaz (osztaly: V) sejtfal kitin Melchers et al. 1994
PR 12 5,6 Defenzin membrén Terras et al. 1992
PR 13 14 Tionin membrén Epple et al. 1995
PR 14 7-12 lipidszallité fehériék (LTP) lipid Garc'a'?gnggdo ot al.
PR 15 22-26 oxalat-oxidaz vagy germin sejtmembran Zhang et al. 1995
oxalat-oxidaz szer, , . :
PR 16 22-26 germinszer fehérjék sejtmembran Wei et al. 1998
PR 17 27 nem ismert - Okushima et al. 2000

A PR-fehérjék kifejezddése ugyan nem egészen patogén-specifikus, azonban azt, hogy pontosan
milyen PR-fehérjék indukcidja indul be a fert6zést kovetden, alapvetden a gazdandvény fertdzésre
adott valaszreakciéjanak tipusa hatdrozza meg. A szakirodalom biotr6f patogének (szalicilsav-
utvonal) kapcsan foként az antifungdlis PR1, egyes 1,3-gliikandz enzimek (PR2), taumatinszerti
(PRS) fehérjék illetve bizonyos tipusi peroxiddzok (PR9) expresszdlhatdsdgit emliti, mig a
nektrotrofok és sebzés (jazmonsav- illetve etilén-jeltvitel) kovetkezményeként jellemzden inkdbb a
kitindz ill. kitin-k6td aktivitdssal biré enzimek (PR3, 4) és kisebb, Cys-gazdag antimikrobidlis
peptidek, igy proteindz-inhibitorok (PR6), defenzinek (PR12), thioninok (PR13) és lipid-transzfer
fehérjék (PR14) szintézise tekinthetd altalinosnak (Dong 1998, Feys és Parker 2000, Glazebrook
2001, Kunkel és Brooks 2002, Wang et al. 2002, Delauré et al. 2008). Mindazondltal elmondhatd,

hogy nemcsak a patogén ill. kartevd jellegétdl, hanem esetenként magatdl a gazdandvényfajtol ill.
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fajtatdl is fiigg, hogy milyen stresszorra, ill. milyen szignil-kombindcidban expresszdlédik egy
adott PR fehérje (Xu et al. 1994 ill. Potter et al. 1993, Samac et al. 1991 vs. Reymond és Farmer
1998). Koztudott, hogy egy adott kérokozé fertdzésére a kiilonboz6é gazdandvények, akir egy-egy
érintett PR fehérjecsaldd indukcidjat tekintve is (pl. izoforma és/vagy intenzitds szinten) eltéréen
reagilhatnak. A PR fehérjék specifikus készletének aktudlis indukcidja tehdt gazdaspecifikus is
egyuttal. Ahogy kordbban mér emlitettem, a mikroorganizmusok egyrésze rdaddsul a JA-ET-SA
szignél-tri6 valamely tagjdnak termelésével, analdg éltali imitdldsdval vagy lebontdsaval, sajat
érdekében maga is képes befolydsolni, akdr dtprogramozni az eredetileg tipusdnak megfelelden, a

gazdaszervezetben relevans modon indukal6dé génspektrumot (Cui et al. 2005).

A PR fehérjék génjei, gyakran akar tobb PR géncsaldd, klaszterben helyezkednek el a genomban,
ami kozos szabdlyozdasra utal. Bizonyos esetekben a PR gének mennyiségi tulajdonsdgot kédold
gének kozelében lokalizdlodnak. Szdmos PR fehérjét tobb mint egy gén kdédol, s ezek gyakran
egymdssal egyiittmiikodve fejtik ki hatdsukat, ezért az eddigi vizsgilatok nem tudtak valaszt adni
arra, hogy egy adott PR fehérje hidnya okoz-e megnovekedett érzékenységet patogénfertdzés vagy
rovarkdrositds esetén (Muthukrishnan et al. 2001). A PR fehérjék szoveti eldforduldsa
meglehetdsen sokszinii: nemcsak a ndvényi sejten beliil, példdul a vakudlumban vannak jelen,
hanem szekretdlodhatnak is (Ellis er al. 2007). Gyakran tobb funkcidval birnak, és nagyfoku pH és
hdstabilitdst mutatnak, emellett ellendlléak a proteolizissel szemben is — feltehet6leg azért, mert
eléggé ellenséges kornyezetben kell funkciondlniuk.

Ma mér léteznek igen hatékony, specidlis affinitdskromatografiai médszerek bizonyos PR fehérjék
izoldldsdra, igy példaul kitint vagy egyéb szubsztratot tartalmazé oszlopok. Tobb PR fehérjét
tisztitottak sikerrel ily mddon, és arra is felhaszndljadk o6ket, hogy meghatdrozott PR protein
csalddokat specifikusan felismerd antitesteket dllitsanak eld a segitségiikkel (White et al. 1987,
Pinto és Ricardo 1995, Osmond 2000). Emellett a megfeleld6 PR gének és cDNS-ek izoldldsara és
klénozéséra is sor keriilt. A kiillonb6z6 novényi PR fehérjék adatainak hozzéaférhetdsége céljabol
napjainkban tobbszdz szekvencidt tartalmazé adatbdzisok (pl. PhytAMP) kezdenek kiépiilni
(Muthukrishnan et al. 2001, Hammami et al. 2009).

23.1.1 Kitinazok és glilkanazok

A kiilonboz6 enzimaktivitdsi PR fehérjék egy specidlis csoportjit, a meglehetdsen heterogén
gliikohidrolazokat szubsztratjaik szerint két nagy csoportra, kitindzokra és gliikandzokra bonthatjuk
(Stintzi et al. 1993). Endokitindz aktivitassal a PR3, PR4, PR8 és PR11 csaladok, B-1,3-gliikanaz
aktivitdssal pedig a PR2 csalddba tartozé fehérjék jellemezhetdk (5. tdblazat).

A Kitinazok hidroldz aktivitdsd enzimek (poli[l,4-N-acetil-B-D-glitkzamino]gliikdn-

hidrolazok; EC 3.2.1.14), melyek az N-acetil-glik6zamin polimerjének hidrolikus hasitasat
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katalizaljak a B-1,4 kotések mentén. Hasitdsi helyiik szerint két f6 csoportba sorolhatéak: endo- (EC
3.2.1.14) és exokitindzokra (EC 3.2.1.29 és EC 3.2.1.30). El6ébbiek a kitin polimer hidrolizisét
random moédon, oligomerek 1étrehozésdig kivitelezik, utébbiak pedig a kitin ldncok vége fel6l vagy
az endokitindzok oligomer termékein egyesével hasogatva monomerekké bontjak le azokat (Hassan
2006). Eldforduldsuk kitint termeld és nem-termeld szervezetekben egyardnt lehetséges (Ruiz-
Herrera 1992).

A ndvényi kitindzok legnagyobb hidnyada a PR-csalddok valamelyikébe tartozé endokitindz,
csak néhdnyuknak van exokitindz aktivitdsa (Broglie és Brogue 1993). A kitindzokat molekuldris,
biokémiai és fizikokémiai szempontok szerint csoportositjdk. Az irodalomban tobbféle
csoportositds 1étezik. Eziddig szerkezetiikre alapozva hét (I-VII) osztalyt kiilonitettek el, melyek
részben eltérd PR-csalddokba sorolhatok (vo. 5. tdblazat). Egy mdsik megkozelités szerint a
novényi kitindzok két f6 4gra bonthatok: a gliikozil-hidroldzok 19. csalddjanak L., II. és IV.
osztalyl, csak novényekben izoldlt kitindz-formdira, valamint a konvergensen fejlédo, 18. gliikkozil-
hidroldz csalddba sorolt, IIl. és V. osztilyba tartozé kitindzokra, melyeknek nemcsak novényi,
hanem bakteridlis, gombaeredetii és allati formai is ismertek (Henrissat 1991, Hietala 2004). Az
els6 dgba tartozd hirom, kizdrélag ndvényi kitindz osztdly az aldbbi tulajdonsdgok alapjin
kiilonithetd el: Az L. és a IV. osztdly kitin-koté domént hordoz, de egyéb tekintetben szekvencia
hasonlésaguk alacsony szintii. A II. osztdly tagjai jelentdsebb homoldgidt mutatnak az I. osztdly
tagjaival, de ezeknél rovidebbek, mivel csak katalitikus doménnel rendelkeznek.

Bér minden osztdly esetében létezik kivétel, az I. €s IV. osztdlyba tartozé kitindzok 4ltaldban
bazikusak és a vaku6lumban lokalizdlédnak, mig a II. és III. osztaly kitindzai legtobbszor savas pH-
optimummal rendelkeznek és foként a sejtkozotti dllomadnyba szekretdlodnak (Payne et al. 1990,
Mitsunaga et al. 2004). A kiilonféle savas és lagos tipusi kitindz izoformdk a genomban Kkis,
elkiiloniilé csoportokat (klasztereket) alkotnak. Egy gazdandvényen belill kiilonbdzd kitindz
izoformdk fordulhatnak el6, eltérd aktivitdssal. Bar a kitindzok lokdlisan, a fert6zés helyén
indukélodnak, felgyiilésiik szisztémdssa valhat a fert6zés édltal nem érintett szovetekben is (Pan et

al. 1992).

A gliikohidroldzok egy madsik csoportjat képezik a gliikkanazok. Szdmos endo-1,3-B-
glilkandzt azonositottak és irtak le pl. a rizs (Oryza sativa L.) genomjdban (Simmons et al. 1992;
Romero et al. 1998, Akiyama és Aurugam Pillai 2001; Yamaguchi et al. 2002; Akiyama et al.
2004) ¢és arpdban (Hgj és Fincher 1995), de az élelmezésben f{Oszerepet jétszo
gabonandvénylinkben, a hexaploid buzaban (Triticum aestivum L.) expresszalodo glitkanazokrdl

(Gns) is rendelkezésre dllnak mar irodalmi adatok.
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A gabonafélékben el6forduld glilkandzokat szekvencidlis jellegiiket és funkcidjukat is figyelembe
véve alapvetden négy alcsalddba (A, B, C, D) soroljadk (Romero et al. 1998, Higa-Nishiyama et al.
2006). A szekvencidlisan heterogén A-alcsaldd a glikozil-hidroldzok 17. csalddjdba tartozé endo-
1,3-B-gliikandzokat foglalja magédba (hivatalos neviikon glukdn endo-1,3-B-D-gliikoziddzok vagy
laminarindzok), amelynek tagjai kiilonbozd stresszélettani valtozdsokhoz kotddnek (PR2 fehérjék)
vagy alapvetd fiziologiai folyamatokban vesznek részt, igy példdul a csirdzdsban és a
virdgfejlodésben (Akiyama et al. 2004). A kovetkezd, B-alcsalddba az 1,3-1,4-B-glikandzok
sorolhatok, melyek az 1,3-1,4-gliikdnok 1,4-kotéseit hasitani képes enzimek, s evolicids eredetiiket
tekintve fiatalabbak, az el6bbi csoportbdl levezethetdek (Hgy és Fincher 1995). A C-alcsalad tagjai
fontos szerepet tolthetnek be a novényi fejlédésben, a D-alcsaldd pedig az el6bbi haromtdl
szerkezetileg teljesen elkiiloniild glilkandz fehérjéket foglalja magéba (7. dbra).

CABATATS [Hy) .
_AND2BTS2 [Ta) Subfamily A

AAD10383 (O8] ABAZSEL (Hv)

AAD103E2 (D8)

AADZATIA (Ta o

AADI0STE ()

CAASTEAE (D5)
Subfamily B AADIOM (Os)
o

AABMET
CARMIEAD (Hv)

AARDIEST [Ta)

ARAT2EST (Hvh

Subfamily D AACHO384 (O8)

AAD0385 (O5)

AAD10386 (0] ancanaz g Subfamily €

01 subsiitulions per sile

7. abra: A gabonafélék gliikanazainak filogenetikai kapcsolatrendszere. A torzsfa elkészitéséhez a
vildgossziirke hattérrel bekarikdzott, 2006-ban Higa-Nishiyama 4ltal identifikalt (TaGIlb2a-f), valamint az
NCBI-adatbazisban szereplé aminosav szekvencidkat haszndltdk fel, melyeket CLUSTALW-programmal
hasonlitottak Ossze. Az NCBl-adatbdzisbdl szdrmazé szekvencidkndl a GenBank fehérje-szekvencidk
azonositd szdma keriilt feltiintetésre. A buza PR2 fehérjéket aldhuzva jelolték meg. Az azonositdé szamok
utdni zérdjel azon egyszik{l fajokat jeloli, ahonnan az adott gliikandz szdrmazik. Eszerint: Os — rizs; Ta —
buza; Hv — arpa. (Forrds: Higa-Nishiyama et al. 2006)

A Kkitinazok és glilkanazok (stressz)biologiai szerepér6l mindmdig nem alakult ki
egységes vélemény az irodalomban. A PR proteinek egyes csalddjaiba tartozé fehérjék, eredetiik és
szerkezetiik szerint kiilonboz6éek ugyan, de részben atfedé funkcidkat tolthetnek be. Igy a kitinazok
és kiillonboz6, PR-csalddba sorolt gliikanaz-tipusok szinergista mddon képesek gétolni a
gombapatogének novényen beliili fejlodését (Mauch er al. 1988). Ez annak kdszonhetd, hogy a
legtobb gombafaj sejtfalat foként Kkitin, egy N-acetil-gliikk6z-amin polimer ill. elébbivel
keresztkotésben, mélyebben fekvo B-glitkan rétegek épitik fel (Bartnicki-Garcia, 1968). A novény
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igy, a gomba kitin polimerének 1,4-B-D-glitkkozidos és a 1,3-B-D-gliikdnok lancon beliili 1,3-B-D-
gliikozidos kotéseinek egyidejii random hidrolizise éltal valéban kimerit6 hatékonysdggal, aktivan
képes gatolni a betdrd kérokozé névekedését.

A micélium novekedését és a gombaspdra csirdzdsat gatld hatdst mar szdmos gombadra nézve, pl.
Trichoderma, Fusarium, Alternaria esetében is, kimutattdk (Schlumbaum et al. 1986). A gombafal
Osszetételének kiilonbozOsége miatt a patogén gombdk ill. ezen beliil akér kiilonb6zd képleteik is
eltéro érzékenységet mutatnak a novényben kifejez6d6 glitkko-hidroldzokkal szemben, igy pl. a biiza
szarrozsda sztoma alatti vezikuluma és a ndovekvd hifa maga nem, de a csirdzé spéra
tomlofejlesztése és a betiiremkedd hausztériumok fejlédése gatlodik a kitindzok és endo-1,3-
glilkkandzok hatdsara (Mohammadi et al. 2001). Hangstlyoznunk kell azonban, hogy az erdteljesebb
kitindz vagy endo-1,3-gliikandz indukci6 nem minden esetben jir egyiitt a rezisztencia
megjelenésével (Kragh et al. 1990).

A novényi kitinolitikus és endo-1,3-glikoziddz aktivitdsnak ugyanakkor kdzvetett szerepe is van a
novényi védekezd rendszerben azdltal, hogy oligoszacharid elicitorokat szabadit fel a gomba
eredetii kitinb6l (Chesters és Bull 1963a,b). Ez a (kito-)oligoszacharidoknak valé Kkitettség a
novényekben sokféle valaszt indukdl, tobbek kozt antifungilis fitoalexinek szintézisét, kitindzok
tovdbbi indukéldsat, K* és CI” felszabaduldsdt a sejtekbdl, amely végiil az extracellularis kozeg
elligosodésihoz, H,O, termelddéshez s egyéb, a védekezésben kozremiikodd gének aktivitdsdnak
indukalédasahoz vezethet (Kurosaki et al. 1988, Ride és Barber 1990, Jollés és Muzzarelli 1999).
Annak ellenére, hogy a novényi kitindzoknak elsésorban antifungdlis hatdsait vizsgaltak, izeltlaba
ragé kartevok ellen is hatékonyak (Mayer et al. 1995). A rovarevd ndvények egyrésze szintén
termel kitindzokat (Gooday 1990), amelyek az dldozat kiilsé emésztését konnyitik meg. Ez utdbbi a

védo szerepli konstitutiv kitindzok egyfajta adaptéacidjaként is felfoghato.

Néhdny novényi kitindz molekula a kitinbonté aktivitastol eltérd védé funkcidval is rendelkezik.
Példaul egy vad gabonafélében (Coix lacrima-jobi) rovar alfa-amildz inhibitor aktivitisd
endokitinazt irtak le (Ary et al. 1989). Egy trépusi gyoégynovény (Trichosanthes kirilowii)
ugyanakkor, 28S rRNS N-glikoziddz (RN-4z) aktivitdsa révén riboszoma-inaktivalé hatdsud, III.
osztalyba sorolt endokitindzokat termel (Remi Shih 1997). Néhdny kitindzrol kideriilt, hogy lizozim
aktivitdssal rendelkezik, és képes a bakteridlis peptidogliikdn réteg hidrolizisére, tehét szinergista
antibakteridlis szerepe lehet (Collinge et al. 1993, Lee és Hwang 1996, Diiring 1993). A ndvényi
kitindzok egyrésze ugyanakkor, specidlis térszerkezete révén mint ,antifreeze-protein”, a
jégképz6dés mikéntjének befolydsoldsdval a fagystressz elleni védekezésben is szerepet jdtszhat,

abiotikus és biotikus stresszorokra egyfajta keresztrezisztencidt kialakitva (Yeh et al. 2000).
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Hasonldan, antifungélis szerepkoriik mellett az 1,3-gliikandzok is kozremiikodhetnek a ndvény
egyes abiotikus stresszfolyamataiban, igy ismert pl. 6zon, UV-B, foszfathidny, sebzés, fagyhatds
induktiv szerepe kifejezddésiikben (Schraudner et al. 1992, Ernst et al. 1996, Thalmair et al. 1996,
Lambais és Mehdy 1998, Ignatius et al. 1994, Hincha et al. 1997, Krishnaveni et al. 1999). Emellett
— jorészt a kalloz, egy sokrétii szerepkort betoltd novényi béta-1,3-glitkkdn, mint szubsztrat hasitisa
révén — szamos képviseldjiik szaporodas- és fejlddésbioldgiai jelentdséggel is bir (Jin et al. 1999,
Leubner-Metzger és Meins 1999, Doxey et al. 2007). Szerepiiket a tapétumsejtek szekrécidja
folytdin a mikrosporogenezisben (Worral et al. 1992, Bucciaglia és Smith 1994), emellett a
pollencsirdzds és pollentomlé novekedés folyaman (Roggen és Stanley 1969, Meikle et al. 1991) s a
megtermékenyitésben is igazoltdk (Lotan ef al. 1989, Ori et al. 1990). Ugy tiinik tovabba, hogy az
egyed korai és késoi differencidcios folyamataiban is kdzremiikddnek, igy pl. az embriogenezisben
(Dong és Dustan 1997, Helleboid er al. 1998), a szénhidrat raktarkészletek mobilizaldsdval a
magcsirdzasban (Fincher és Stone 1993, Vogeli-Lange et al. 1994, Leubner-Metzger et al. 1995,
Leubner-Metzger 2003) és a lombhullaték riigynyugalmédnak megsziintetésében (Krabel et al.
1993), valamint a kozéplemez fellazitdsidval a gyiimdlcsérésben is (Hinton és Pressey 1980)

bizonyitottdk mar fontossdgukat.

Az elobbi példakbol lathatd, hogy a PR proteinek e két csoportjdra is igaz, hogy eredeti
definici6juknak megfeleld (Antoniw et al. 1980), biotikus stresszhatdsra mutatkoz6 indukcidjuk
mellett szdmos esetben abiotikus terhelésre is expresszdl6édhatnak (Kombrink et al. 1988), s6t —
megfeleld szoveti el6fordulds vagy élettani allapot fliggvényében — a normadl élettani folyamatok
nélkiilozhetetlen szerepldi lehetnek (Van Loon 1999).

El6bbiek szellemében érthetd, miért dvezi olyan nagy érdeklddés a gabonafélékre specializdlédott
kéartevok elleni biolégiai védekezés erdsitését olyan transzgénikus fajtak eldéllitdsa révén, amelyek
az ellenallésagot idegen eredetii kitindz vagy endo-1,3-gliikandz expesszidval biztositandk (Collinge

et al. 1993).

2.4. ANOVENYI STRESSZFOLYAMATOK RENDSZER SZINTU
MEGKOZELITESE

A molekuléris biol6gia robbandsszerti fejlddése megteremtette az igényt, hogy az él6lényeket a
maguk teljességében, rendszerként vizsgdljuk és kiséreljik meg megérteni. Ezt az igényt

kiszolgédland6 1j, rendkivill preciz és nagyszdmud minta kezelésére alkalmas kémiai analitikai
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eljarasokat dolgoztak ki, ill. megfelel6 mérémiszereket és informatikai hatteret hoztak létre (Ideker
et al. 2001, Kersey és Apweiler 2006). Ezzel napjainkra val6ban lehetévé valt a bioldgiai
problémdk rendszer szinti megkozelitése. Jelenleg egy dj tudomadnyteriilet, a rendszerbioldgia
sziiletésének lehetiink tandi, ami a bioldgia, de az orvostudomdny és az agrobioldgia teriiletén is
teljesen 4t fogja alakitani szemléletmddunkat.

A rendszerbiol6giai megkozelités azt feltételezi, hogy a fiziologiai folyamatok megértése nem
lehetséges egy vagy néhdny kiragadott tulajdonsdg, azaz lényegében egy prekoncepcié alapjan,
hanem ehhez az él6lény kivdlasztott szervezOdési szintjének Osszességét kell vizsgdlni.
Egyszeriibben és konkrétabban: a rendszerbioldgia tirgya a teljes genom, az adott élettani
allapotban expresszdlt valamennyi RNS ¢és fehérje, valamint a jelenlévé valamennyi
anyagcseretermék vizsgdlata és Osszehasonlité analizise (Tan et al. 2009). A szervezddési
szinteknek megfeleléen beszélink genomikdrdl, transzkriptomikdr6l, proteomikdrél és
metabolomikardl.

Az értekezésemben leirt kutatdsok alapjat minden esetben a proteomikai megkdozelités
képezte. A proteomika kifejezés az 1994-ben bevezetett ,,protedma” fogalombdl szarmazik, ami egy
szerv, szOvet vagy sejt kiilonbozd belsd és kiilsé hatdsok d4ltal szabdlyozottan megjelend
fehérjemintdzatat jelenti (Wilkins 1996). A proteomika a szervezet felépitését és mukodését
konkrétan meghatidrozé fehérjék megismerésével foglalkozik, vizsgdlja a fehérjék szerkezetét,
képzOdését, megfeleld helyre vald eljutdsiat, a mintdzat térbeli és iddbeli véltozasat, a fehérjék
mukodését, interakcidikat, valamint a folyamatok Osszehangoldsit és szabdlyozdsat kiillonbozo
fejlodési allapotokban és kornyezeti feltételek kozott (Agrawal et al. 2005b,c, Qureshi et al. 2007,
Mehta et al. 2008, Bhadauria et al. 2009). A proteomika legfontosabb eszkozei a kémiai analitika,
melynek segitségével a kis mennyiségben jelenlévé fehérjéket is képes elemezni, és a
bioinformatika, ami lehet6vé teszi a vizsgdlt fehérjék azonositasat (Rossignol et al. 2006, Castillejo
et al. 2004, Agrawal et al. 2005a).

Legtobbszor kétdimenzids gélelektroforézist, azaz izoelektromos pont és molekulatdmeg alapud
két 1épcsds elvdlasztist alkalmaznak tomegspektrometriai analizissel kombindlva (2 DE-MS), hogy
megvizsgéljak példdul a kiilonboz6 genotipusi ndvényfajtadk meghatirozott stresszfaktorokra adott
fehérjevalaszat. A stressz jellegzetes mennyiségi €s mindségi valtozdsokat idéz el a fehérje-
profilban, a fehérjék idobeli és térbeli kifejez6désének mintdzatdban, ami azutin a ndvények
fenotipusdban is megnyilvanulhat (Rossignol et al. 2006). A stressztiirés fiziolégidjanak megértése
érdekében a proteomika a stressztlirésiikben eltérd, kiillonb6z6 genetikai hétteri novényi
genotipusok (pl. fajtdk, mutdnsok, transzgenikusok), illetve optimdlis koriilmények kozott tartott
kontroll és stresszhatdsnak kitett novények 2DE proteinmintdzatit hasonlitja 0ssze. Ha az e

kisérletekben kiilonbségként azonositott proteinfoltok megjelenése statisztikailag igazoltan
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stresszvdlaszhoz kotédik, akkor ezeket a gélbdl kivdgva proteolitikus, édltaldban tripszines emésztés
utdn tomegspektrometrids modszerek segitségével azonositjdk a fehérjéket (Rossignol et al. 2006).
A proteomikai vizsgilatok a fehérjemintidzatban mutatkoz6 mindségi kiilonbségeken til a
mennyiségi eltérésekre is kiterjednek, anndl is inkdbb, mert a proteomikai analizis sordn tobb
specifikus novényi szovetnél és szervnél nyilvdnvaléva valt, hogy a védelmi és stresszindukalt
fehérjék az adott stressz hidnya esetén is nagy mennyiségben jelen lehetnek, tdmogatva azt az
elképzelést, hogy egyes proteinek a védelem tobb teriiletén is fontos szerepet jatszanak (Rossignol
et al. 20006).

A novényi proteoma-kutatdsok kozéppontjdban kétsziki modellnovényként az Arabidopsis
thaliana, illetve egyszikli modellndvényként az Oryza sativa &l (Rossignol et al. 2006). A ladfi
teljes genom szekvendldsa 1990-ben, a rizsé 2004-ben befejez6dott, s az adatok online adatbazisban
mindenki szdmdra hozziférhetdk (Agrawal és Rakwal 2006). Ez jelentdsen leegyszeriisiti a
tomegspektrometriai (MS) adatokon alapulé fehérjemeghatdrozast. A proteomika ugrdsszerii
térhoditdsanak alapjat ugyanis a nagyon pontos tomegmeghatirozasra alkalmas spektrométerek
megjelenése teremtette meg (Gygi és Aebersold 2000). Az egyes fehérjék azonositisa az Oket
alkot6 triptikus peptidek tomegének pontos meghatirozdsdn és az adatbdzisokban 1évé ismert
fehérjék peptidtomegeivel valé Osszehasonlitdson alapul, ami egyes peptidszekvencidk pontos
meghatdrozasdaval is megerdsithetd. Nyilvdnvald, hogy az azonositds esélyei egy organizmusndl
anndl jobbak, minél pontosabban ismert a genomja. Meg kell jegyezniink azonban, hogy bér pl. az
Arabidopsis genomja jol meghatdrozott, a kodolt fehérjék 1/3-a mindezidaig ismeretlen (Canovas et
al. 2004).

Meérsékelt égovi f6 gabonandvényiink, a buza (Triticum aestivum L.) proteomikai analizise
komoly nehézségeket okoz. Ennek oka, hogy a buiza 6ridsi genommal rendelkezik (17.000 Mbp — az
Oryza géndllomanyanak negyvenotszordse), allohexaploid (2n=6x=42, AABBDD genom), a fajtik,
fajtakorok rendkiviil sokfélék (Bahrman er al. 2004a) és egyeldre az adatbdzisokban is komoly
hidnyossdgok vannak, mert az annotici6 nem teljes, és gyakran csak cDNS klontdrak &llnak
rendelkezésre. A nehézségek ellenére a molekuldris szinten kevésbé jol jellemzett, de gazdasédgilag
jelentds haszonndvények proteomikai vizsgdlata fontos és napjainkban is aktudlis kutatdsi cél, mert
korlatai ellenére lehetdséget teremt a konkrét fizioldgiai és biokémiai folyamatok tanulményozasara
és az ismeretek hasznositdsdra a nemesitésben, termesztésben és felhaszndldsban (Incamps et al.

2005).

A kisérleti megkozelités oldaldrdl nézve a proteomikai vizsgélatok kezdd és egyben meghatirozé
Iépése a mintaeldkészités (8. dbra). Mdra a teljes novényi fehérjekészlet kivondsara, vagy éppen

novényi szervekre (levél, gyokér, sejt szuszpenzid) specializélt protokollok allnak rendelkezésre.
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Egyes, fokozott érdeklédésre szdmot tarté ndvénycsoportok, igy pl. gabonandvények fehérjéire
nézve specidlis kivondsi technikékat is kifejlesztettek (Natarajan et al. 2005). A ndvényi sejtek és
szovetek sokfélesége és gyakran limitdlt mennyisége miatt jelenleg fontos metodikai cél a kis
mennyiségli szovetbdl, meghatdrozott sejttipusbdl, illetve szubcelluldris frakcidkbol (pl. izolalt
sejtalkotdkbol) torténd mintaeldkészités. Ezek mindegyike tobbé-kevésbé egyedi fehérjemintdzattal
rendelkezik (Majeran et al. 2005), és elkiilonitett tanulmdnyozasuk a célzottabb kérdésfeltevésen til
a mintdk kezelhetOségét is javitja a komplexitds csokkentésével (Rossignol et al., 2006). Tovabbi
elény a szubproteomikai analizisekben, hogy olyan, a ndvény egészében alacsony koncentracidban
jelenlévé proteinek azonositdsa is lehetdvé vilik, amelyek csak az adott sejttipusban vagy
szubcelluldris lokalizdcidban halmozddnak fel/jelennek meg kimutathaté mennyiségben.

Az izolélt fehérjeelegyek szepardldsara ma alapvetden két {6 eljardst haszndlnak, melyek
egymdst kiegészit6 moddon szolgdljdk a fehérjék azonositdsit (8. dbra). Ma még a fehérjék
poliakrilamid matrix alapd, két-dimenzids gélelektroforetikus elvalasztisa (2D-PAGE) a
leggyakoribb szeparécids technika, s6t, mivel esetenként az egy dimenzids, denaturdlé SDS-PAGE
is j0 mindségli elvdlasztast eredményez, alacsony koltsége és egyszerlisége miatt még ezt is
elterjedten haszndljak (Lee ef al. 2004). 2004-t6] kezd6dden az in. mésodik generacids proteomika
technikdk is egyre szélesebb korben terjednek. A kivdlé tomegspektrometriai fejlesztéseket és
miuszerezettséget ez esetben olyan, részben automatizdlt konvenciondlis elvédlasztasi technikdkkal
pérositjdk, mint a fehérjék és/vagy peptidek folyadékkromatografidja (liquid chromatography, LC).
Ezzel nemcsak a felbontds és az elvélasztisi hatékonysdg szintjét emelték meg, de az analizalhatd
fehérjék korét is kibévitették egyes, kordbban nehezen kezelhetd fehérjecsalddokkal. Igy egyre
jobban felértékelédik a nem gél alapu szeparédcids technikdk bevondsa, a MudPIT-et (Multi-
dimensional Protein Identification Technology, multidienziondlis fehérje azonositasi technika) is
magaba foglalé LC, azaz az eléemésztett fehérjék elvélasztdsa folyadékkromatografidval, mely a
hidroféb fehérjék identifikdldsahoz is jol hasznélhaté (Koller et al. 2002, Borner et al. 2005,
Vitamvas et al. 2007).
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. IZOLALAS » 2. ELVALASZTAS

Gélelektroforézis  Oszlopkromatografia

(1D, 2D PAGE) (LC)
sm=n
- .
-l

T
3. AZONOSITAS
Tomegspektrometria (MS)

8. abra: A proteomikai azonositas folyamatabraja. A kivondst kovetden kétféle elvélasztasi technoldgia
alkalmazhat6: a  gélelektroforézis sordn izoelektromos pont és/vagy molekulatomeg, az
oszlopkromatografia esetében a matrixhoz val6 affinitasuk szerint valasztédnak el a fehérjék.

2.4.1 A gabonafélék proteomikaja

A gabonafélék koziil rizs és kukorica esetében — elsfsorban a genomszekvendldsok eldrehaladt

volta révén — mér jelentds proteoma-adatbézissal rendelkeziink:

A rizs (Oryza sativa ssp. japonica ill. indica), mint els6ként megszekvendlt gabonafaj (Niiler
2000, Goff et al. 2002 és Yu et al. 2002) szisztematikus proteomikai vizsgdlata a *90-es évek elején
indult meg, és mdra lehetdvé valt a kiilonféle biotikus és abiotikus faktorok teljes protein-profilra
gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata is. E vizsgilatok sordn egyfeldl lehetové valt egyes specifikus
stresszindikatorként is alkalmazhat6 proteinek, pl. sostressz esetén egy aktin-depolimerizdlé faktor
azonositdsa, mdasfeldl megallapitottdk, hogy bizonyos PR proteinek (OsGLN1, OsPRla és b,
OSPRS5, 3 eltér6 OsPR10) és antioxiddns enzimek (SOD, APX), valamint a RuBisCO szamos
stresszhatdsra indukdlédnak (Akiyama €és Pillai 2001, Rakwal et al. 2003, Jung et al 2006). Ge és
mtsai (2009) rizs kadmiumstressze kapcsdn a Cd* kelataldsat és kompartmentalizicidjat végzo,
szabad gyokoket elimindld, méregtelenitd, denaturdlt és inaktivdlédott fehérjék lebontasat végzd
fehérjéket, anyagcsere szabdlyzd, valamint PR proteineket is azonositottak. Az analizis érdekessége,
hogy a kadmiumra érzékeny és tolerdns fajtdban indukdlodé fehérjék Osszevetésével tobb
proteinben kiillonbséget taldltak: mig elobbiben egy B-gliikoziddz és egy RN-dz aktivitdsi PR 10
fehérje drasztikus expresszidjat allapitottdk meg a levélben és a gydkérben, addig egy UDP-gliik6z
protein-transzgliikozildz és egy transzlacids elongacids faktor jelent meg a tolerdns fajtdban, ami
taldn utobbi nagyobb ellendlloképességével is Osszefliggésben allhat.

A soOriparban is jelentds drpa esetében egyelore a maldta alapjat képezé magvak kimeritd

proteomikai analizise tortént meg, jorészt a svéd Svensson és mtsai (Dstergaard et al. 2002, 2004,
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Bak-Jensen et al. 2004, Hynek et al. 2006, Bgnsager et al. 2007, Finnie et al. 2002, 2004a,b, Finnie
és Svensson 2009) és djabban egy cseh kutatécsoport jovoltdbol (Rehulkovd et al. 2009). A fejlodod
arpandvényt érd stresszfaktorok, mint pl. a hé (Siile et al. 2004), a s6 (Witzel et al. 2009), illetve
koérokozéi (Seul et al. 2007; March et al. 2007; Geddes et al. 2008) fehérje-profilra val6é hatasa
kapcsdn azonban, csak elvétve és djabban taldlunk kézleményeket. Seul és munkatérsai (2007) egy
fitohormonokkal és egyéb szupresszorokkal manipuldlé kérokozd, a Paenibacillus polymyxa
fehérjemintdzatat vizsgélta szaprotrdf ill. nekrotréf kornyezetben, arpa gazdandvényen. March és
mtsai (2007) az arpa szemtermés feketedését okozé tiinetegyiittes analizisébdl egy LEA protein és
egy peroxiddz 1 (BP1) gén intenzivebb expresszidjit, de fehérjéjének gyengébb szintli jelenlétét
mutattdk ki a kérhoz kotddden, mely a fehérjék gatolt transzlacidjat vagy nagymérvii degradacidjat
is feltételezheti. Geddes munkacsoportja (2008) hat eltérd rezisztenciat mutatd drpafajta Fusarium-
fertézése kapcsdn harom eltérd tipusi fehérjemintdzatot tudott azonositani: a 43 fehérjébdl a
rezisztensebb vonalakndl inkdbb egyes savas PR3 és PRS fehérjék indukcidja, mig az érzékeny
vonalakban el6bbiek csokkenése vagy stabilitdsa mellett az oxidativ tiinetegyiittest el0készitd

fehérjék (maldt-dehidrogendz és peroxiddzok) expresszidja volt a domindns.

Buza proteoma-projektek, nem utolsdsorban a fajta- és kotipus-diverzitds jelentds mértéke miatt
csak a "90-es végén indultak. A rizséhez viszonyitott kizel 40x-es genommérete (16x10° bp) és
allohexaploiditdsa a rokon fajok kozti 6sszehasonlité analizist mind a funkciondlis, mind pedig a
fizikai térképezés terén neheziti (Sorrels et al. 2003).

Egészen a legutdbbi évekig a bizandl is a szemtermés allt a kutatds kdzéppontjdban (Islam et al.
2002, Andon et al. 2002, Kamal et al. 2009). A vizsgdlatok foként a kenyértészta mindségének és
potencidlis allergenitdsdnak befolydsoldsdban kiemelt szerepet jatszo, fejlodd vagy érett
amiloplasztiszra irdnyultak (Vensel et al. 2005, Balmer et al. 2006), mely a mag tapldlészovetének,
az endospermiumnak a legfébb raktdrozott és magfehérje-forrdsa és a keményitofeltoltés
szabdlyzdsdnak is meghatiroz6 eleme. Az abiotikus kornyezeti stresszfaktoroknak a buza
endospermium fehérjemintdzatdra gyakorolt hatdsat szintén tobb kutatocsoport is vizsgilta (Majoul
et al. 2003; Sancho et al. 2008), de a kromoszémadelécidk, ill. di-, tetra- és hexaploid bizavonalak
Osszevetése révén a genom-interakcié magi proteinmintdzatot befolydsold hatésa is kutatdsok targya
(Islam et al. 2003a,b).

A buzandvény vegetativ szoveteinek jellemzésére eldszor a levélrdl jelent meg két, igen részletes
proteoma referenciatérkép Récital és Arche (Bahrman er al. 2004a) ill. TXGBE307 0szibiza-
vonalakban (Donnelly 2005), LC-MS/MS illetve 2D-PAGE-alapu proteomikat alkalmazva. Kozel
fél-félezer (541 ill. 404) protein elvdlasztidsa, majd kb. félszdz (55) ill. csaknem 300 fehérjespot

(277) sikeres szekvendldsa és azonositdsa alapjan elmondhatd, hogy a jelenleg felvdzolhaté
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buzalevél-proteoma fajspecifikus, a Poaceae csaldd mds tagjaira is jellemzd, valamint egyéb
eukaridta fajokkal rokon, és bakteridlis szekvencia homoldgidt mutatéd proteineket egyardnt
tartalmaz. Fehérjeprofiljanak funkciondlis megoszldsi ardnyai a szervi jellegnek megfeleléen, és
egyéb fajok - kukorica (Porubleva et al. 2001) ill. lucerna (Watson et al. 2003) - proteomikai
adataival is Osszevethetfen alakulnak, az aldbbiak szerint: az azonositott fehérjék 24 %-a
energiatermeld folyamatok résztvevdje, 12 %- ill. 4 %-uk els6 és mdsodlagos anyagcsereutak tagjai,
4 9% raktarozott fehérje, 7 % a sejtosztddds €s -ndovekedés, 5-5 % transzkripcid és proteinszintézis, 2
% ill. 3 % inter- €s intracelluldris transzport résztvevéje, 4 % struktirfehérje, 10 % a jelatvitelben,
12 % pedig a novény védekezd mechanizmusaiban jatszik aktiv szerepet (pl. betegség soridn
indukdl6dd, stresszvdlaszt kivalté ill. kiilonféle rezisztenciaproteinek, védofehérjék, a sejthaldl
szabdalyzdsaban, detoxifikdcioban résztvevd proteinek, stb.). Az adatbazisok intenziv fejlodését
mutatja mindekdzben, hogy a szekvendlt proteinek minddssze 8 %-4nak szerepe maradt tisztazatlan.
A buiza gyokér proteoma publikdldsa csak par évet varatott magdra. Song és mtsai 2007-ben 2-DE,
MALDI-TOF és tandem MS/MS kombindladsédval a detektélt, kozel 450 szolubilis, savas jellegi (pH
4-T7) fehérjébdl 240 azonositdsat végezték el. A kiilonféle funkcidji proteinek megoszldsdban, a
levél-proteoméval Osszevetve fO kiilonbségként az adddott, hogy az éltaldnos anyagcserében és
transzportfolyamatokban kozremiikodo fehérjék feliil-, mig az energiahdztartés, a korfolyamatokkal
és védekezéssel kapcsolt, illetve a transzkripcidban és a jeldtviteli folyamatokban szerepet jatszé
proteinek a hajtashoz képest alulreprezentaltak.

A buzalevél ill. gyokér referencia-fehérjetérképének megalkotdsa megteremtette az alapot az
0sszehasonlitd proteomikai vizsgédlatokhoz. Ennek koszonhetden indulhatott komplett proteoma-
elemzés a nitrogénellatottsdg (Bahrman et al. 2004b), séstressz (Huo et al. 2004, Caruso et al.
2008), szarazsag (Hajheidari et al. 2007), fagyhatds (Herman et al. 2006) és nehézfémek (Cd, Hg),
herbicidek és safenerek (Zhang et al. 2007, Ge et al. 2009), valamint a kérokozok (Zhou et al.
2006) buza-proteinprofilra gyakorolt hatdsdnak megdllapitdsdra. Utébbi, a buza korai Fusarium-
tdmaddsa azért is érdekes, mert mind a gazda, mind pedig a patogén protein-profiljdban taldltak
eltéréseket, igy az elvdlasztott 1380 fehérjébdl azonositott 41 protein alapjin pl. az antioxiddns-
utvonalban és a jazmonsav-jeldtvitelben, a patogenezissel kapcsolt vdlasz kialakitisdban, az
aminosav-szintézisben €s nitrogén-anyagcserében kdzremiikodo fehérjék expresszidja indukdlodott,
mig a fotoszintézis képviselete jelentdsen lecsdkkent (7/41 fehérje). Kiilonds, hogy egy DNS-
kérositdsra érzékeny glitkoprotein is kifejez0dott a gazdandvényben. A nyolc gomba-eredetii fehérje
antioxidéns ill. glikolizist tdmogat6 szerepkorrel bir, ami arra utalhat, hogy a redukélt szénforrds
megszerzése kozponti szereppel birhat a nekrotr6f patogén életében.

Arpéban és biizaban folytatott kisérleteim az apoplaszt proteomikai vizsgilatra iranyultak.
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3. CELKITUZES

Doktori témam célja a novény fehérjemintdzatdban tiikr6z6d6 stresszvélasz kutatdsa volt, melynek

sordn biotikus és abiotikus kornyezeti tényezdk hatdsat vizsgiltam a novény egy specidlisnak

tekinthetd szoveti régidjaban, a sejtkdzotti Alloméanyon.

1. Els6ként, a biotikus stresszrezisztencia-kutatdsokkal Osszefiiggésben arra kerestiikk a vélaszt,

hogy mutatnak-e kozel izogén, rezisztens ill. fogékony buzavonalak az apoplaszt
fehérjemintdzatdban kimutathaté kiilonbséget a buza (T. aestivum L.) termesztett dllomanyait
jelentds mértékben veszélyeztetd levélrozsda (Puccinia recondita f.sp. tritici) fertdzést kovetden.
Bar a valasztott Lrl és Lr9 rezisztenciagéneket hordozé vonalak szant6foldi
alkalmazhatésdgdnak kiillonbségei tapasztalati szinten jol ismertek, s a t¢émdban hazdnk kozép-
eurdpai viszonylatban jelenleg kiilondsen érintett a rasszspektrum aktuédlis dtrendezddése miatt, a
rezisztenciagének jelenléte kapcsdn médosuld stresszvdlaszok mikéntje az érintett gének ill.
fehérjéik szintjén egyeldre alig kutatott teriilet, noha az ismeret jelentdsen segithetné a gének
piramidalasban vald, célzottabb felhasznaldsit. Az apoplasztfehérjék vizsgalatat gél alapu,
differencidl expressziés proteomikai eljardssal, tomegspektrometriai alapon ill. aktivitds
vizsgdlatokkal kiviteleztiik. A feltételezett indukcié megerdsitésére ill. az esetleges szabalyozasi
eltérések tesztelésére transzkripcids analiziseket végeztiink.

. Abiotikus stresszként a nehézfémszennyezés kiilonboz0 formdi koziil vildgméretben is
szamottevd kockdzatot hordozé kadmium-kezelést valasztottuk, az arpa mérsékelten ellendllé cv.
’Mandolina’ fajtdjanak csirandvényein. Proteomikai analizisiink arra irdnyult, hogy tisztazzuk,
azonosithatéak-e a nehézfémstresszre specifikusan szekretdl6dé vagy megnodvekvo intenzitdsi
fehérjék a sejtkozotti dllomdnyban, vagy a kozegben esetlegesen megfigyelhetd véltozasok
inkdbb a kadmium kapcsdn madsodlagosan fellépd, 4ltaldnosabb jellegli stresszvdlasz
kozremiikddoivel tarsithatoak.

. Végiil, proteomikai térképezést kezdtiink meg a genetikai dllomanyat tekintve a buzafajtdk kozt
leginkabb kutatott cv. ’Chinese Spring’ egészséges csirandvényeinek apoplasztjdn, hogy
megismerjiik, normadl élettani koriilmények kozott milyen feladatkor fehérjék vannak jelen egy
korai fejlddési édllapotd vegetativ szerv, a levél intercelluldrisaiban. A munka tdvolabbi célja,
hogy a stresszvélaszok jovObeni katalogizdldsdhoz megfeleld referenciatérkép létrehozdsdval

szolgélhassunk.

Vizsgdlataink mind a biotikus, mind pedig az abiotikus stresszorhoz kotheté modellrendszerben

leginkdbb a stresszfehérjék egy meghatdrozott korére, az tUn. PR (,pathogenesis-related”,

kérfolyamattal Osszefiiggésbe hozhatd) fehérjék szekretdlt formdinak esetleges indukcidjara,

specificitdsukra, a kiilonféle genetikai héttér kapcsin az esetleges szabdlyozasi eltérések kiilonbozo,
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fehérje-, RNS- ill. DNS-szintli megjelenési formdira, és az eltérések a stresszvidlasz kimenetelével

Osszefiiggd vonatkozdsaira irdnyultak.
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4. KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Kisérleti n6vényanyag és mintael6készités

4.1.1. A fajtavalasztas hattere

Az apoplaszt fehérjék referencia-térképezéséhez a Triticum aestivum L. cv. ’Chinese Spring’ fajtiju
buzat vélasztottuk, mert ez tekinthetd az egyik legintenzivebben vizsgalt fajtinak a nemzetkdzi
egyiittmiikodésben folytatott biiza genomikai vizsgdlatokban (Ogihara er al. 2000, Allouis et al.
2003, Gill et al. 2004, Shen et al. 2005). A szemtermések a martonvasari Mezdgazdasigi

Kutatéintézetb6l, Dr. Kovacs Gézatdl (Gabona Génbank) szarmaztak.

A gombafertézéssel asszocidlt novényi fehérje és génexpresszid-viltozds vizsgdlatira
gazdanovényként a Triticum aestivum cv. ’Thatcher’ buzafajtit vélasztottuk, mert a rezisztencia-
nemesités eredményeképpen ez a genotipus szamos kozel izogén, de 1-1 rezisztenciagénben eltérést
mutaté vonallal rendelkezik (Dyck és Samborski 1968, Bartos ef al. 1969), melyek a patogén
virulencia véltozasdnak kutatdsa mellett a rezisztenciagének feltérképezésében és jellemzésében is
kival6éan hasznosithatéak (Winzeler et al. 2000, Chetkowski et al. 2003). Kisérletiinkben a legtobb
buza levélrozsda rasszra fogékonyan reagdld, Triticum aestivum cv. *Thatcher’ buzafajta és annak
két, kozel izogén (statisztikailag ~98%-ban azonos genetikai &dllomanyi), Lrl illetve Lr9
rezisztenciagént hordoz6 biizavonala szolgdlt forrasul, melyek csiranévénykori ellendlloképességet
biztosithatnak. A Tc és Lr9 magdllomdny az MTA Novényvédelmi Kutatéintézetébdl, Dr.
Manninger Sandornétdl (NKI, Korélettani Osztdly) szdrmazott, az Lrl-hez pedig kiegészitd
forrasként James A. Kolmer (U.S. Department of Agriculture, ARS - Cereal Disease Laboratory)

nagylelkli ajindékaként jutottunk.

A kadmium-kezelés kisérleteit az drpa (Hordeum vulgare L.) egy rovid tenyészidejli, kétsoros,
tavaszi, alacsony fehérjetartalmd sordrpa fajtdjdn, a GK Mandolindn végeztiilk, mely
Magyarorszdgon 1999-ben kapott 4llami elismerést dtlagon feliili termdképességének, kivald
altalanos alkalmazkodé képességnek €s szdrazsigtiirésének koszonhetden. A fajta abiotikus
stressztlird képességének proteomikai vizsgdlatai eziddig szdrazsdgra (Horvathné Szanics 2007),
rovid idejli hOstresszre és eltérd termesztési koriilményekre (Siille 2004, 2008) terjedtek ki a
levélcsirdn és szemtermés szintjén. Kadmiumra nézve eddig foként antioxiddns enzimkapacitas €s
detoxifikdlé metabolitok szintjén vizsgaltdk a fajta tiir6képességét (Hegedis ef al. 2001, Jocsdk et
al. 2010). A magvak a szegedi Gabonakutaté Nonprofit Kft. tdpldnszentkereszti Novénynemesitd

Kutaté Allomésarél szdrmaztak.
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4.1.2. Névénynevelés

A vetés eldtt a szemterméseket biiza esetében 3 %-os H,O,—ban, arpédndl pedig 3%-os natrium-
hypoklorittal (hdztartdsi hypo-bol higitva), 5 percig kevertetve fertdtlenitettiik, majd 6-10-szeri,

kimerito desztillalt vizes oblités utdn vizben duzzasztottuk 1,5-2 oran at.

A referenciatérképezésre elOkészitett ‘Chinese Spring’ buzamagvakat steril talajba vetettitk
(komposzt (pH 7), tézeg és perlit 6:1:1 ardnyi autokldvozott keveréke), 1-1,5 cm-es talajtakardssal.
A csiraztatds 21-23 °C-on, sotétben zajlott 3 napig, majd a csirandvények nevelését 19 °C-on, 14

ora fény / 10 6ra sotétperiddus szerint, klimakamrdban végeztiik.

A rozsdafert6zésre szant ‘Thatcher’, és Lrl ill. Lr9 bizamagvak vetése szintén sterilizalt, alginit
tartalmu dltaldnos virdgfold keverékbe (T-Mix-Ker Kft) tortént. A csirdztatds 3 napig 21-23 °C-os
sotétben, majd a nevelés atlagosan 20 °C-on és 16 6ra fény / 8 6ra sotétperiddus szerint, tiveghdzi

koriilmények kozott zajlott.

A nehézfém kezeléshez vdlasztott Mandolina drpafajta sterilizdlt szemterméseit csiratdlba vetettiik,
és 3 napos, desztilldlt vizes csirdztatdst kdvetden, a kdzeget az 5. naptdl ¥2 Hoagland-tédpoldatra
cserélve, 16 h fény / 8 h sotétperiddusnak megfelelden, 21 °C-os klimakamraban neveltiik a

hidropoénikus kultirdban ndvekvo csirandvényeket.

4.1.3. A stresszkezelések kivitelezése

4.1.3.1. A buza levélrozsda-fertozése

A buza inokuldciot megel6zd csirdztatdsat és fert6zését az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetében
Dr. Manninger Séndorné, a Korélettani Osztily tudomdnyos fomunkatirsa végezte, a biiza
levélrozsda (Puccinia recondita f.sp. tritici) 43722 patotipusédval, mely jelenleg a hazai levélrozsda-
allomény egyik domindns patotipusdnak tekinthetd (Kémives 2006). Ez a patotipus az Lr1 és Lr9
vonalak csirandvényeiben hiperszenzitiv tipusi rezisztencidt (9. dbra) valt ki, mig a fogékony Tc
fajtaban kompatibilis kdlcsonhatés kifejez6dését teszi lehetvé.

keményit6t is tartalmazé szuszpenzidval inokuldltak (az atlagos, természetes sporuldcios kitettséget
meghalad6 spéra-toménységben), a kontroll novények mock-fertézése pedig sporamentes
keményité szuszpenzidval tortént. Ezutdn a novényeket 14-17 fokon, 100% pératartalom mellett,

sotétben inkubaltuk 12 oran keresztiil.

A kisérletben felhaszndlt névények nagy szdma miatt a hadrom, kozel izogén buzavonal fertézését
nem tudtuk egy idében kivitelezni. Az Lr9 rezisztens és a Tc fogékony fajtat 2005. augusztusdban
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ill 2007. janudrjaban fertdztiik, az Lr1-Tc genotipus parosdnak kezelésére pedig 2007. jaliusdban és
2004. augusztusdban keriilt sor. Vonatkoztatdsi alapunk mindkét esetben a ’Thatcher’ (Tc)
fogékony fajta volt, hogy a kisérleti koriilmények esetleges eltérései ne befolydsolhassdk az
eredmények Osszevethetdségét. A novények fertdzését kovetden megjelend rozsda-uredopusztulak
illetve HR-foltok képét és szamat a 9. dbra tartalmazza. Mindebbdl a fert6zések hatékonysdganak

megkozelitd dllanddsdgara kdvetkeztethettiink.

ﬂ uredopusztulak ~1058 [ — | ~110| —
b. | hiperszenzitiv (HR) 1&zZidk — | ~B5 ~B0

9. abra: A levélrozsda-fert6zés (Puccinia recondita f.sp. tritici) morfologiai tiinetei (a) fogékony
Thatcher buzafajtan és (b) a rezisztens (Lrl és Lr9), kozel izogén genotipusokon az Lr9
példajan, 7 nappal az inokulaciét kovetden. A mesterséges fert6zések hatékonysaganak megkozelitd
dllandésdgat az inokuldlé spéraszuszpenzié standardizdlt koncentriciéja (7x10° spéra/ml) mellett a
fertézéssel tdrsithatéan kifejlédd, morfologiai képletek intenzitdsdnak (az uredopusztuldk vagy
hiperszenzitiv 1€zidk szdmanak) ellenérzésével is teszteltiik (a szakasz 0,4 cm-t jelol).

4.1.3.2. A kadmium-kezelés arpan

A kadmium-kezelést a vizkultirdn nevelkedd 10 napos drpa csirandvényeken 0-10-50-100-300 uM
CdCl, koncentraciéban végeztiik, a nehézfémso vizes, 100 mM toménységii torzsoldatat megfeleld

ardnyban a tadpoldathoz keverve.

4.1.4. Mintavétel

A buza referencia apoplaszt vizsgilatira a 7-8 napos ‘Chinese Spring’ csirandvények elsd, frissen

kifejlett levelét hasznaltuk fel.

A buza-levélrozsda hatdsvizsgélatdhoz a Tc, Lrl és Lr9 csirandvények elsd, fert6zott illetve kontroll
(mock-fertdzott) leveleibdl a fertdzést kovetd egy héten keresztiil vettiink mintat, a fert6zést kovetd
elsé 12 6raban 2-2,5 éranként (h.p.i. = hours post inoculation), majd 7 napon it naponta (d.p.i. =

day post inoculation).
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A kadmiummal kezelt drpa csirandvényekbdl a nehézfémso tdpoldatba keverését kovetd egy héten

at, az 1., 4. és 7. napon vettiink levélmintat.

Az apoplasztfolyadék kivondsdra szdnt leveleket az aratds utdn kozvetleniil, minden alkalommal
frissen hasznéltuk fel, mig az mRNS izoldldsra szdnt leveleket, analitikai pontossdgd tomegmérést

és folyékony nitrogénes gyorsfagyasztast kdvetden, -20°C-on taroltuk felhasznalasig.

4.2. Reagensek

A kisérlet sordn haszndlt legtobb vegyszeriink a Reanal Kft. (Magyarorszdg), molekuldris bioldgiai
reagenseink pedig a Fermentas International Inc. (Litvdnia) termékei voltak, az eltéréseket a

megfeleld helyen kiilon jeloljiik.

4.3. Fehérje-szintii vizsgalatok

4.3.1. Apoplaszt fehérjék (ICF) kinyerése

Az apoplaszt folyadék (intercellular washing fluid, ICF) kinyerése vikuum-infiltrdlassal, Rohringer

és mtsai (1983) nyomén, médositva tortént.

A fehérjék egy- és két-dimenzids proteomikai elvdlasztdsara szolgdld apoplaszt folyadék kivondsédra
jéghideg, 20 mM Tris-HCI (pH 8.0) és 1 mM PMSF (Sigma) infiltrdl6 puffert hasznaltunk, mig az
enzimaktivitds mérésekhez magasabb pufferkoncentraciét, 100 mM Tris-HCI (pH 8.0)-t és 1 mM

PMSF-t alkalmaztunk. Egyébként mindkét esetben azonos médon jartunk el.

A levagott, lemért €s megmosott (2x DV, 1x MQ) leveleket finoman, U-alakban meghajlitva, tiszta
tivegbottal a jéghideg infiltrdld puffert tartalmazd, 50 ml-es centrifugacsovekbe csisztattuk, gy,
hogy a puffer teljesen elfedje dket. A csoveket jéggel toltott f6zO0poharba allitottuk és 6 percre
vikuum ald (1 mbar - (Rotary) High Vacuum Pump E2MS80, Edwards) helyeztiik, majd a szelepet
fokozatosan kiengedve, lassan (kb. 2 percet hagyva) sziintettik meg a vdkuumot. Az igy
infiltralodott leveleket sziirdpapiron Ovatosan leitattuk, majd az ICF kinyeréséhez szitaszovetbe
tekerve injekcids fecskendd hiivelyébe csusztattuk, és centrifugacsdvekbe helyezve centrifugaltuk
(Universal 30 RF, Hettich - 2000 rpm, 20 perc, 4 °C). A cs0 aljan 6sszegyiilt folyadékot Eppendorf-
csObe pipettaztuk at, és az esetleges iiledék eltavolitdsa céljabol ismét centrifugaltuk (14000 rpm, 20
perc, 4 °C). A kapott feliiliszéhoz 1/100 térfogat ardnyban protedz-inhibitor koktélt (Complete
Mini, EDTA-free, Roche) adtunk. A gélelektroforézis alapanyagdul szolgdlé mintdkban a

fagyasztds elott szilard urea (Merck) hozzdadédsdval 8 M-ra 4llitottuk be az urea koncentriciét.
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Az ICF kivondsa sordn a mintdk kezelése végig hideg koriilmények kozt, jégen ill. +4 °C-on,
hidegszobdban zajlott, az elkeriilhetetleniil fellépd szoveti sériilések okozta fehérje degradaciod

minimalisra csokkentése érdekében.

A kinyert mintdkat —80 °C-on taroltuk felhaszndldsig. Analizis el6tt ismét lecentrifugéltuk (14.000
RPM, 4 °C, 20 perc), €s a feliiliszéval dolgoztunk tovabb.

4.3.1.1. A fehérjemennyiség meghatarozasa

Kis térfogatd (10-15 ul/0,1 g levél), viszonylag hig (0,3-0,8 pg/ul) apoplasztkivonataink
fehérjekoncentraci6janak mérését Lowry (1951) szerint, illetve 2-D Quant kittel (Amersham
Biosciences) végeztiik, mely kis fehérjemennyiségek (0-50 pg) csekély térfogatban (0-50 ul)
torténd mérésére kivdléan alkalmas, és egyebek mellett a proteomikai mintdkban gyakori, nagy
koncentraciéja kaotrép agensek (urea, tiourea) és egyéb, pl. redukdlé vagy detergens komponensek
és amfolitok zavardé hatdsat is képes kikiiszobolni, amelyek standard (festékkotésen vagy rézion

redukdldsdn alapul6) fehérjeméréses protokollokban jellemzden interferdlnak (Berkelman 2008).

4.3.1.2. Az apoplasztfolyadék koncentralasa

A két-dimenzids gélelektroforézishez a kivont ICF 6-10x-esére koncentralt oldatit (Cgen: 1,8-3,2
mg/ml) haszndltuk, melyet egy, a 9 kDa-t meghaladé méretti fehérjéket feldusitd, Icon Concentrator
9 CO (Pierce) molekulasziirvel, a hig, 0,3-0,9 mg/ml toménységli apoplaszt-kivonat centrifugildsa

utjan éllitunk eld (4500 rpm, 30-40 min, 4 °C).

4.3.2. Proteomikai analizis

4.3.2.1. Az apoplaszt-fehérjék elvalasztasa

Az ICF fehérjéinek analiziséhez a tomegspektrometriai azonositdst megel6z6, gél-alapt szeparaciot

alkalmazé proteomikai eljarast valasztottuk.

4.3.2.1.1. Egydimenzios, denaturdlo poliakrilamid-gélelektroforézis (1D-PAGE)

A fehérjemintdk egy dimenzids, molekulatomeg szerinti szepardldsit a proteomikai analizisek
kezdeti, kozelitd szakaszdban alkalmaztuk. Az elvdlasztast redukdld koriilmények kozt, denaturdld,

Laemmli-féle diszkontinuus rendszerben (12,5 %-os szepardl6 + 5 %-os tomoritd PA gél) végeztiik
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(Laemmli 1970), az aldbbi megjegyzésekkel: A proteomikai analizisekhez a gélre 20-30 pg/zseb
fehérjetartalmd mintét vittiink fel. A mintafelvitelt megel6z8en a proteomikai azonositdsra szint
apoplaszt fehérjemintdkndl nem végeztiink efféle hddenaturdldst, hogy a tomény urea tartalmu
kozegben megeldzziik a fehérjék N-termindlis illetve a Lys-oldalldncainak tomegspektrometriai
azonositast nehezitd, esetleges karbamoildloddsat. Vonatkoztatdsi alapként az aldbbi, kis
molekulatomegli (LMW) standard-elegyek szolgdltak: 10-200 kDa: Page Ruler™ Protein Ladder
ill. 20-120 kDa: Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). A futtatst fesziiltség-
szabdlyozott rendszerben, 20 °C-on végeztiik (60 V - 15 min, majd 120 V - 6,5 h), a brémfenol-kék

(BPB) festékfront kifuttatdsaig.

4.3.2.1.2. Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE)

A mintdk két fazisd, izoelektromos pont és molekulatdmeg szerinti proteomikai szeparaldsdhoz 60
ill. 120 pg (analitikai) tovabbad 300 pg (félpreparativ analizis) Osszfehérje tartalmud, koncentralt

apoplaszt kivonatot hasznaltunk.

4.3.2.1.2.1. Izoelektromos fokuszalas (IEF - 1. dimenzid)
A fehérjék szolubilizdldsa céljabol a hidrofob fehérjékre is ajanlott, Rabilloud-féle mintapuffert

(Rabilloud, 1998) alkalmaztuk: 7 M tiourea (Merck), 2 M urea (Merck), 4 % CHAPS (Merck), 1 %
(65 mM) DTT (Sigma) és 0,5-2 % megfeleld6 pH-ji hordoz6é amfolit/IPG puffer (AP).
El6készitésként rehidracidval egybekotott, passziv mintafelvitelt (12-14 h) végeztiink a 7, 13 illetve
18 cm-es, 3-10 NL immobilizdlt pH-gradienst (IPG) tartalmaz6 géleken (Immobiline DrySrip —
Amersham Pharmacia Biotech), amelyek széles kémhatds-tartomanyt fednek le, és az enyhén savas
4.5-6,5 pH régiéban nagyobb felbontist adnak. Az izoelektromos fékuszélast (20 °C, 50 pA/strip) a
levérozsda-fert6zés modellezésénél Multiphor™ II (AP) rendszerben kiviteleztiikk, a gyartd
ajanlasait is figyelembe véve, az aldbbi program szerint: 300 V — 0,5 h; 1000 V-1h; 3500 V-1 h
(gradiens), 3500 V — 3 h (step-and-hold); X: 15 kVh), mig a kadmiumstressz analiziséhez az Ettan
IPGphor II késziilék (AP) 4llt rendelkezésiinkre (250 V - 20 min (gradiens), 8000 V — 2 h
(gradiens), 8000 V — 3 h (step & hold) program alkalmazdsdval). A referencia apoplaszt
vizsgédlatdhoz mindkét rendszert volt alkalmunk tesztelni (Multiphor II - 2: 26 kVh; Ettan IPGPhor
- 2: 28 kVh).
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4.3.2.1.2.2. A mintak ekvilibralasa
Az izoelektromos pontjuk szerint szepardlt fehérjék masodik dimenzié el6tti, ismételt redukalasa és

alkildlasa céljabdl az IPG csikokat elobb 1 % DTT-t (Sigma), majd 4 % jodacetamidot (Sigma)
tartalmaz6 ekvilibrdl6 pufferben (6 M urea, 30 % (w/v) glicerol és 2 % (w/v) SDS tartalmi 50 mM
Tris-HCI, pH 8.8 oldatban rdzattuk 20-20 percen ét.

4.3.2.1.2.3. Denaturalé PA-gélelektroforézis (SDS-PAGE - 2. dimenzio)
Az ekvilibrélast kovetden a fehérjéket Protean II xi kamrdban (Bio-Rad) redukdlé koriilmények

kozott, denaturdld Laemmli-féle rendszerben a 4.4.1 pontban foglaltakhoz hasonléan méretiik
szerint is elvalasztottuk (Laemmli, 1970), az IPG-csikok rovid mosasa, d4j (1,5 cm vastag, 12,5 %
szepardlé PA) gélfelszinre illesztése és 1 % agardzos feliirétegzése utdn, a kdvetkezd protokoll
szerint: 1-1 6rdn 4t 12 majd 24 mA/gél, végiil 90 V (konstans). A futtatds a 17 °C-ra hiitott

kozegben megkozelitdleg 14 Sraig tartott.

4.3.2.1.3. A gélek festése

A proteomikai azonositdsra szdnt fehérjék lathatéva tétele céljabdl, kvantitativ viszonyitdshoz
kolloidélis Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 festést (Neuhoff et al. 1985), az érzékenyebb
detektdldshoz pedig a tomegspektrometriai analizissel kompatibilis, Shevchenko-féle (1996)
eziistfestést valasztottuk, azzal a kiegészitéssel, hogy a gyengébb foltok kifakuldsdnak megel6zésére

az eldhivas leallitasat 5% ecetsav helyett 1,5% Na,-EDTA-oldattal végeztiik.

4.3.2.1.4. A gélek dokumentdcioja és a gélképek kiértékelése

A gélképeket EPSON Expression 1680 Pro (EPSON) szines géldokumenticids rendszerrel
rogzitettiik és vizudlisan illetve az ImageMaster™ 2D Platinum v4.9 (Amersham Biosciences) kép-
analizdl6 programmal értékeltiikk ki. A géleket tovabbi felhasznalasig +4 °C-on, PE f6lidban

taroltuk.

4.3.2.2. Tomegspektrometriai analizis

A tomegspektrometriai azonositasra gélbdl kivagott foltok ill. sdvok analizisét az MTA SZBK Dir.
Medzihradszky Katalin vezette Proteomikai Kutatocsoportja végezte. A buza referencia-apoplaszt
mintdkat Dr. Sz4jli Emilia, a levélrozsda-fert6zott biiza és kadmium-kezelt arpa mintdkat pedig Dr.
Hunyadi-Gulyis Eva értékelte ki.
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Az MS-analizishez haszndlt késziilékek, adatbdzisok és programcsomagok

A kadmium-stresszelt arpamintdkat MALDI-TOF (Bruker Reflex III) és LC-MS/MS (Thermo LCQ
Fleet LC-MS/MS) ioncsapdés tomegspektrométerrel analizdltdk. A nyers adatok feldolgozasa
Mascot Distiller (ver:2.2.1.0) szoftverrel, mig a kapott csucslistakb6l a megfeleld fehérjék
azonositdsa az NCBInr 20080718 Viridiplantae taxondémiai csoportra lesziikitett fehérje-

adatbazisan, a Mascot (2.2.04. Matrix Science) keresOrobottal zajlott.

A referencia buzamintdkat MALDI-TOF (Bruker Reflex III) és LC-MS/MS méréssel (Agilent
1100LC XCT Plus IonTrap) analizéltdk. A feldolgozott tomegspektrometrids adatok lekeresése
NCBInr 20070216 és NCBI dbEST [Expressed Sequence Tags, EST_others_20060429]
adatbazisokban tortént, MatrixScience (http://matrixscience.com/) és az UCSF ProteinProspector
programcsomagja (http://prospector.ucsf.edu/; frissités: 2006.02.16.) felhaszndldsdval, ill. a
SpectrumMill adatbdzis szoftver (frissités 2007.05.02.) révén.

A rozsdafert6zott biizamintak elemzése MALDI-TOF (Bruker Reflex III) valamint LC-MS (Waters
LC-ESI-qTOF) ill. LC-MS/MS (Agilent 1100LC XCT Plus ion trap) tomegspektrométer
késziilékeken tortént. A szekvencia-Osszevetések alapjat az NCBInr 20070601 és/vagy a SwissProt
52.5 adatbazis szolgaltatta, ill. ahol nem btiza, hanem rokon fehérjét adott ki a
Mascot/MatrixScience keresd, ott BLAST lekeresést is végeztek a TIGR (www.tigr.org) T.

aestivum adatbazisan.

4.3.3. Enzimaktivitas vizsgalatok

Enzimforrasként a 4.1. pontban bemutatott, levélrozsda-fertézéses kisérleti novényekbdl (Triticum
aestivum cv. 'Thatcher’ alapi Lrl, Lr9 és Tc) a 4.3 pontban leirt mdédon, az enzimaktivitds
méréshez alkalmazott infiltrdld pufferrel kinyert és ilymddon kezelt apoplaszt folyadékot

hasznéltuk. A méréseket 3 parhuzamost alkalmazva, 2 ismétlésben végeztiik.

4.3.3.1. Extracellularis endo-1,3-beta-D-gliikozidaz — assay

Az extracellularis (EC) mintdkban feltételezett endo-1,3-B-gliikandzok jelenlétét enzimaktivitds
méréssel €s ehhez kapcsolédé vékonyréteg kromatografidval is igazoltuk. Az 1,3-B-D-gliikandz
aktivitds méréshez laminarin szubsztratot (Sigma), egy a Laminaria digitata barnamoszatbdl kivont
1,3-B-D-gliikdn poliszacharidot hasznaltunk, melyet eldokezelésként Denault és mtsai szerint (1978)
redukdltunk. Az enzimreakcié sordn képzddott redukdlé cukor (mono- ill. oligoszacharid)
komponensek kimutatisihoz a Cu®* ion redukalédasin (Fehling-reakcid) és a kialakulé voros
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neokuproin/Cu” komplex detektaldsdn (Ayso) alapulé kolorimetrids médszert (Dygert et al. 1965)
vélasztottuk. A szinreakcidt, Zheng és Wozniak (1997) eljardsira épiilve az irdnyitdsom alatt
végzett szakdolgozd, Kabai Monika daltal (2008) tovabbfejlesztett és apoplasztra optimalizalt
mikrotiter-rendszerben kiviteleztiik. Az 4j eljardssal a mikrotiter lemez-alapu gliikandz kimutatas
mérési tartoménya jelentds mértékben kiterjesztheté (10-600 pM gliik6z), amely igy alacsony
fehérjekoncentracidju, kis térfogatd, de gyakran igen eltérd aktivitdsi mintdk egyiittes kezelésére is
alkalmas. Az aktivitdst pmol gliik6z ekvivalens/min/g friss levéltomeg értékben kifejezve adtuk
meg.

Az eldbbiek szerint az ICF-ben aktivitds alapjan kimutatott 1,3-gliikandzok feltételezett endo-
glilkandz jellegét Kabai (2008) diplomamunkdjiban, a képzddott oligoszacharidok vékonyréteg

kromatogréfias kimutatdsaval is ellendrizte.

4.3.3.2. Extracellularis Kitinaz — assay

Az apoplasztikus kitindz aktivitds mérésére valasztott kolorimetrikus kitindz-assay kivitelezése
Wirth és Wolf mddszerével (1990) tortént, mely szubsztratként a kitin szolubilizdlt és Remazol
Brilliant Violet, lila szinti festékkel kovalensen kapcsolt formdjat (CM-Chitin-RBV, Loewe)
alkalmazza. A kimutatds alapja, hogy az enzimreakciét kovetden a nem degraddlt szubsztrat
kicsapéssal elkiilonithetd, az eredetileg szubsztrathoz kotott, majd az emésztés sordn felszabadul6
RBV festék pedig oldatba keriilve, fotometrids uton (Assg) meghatarozhat6. Az enzimaktivitast
levéltomegre normadlva, és az RBV extinkcids koefficiensének () hozzaférhetdsége hidnydban, a
felszabadult festék mennyisége helyett a hasitott szubsztrat tomegében: mg hasitott CM-Chitin-
RBV / h/ g friss levéltomeg értékben fejeztiik ki. A rendszer apoplasztra tortént optimalizalasat
(hémérséklet, pH, E/S ardny stb.) az irdnyitdsom alatt dolgozott okleveles hallgat6, Rab Enikd
(2008) végezte el.

4.4. RNS-szintii vizsgalatok
4.4.1. Nukleinsav izolalas és tisztitas

4.4.1.1. Teljes RNS izolalas

A teljes RNS kivondsat TRIzol® reagenssel (Invitogen), Kés Péter (MTA SZBK Novénybioldgiai
Intézet) receptje alapjan végeztiik. A -20 °C-on tarolt (Id. 4.1.4 pont), 0,1 g tdmegh bizaleveleket
folyékony nitrogénben elporitottuk, majd 1 ml TRIzol reagenssel inkubdltuk 65 °C-on min. 3 percig
vizfiirdében, idénkénti keverés mellett. A mintdhoz 0,2 ml kloroformot adtunk, majd rovid,

erdteljesen vortexelés (15 s) utdn szobahdmérsékleten dllni hagytuk (min. 3 min) és a kicsapddott
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fehérjéktdl centrifugéldssal szabadultunk meg (14 000 rpm, 15 min, 4 °C). A maradék szennyezdk
eltdvolitasa céljabdl a feliiliszohoz kloroform és izoamilalkohol 24:1 ardnyu elegyét (0,375 ml)
adtuk és vortexelés utdn 1jbol lecentrifugéltuk (14000 rpm, 15 min, 4 °C). A fels6 fazisbdol az RNS-
t 0,5 ml izopropanollal csaptuk ki, majd 10 percnyi dllds (RT) és tilepités (14000 rpm, 10 min, 4 °C)
utdn, a feliilisz6ot elontve kétszer mostuk a csapadékot 1-1 ml 70 %-os hideg etanollal,
mindannyiszor centrifugdlva (14000 rpm, 10 min, 4 °C). A feliiliszé elontését kdvetéen a mosott
csapadékot steril fiilkében 3 percig szaritottuk, és az RNS-t 50 pl steril Milli-Q vizben, jégen tartva
feloldottuk. A kinyert totdl RNS-kivonat koncentraciéjat 260 nm-en mért elnyelése révén, UV-
spektrofotométeren (UV-160A, Shimadzu) becsiiltiik (A = 1,000 — 40 pg / ml RNS), min6ségét az
Aze0/Ango; Asso/A2zo ardnyokbdl ill. agaréz gélelektroforézissel kapott mintdzata segitségével
ellendriztiik. A teljes RNS-kivonatokat 1 hoénapig -20 °C-on, hosszabb tdrolds esetén -80 °C-on

fagyasztva taroltuk.

4.4.1.2. Total RNS-kivonat DNS-mentesitése

A totdl RNS-kivonatokban el6forduld, szennyez6 DNS-t RNaz-mentes DNaz [ enzimmel
(Fermentas) emésztettiik Mg2+—tartalm1’1 reakciépufferben (10 mM Tris-HCIL, pH 7.5; 2,5 mM
MgCly; 0,1 mM CaCly). A reakcidelegyet 30 percen at, 37 °C-os vizfiirdében inkubdltuk. 0,1 g friss
levélszovetbdl kinyert totdl RNS oldatot 2 unit enzimmel kezeltiink, azzal szdmolva, hogy a
novényanyagbdl ~100 pg totdl RNS nyerhetd ki (ennek 1-2 %-a mRNS), melyre szennyezddésként
1-2 png DNS-sel szamolhatunk.

4.4.1.3. DNS-mentesitett total RNS-kivonat kloroformos tisztitasa

A DNz I kezelést kovetden az elobbi reakcidelegyet 1:1 ardnyban kloroformmal extrahaltuk, majd
a minta vortexelést kovetden centrifugdltuk az enzimfehérje és egyéb szennyezdk eltdvolitdsa
céljabdl (12000 rpm, 3 min, RT). A kloroformos extrahdldst még kétszer megismételtiik. A DNS- és
fehérje-mentesitett kivonatbdl a totdl RNS-t 0,1 térfogatnyi 3 M Na-acetat (pH 5.2) valamint 2,5
térfogatnyi abszolut etanol hozzdaddsdval csaptuk ki (Ziegenhagen et al. 1993). Végiil az djra
kicsapott totdl RNS végsé mosdsa és visszaolddsa érdekében a nukleinsav-izoldldsndl mar
feltiintetett médon jartunk el. A tisztitott totdl RNS-kivonatokat, ismételt UV-spektrofotométeres

mérést kovetden (RNS mennyiség- és tisztasdg-ellendrzés) -80 °C-on lefagyasztva taroltuk.
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4.4.2. Nukleinsavak elvalasztasa

4.4.2.1. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A nukleinsav-kivonatokat 5 % nem denatural6 poliakrilamid (PAA) gélben (30:0,8 akrilamid-bisz-
akrilamid ardny), 1x TBE (89 mM Tris-HCl, 89 mM bérsav; 2,5 mM EDTA (pH 8.3))
elektroforézis-puffer jelenlétében vdlasztottuk el. A futtatdst kdvetden a nukleinsavakat Sammons-

Schumacher-féle eziist-festéssel tettiik 1athatéva (Sammons et al. 1981, Schumacher et al. 1983).

4.4.2.2. Agaroz gélelektroforézis

Az agaréz gélelektroforézist a PCR-termékeink kimutatdsdra és elvdlasztidsdra alkalmaztuk, a
Sambrook és mtsai (1989) dltal leirt médon. A mintdkat 1 %-os vagy 2,5 %-os, nem denaturdld
agar6z (Type I, Sigma) gélben, 1x TBE (10,8 g/L Tris, 5,5 g/L bérsav, 2 mM EDTA (pH 8.0) ill.
gé1bdl torténd visszaizoldlds esetén 1x TAE (4,84 g/L Tris, 1,142 ml/L jégecet, 1 mM EDTA (pH
8.0)) futtaté pufferben, 120 V fesziiltségen futtattuk 50 percig. A nukleinsavakat etidium-bromid
(Merck) ill. GelRed™ (Biotium) fluoreszcens festékanyag gélbe elegyitésével, UV megvildgitds

utjan tettiik lathatéva.

4.4.3. RT-PCR

4.4.3.1. Primertervezés

Kisérleteink soran a vizsgdlni kivant, indukal6dé buza kitindzok és glitkandzok, ill. a referencia
génként valasztott biza ubiquitin amplifikdldsdra az aldbbi Osszegzésben kozolt primereket
terveztiik (6. tdblazat). A referenciaként valasztott ubiquitinhez viszonyitva vizsgilni kivant kitindz
és gliilkandz génekre tervezett primerek esetén kettds célunk volt: egyrészt olyan oligonukleotidok
azonositdsa, amelyek a kordbbi, proteomikai analizis sordn MS-alapon mar azonositott egyes
fehérjék mRNS-ét kelld specificitdssal amplifikaljak, vagy épp ellenkezdleg, a buza vagy rokon
gabonafélék adatbazisaibdl kigylijtott, s potencidlisan expresszalt szekvencidk legnagyobb részét
hatékonyan lefedve, az adott géncsoporton beliil ,,univerzélis” primerként miikodnek.

A Kkisérleteinkben hasznalt, a 6. tdblazatban szemléltetett primereket a Primer3 (URL:
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/; Rozen és Skaletsky 2000), az Integrated DNA Technologies (IDT)
(URL: http://www.idtdna.com; Larkin et al. 2007, Owczarzy et al. 2008), és az OligoCalc (URL:
http://www .basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html; Kibbe 2007) programok segitségével
terveztilk meg, a National Center for Biotechnology Information (NCBI) adatbazisb6l (URL:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) valé el6zetes aminosav és nukleotid szekvenciagytijtés alapjan.
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4.4.3.2. Reverz transzkripcio (RT)

Célunk az volt, hogy az izoldlt, DNS-mentes RNS-boOl egyszdli cDNS-t szintetizdljunk
SuperScriptTM 1L, illetve III (Invitrogen) reverz transzkriptdz enzim segitségével.

A reverz transzkripcio el6készitése céljabdl a templat denaturdldsat a valasztott primer jelenlétében
végeztiik, az alabbi két ut egyikén: A nem szekvencia-specifikus, poliA+ mRNS-ek kihaldszdsat és
sokszorozasat célzé atirdshoz 1 pl 100 pM oligo(dT)i2.1s-t vagy 1 pl 100 puM oligo(dT) 215 + 1 pl
100 ng / ul random hexamer (N6) primer kombindcidjat mértiik dssze, mig a szekvencia-specifikus
cDNS-szintézishez 0,4 pl-nyi 10 uM koncentracidju szekvencia-specifikus reverz primert mértitk
be 2,5 pg totdl RNS templédthoz. A keveréket 65 °C-on, 5 percig denaturaltuk.

Az ezt kovetd reverz transzkripcié 1 6rédn at, 42 °C-on zajlott. Az elézetesen denaturdlt, majd 3
percre jégbe helyezett mintdkhoz az aldbbi komponenseket adtuk hozzd: 5x First-Strand Buffer
(Invitrogen) - 5 pl; 0,1 M DTT - 2,5 ul; dNTP Mix (10 mM) - 0,5 ul; SuperScript™ II (200 unit /
ul) reverz transzkriptdz enzim (Invitrogen) - 0,15 pl, végiil 25 pl végtérfogatra steril Milli-Q vizzel

kiegészitve.

4.4.3.3. Hagyomanyos polimeraz lancreakcié (PCR)

A PCR-t Corbett gydrtmédnyi PalmCycler PCR-késziilékben végeztiik. A PCR-reakcié templatjai a
reverz transzkripcié sordn nyert cDNS-ek, vagy a feltart baktériumklénok ill. azokbdl izolalt
plazmidok voltak. A PCR-reakciét a kovetkezd reakcidelegyben Kkiviteleztik: 1x DuplaTaq
reakciépuffer (Zenon-Bio), 0,2 mM dNTP keverék, 2,5 mM MgCl,, 0,2 uM szekvencia-specifikus
primer, 1 U DuplaTaq polimerdz (Zenon-Bio) és 5 pl megfeleld ardnyban higitott cDNS. Az
alkalmazott PCR-program: 1. fazis: kezdeti denaturdlés (95 °C, 5 min) II. fazis: cDNS amplifikicié
30-45 cikluson 4t ismételve — a.) denaturacié (95 °C, 30 sec); b.) primerkétddés a primerek Ty
értékének megfeleld homérsékleten (30 sec); c.) datirds 72 °C-on (30 sec). . fazis: zar6
lanchosszabbitds (72 °C, 5 min). Az igy kapott DNS szakaszokat agar6z gélen, a 4.4.2.2 pont

szerint elemeztiik.
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6. tablazat: A Kkiilonbozé specificitasu (egyes izoformakra vagy nagyobb kategdriara tervezett) buiza
primerek. A klénozéshoz is kivélasztott, glilkkandz és kitindz-specifikus, részlegesen degeneralt
primerek nukleotid sorrendje d6lten szerepeltetve. Y: C/T, S: G/C, M: A/C

Primer név Iranyultsag | Specificitas Bazissorrend H(onssz (Irg) (G%C)
TaeUbF1 F specifikus 5-CACCATTGACAACGTGAAGG-3' 20 53,8 | 50.0
TaeUbR1 R specifikus 5-TTGGAGGATACCGGAGACAC-3’ 20 55,4 | 55.0
TaeUbF2 F specifikus 5-CGAAGATCCAGGACAAGGAG-3’ 20 54,1 | 55.0

é TaeUbR2 R specifikus 5-CCACACCAGCAGAAGTTTGA-3’ 20 55,1 | 50.0
c TaeUbF3 F buza 5-GCATGCAGATATTTGTGAAGACC-3' 23 54,7 | 435
=) TaeUbR3 R buza 5-CCACACCAGCAGAAGTTTGA-3’ 20 55,1 | 50.0
TaeUbF4 F univerzalis 5-AAGACCCTCACCGGCAAG-5 18 56,3 | 61.1
TaeUbR4 R univerzalis 5-AGGGTGGACTCCTTCTGGATG-3’ 21 58 | 571
TaeUbR5 R univerzalis 5-AAGATSAGYCGCTGCTCCTC-3' 20 57,4 | 575
TaeChiF1 F specifikus 5-GGGTTCTACACGTACGACCG-3 20 56,6 | 60.0
TaeChiR1 R specifikus 5-CCCGCCGTTGATGATATTGGTG-3’ 22 58,4 | 54.5
TaeChiF2 F specifikus 5-CCTTCTTCGGCCAGACCTC-% 19 56,6 | 63.2
E TaeChiR2 R specifikus 5-GGTGTAGCAGTCGAGGTTGC-¥ 20 57,5 | 60.0
E TaeChiF3 F specifikus 5-AGAGATAAGCAAGGCCACGTCC-3& 22 59,1 | 54.5

TaeChiR3 R specifikus 5-CTTGTTTCCCTGCGCCGTC-& 19 58,5 | 63.2
TaeChiF4 F univerzalis 5-SCCACATCTCCCACGAGAC-3 19 55,7 | 63.2
TaeChiR4 R univerzalis 5-SGGTCGTCATCCAGAACCA-3 19 55,3 | 57.9
TaeGluF1 F specifikus 5-CGTGATCGGCAACAACCTCC-3' 20 58,1 | 60.0
TaeGIuR1 R specifikus 5-GAAGTAGGGGTACACGTTGGC-3' 21 57,3 | 571
TaeGluF2 F specifikus 5-TCGGCCTCATCCTCGACATC-3' 20 58,2 | 60.0
TaeGluR2 R specifikus 5-CCGTTGTTCTGGTCACGCAC-3' 20 58,5 | 60.0
TaeGluF3 F specifikus 5-GCTTCCATGTTTGCCGTTGC-3 20 57,7 | 55.0

E TaeGIuR3 R specifikus 5-TGTCGAGGATGAGGCCGATG-3 20 58,5 | 60.0
g TaeGluF4 F univerzalis | 5-TACATCTCCGTAGGCAACGAGGT-3 23 59,8 | 52,2
:(39 TaeGluF5 F A alcsalad 5-GCCAACGTGTACCCCTACTTC-3 21 57,3 | 571
TaeGluF6 F A alcsalad 5-CATCGGCCTCATCMTSGAC-3 19 55 | 60.5
TaeGIuF7 F B alcsalad 5-ATCTACCCGTACCTGGCCTG-3’ 20 57,8 | 60
TaeGluF8 F B alcsalad 5-GTCCAGGACGGCTCCTAC-3 18 55,7 | 66.7

TaeGluR4 R | AB>C,D 5-TGGTTGTACGTCCTCGCGTTG-3 21 59,6 | 59,1

TaeGIuR5 R univerzalis 5-CTTCTGGTTCTCGTTGAACATGG-3 23 56,1 | 47,8

4.4.4. PCR termékek klénozasa

A PCR-rel felsokszorozott cDNS-t 1 %-os agar6z gélben futtattuk meg 1x TAE pufferben. A vart,
megfeleld6 méretli PCR-terméket UV transzilluminator alatt kivdgtuk, majd E.Z.N.A. Cycle-Pure
Kit (Omega Bio-Tek) vagy NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel) tisztitd kitet felhaszndlva, a
gyarté utasitdsait kovetve eludltuk a gélbdl. Az igy megtisztitott PCR-terméket pTZS7R/T
plazmidba ligdltuk az InsTAclone PCR Cloning Kitben (Fermentas) leirt eljards szerint, 1 éjszakin

at (16 h), 16 °C-on inkubdlva. A reakcidelegy komponensei (10 pl-re szdmolva): plazmid vektor
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(pTZ57R/T) - 1 pl; PCR-fragmens /tisztitott/ - 5 pl; 5x ligdlé puffer - 2 pl; steril, nukledzmentes
Milli-Q viz - 1,7 ul; T4 DNS-ligdz (5 unit / pl) - 0,33 pl.

Az inzertes klénoz6 vektor konstrukcidjat Escherichia coli XL1 Blue vagy JM109 kompetens
sejtekbe (Inoue et al. 1990) transzformaltuk, melyet Szegd Anita bocsatott rendelkezésiinkre (BCE,
KeTK, Novényélettan é€s Novényi Biokémia Tanszék). A -80 °C-rdl felengedett, 100 ml-nyi
kompetens baktériumsejthez dvatosan 5-10 pl ligdlt plazmidot pipettdztunk, majd fél ords jeges
inkubdlds utdn 30 mésodperces hdsokkot (42 °C) alkalmaztunk, s a sejteket 5 percre djra jégbe
tettiik, igy végbement a transzformdci6. A baktériumsejteket felszaporitdsuk céljabol ezutdn SOC-
oldatban (20 g/l Bacto-tripton, 5 g/l Bacto-élesztékivonat, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 5 mM
MgCly-6H,0, 5 mM MgS0O4-7H,0, 20 mM gliikéz), 200-250 rpm-en rézatva inkubdltuk 1 6rdn at
37 °C-on, ezalatt kb. 2,5-szer osztédtak. A plazmidot fel nem vett baktériumok Kiszlirésére
ampicillines téptalajra val6 szélesztést alkalmaztunk, a tenyészetet egy éjszakén keresztiil, 37 °C-on
LBA téptalajon nevelve két eltéré koncentracidban (100 mg/L ampicillin, 10 g/L. Bacto-tripton, 5
g/l Bacto-élesztOkivonat, 10 g/L. NaCl, 7 g/L agar (pH 7.4), majd a transzformdns, kindtt
baktériumtelepeket kék-fehér szelekcidnak (Sambrook et al. 1989) is aldvetettiik, a kordbban IPTG
(isopropyl beta-D-thiogalactopyranoside) és X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D
galactopyranoside) dimetil-formamidos (DMF) elegyével kikent feliileti lemezeken (20 mg/ml
Xgal (50 pul) + 1 M IPTG (10 pl)).

Az inzertet hordozo, fehér baktériumkolonidk egyrészének djabb, szilard LBA taptalajra vitele utdn
a friss tenyészetekbdl a késobbiekben kolonia PCR-t (Sambrook er al. 1989) végeztiink, hogy a
klénozé vektorba beépiilt szekvencia megfeleloségérdl méret szinten igazoldst szerezhessiink.
Ehhez a koldnidkat 30 pl Milli-Q vizben, 5 percig forralva tartuk fel, és a kapott sejttormelék
centrifugdldsa utdn (12000 xg, 2 min) nyert feliildsz6 2,5 pl-e szolgélt a kolonia-PCR templatjaként.
A reakcidelegyet a 4.4.3.3 pontban mar ismertetett modon 4llitottuk Ossze, 42 °C-os
primertapadassal és plazmid-specifikus M13/pUC forward (5° GTTTTCCCAGTCACGAC) és
M13/pUC reverse (5> CAGGAAACAGCTATGAC) szekvendld primerekkel.

A kol6nia-PCR sordn pozitiv jelet adé telepekbdl higitdssal ,,single” kolonidkat allitottunk eld
szilard és folyékony tdptalajon. Ezek leellendrzéséhez a plazmidok izoldldsat GenoPrep
gyongyokkel, a gyartdé (GenoVision) dltal megadott protokoll szerint kiviteleztiik, és a PCR-t mér
az inszertszekvencidra specifikus primerpdarral végeztiikk el. A megfelel6 szekvencidji inzertek
jelenlétének szekvencia alapd bizonyitdsa utin a kolonidkbol -80 °C-on évekig -eltarthato,

fagyasztott torzstenyészetet (,,frozen stock™) készitettiink (Sambrook et al. 1989).
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4.5. Szekvenciaanalizis

A plazmidba beépiilt inszert nukleotid sorrendjét az MTA Szegedi Bioldgiai Kodzpontjdban
hatdroztdk meg, ABI 3100 Genetic Analyzer szekvendld késziilék segitségével (Applied
Biosystems, USA). A meghatirozott szekvencidkat Chromas Lite v2.01 (Technelysium Pty Ltd) és
Vector NTI Advance 10 (Invitrogen Co.; Lu és Moriyama 2004) szoftverrel analizdltuk.

A cDNS-kl6nok ill. transzkriptumok és a transzldlt vagy tomegspektrometiailag meghatirozott
aminosavszekvencidk  homoldgia-vizsgilatdhoz az NCBI  BLAST  szoftverét (URL:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Altschul et al. 1990), és a TIGR novényi EST (TA) adatbdzisat
(URL: http://www.tigr.org/db.shtml) haszndltuk fel. A homol6gok Osszevetését a Vector NTI
Advance 10 (Invitrogen Co.; Lu és Moriyama 2004) szoftverrel és a Jalview 2.4.0.b2 (The Barton
Group, Waterhouse et al. 2009) ClustalW programjaval (http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw2)
végeztiik.

Az  extracelluldris  lokalizdci6  igazoldsdhoz ~a  SignalP 3.0  szerverét  (URL:
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) alkalmaztuk (Emanuelsson et al. 2007), a fehérjék
lehetséges N- és O-glikozilacids helyek feltardsahoz pedig a CBS (Technical University of
Denmark) predikciés szervereit (NetNGlyc 1.0 - URL: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/;
és YinOYang 1.2 — URL: http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/) valasztottuk (Gupta et al.
2004, Gupta 2001, Gupta és Brunak 2002).

4.6. Torzsfakészités

A szekvencidk illesztése CLUSTALW?2 (Larkin et al. 2007) program segitségével tortént, az
alapbedllitisok alkalmazdsdval. Az illesztéseket a MEGA4 programcsomag (Tamura et al. 2007,
Kumar er al. 2008) felhaszndldsdval végeztiik, ahol a filogenetikai fa a Neighbour-Joining
metddussal (Saitou és Nei 1987) vagy a maximdlis parszimdnia elvét alkalmazva késziilt, a
nukleotidokat a Kimura-2 paraméter modellel (Kimura 1980) kezeltiik, és a gap-ek definidlasdhoz a
pairwise-deletion opciot vdlasztottuk. Az egyes dgak jésdgdnak becslésére 1000 ismétlésbol 4llé
bootstrap analizist (Felsenstein 1985) végeztiink, melynek szdzalékban kifejezett értékeit a

néduszok mellett tiintettiik fel. Kiilcsoportot nem jeloltiink ki.
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5. EREDMENYEK

5.1 Levélrozsda-fert6zés analizise fogékony és rezisztens, kézel

izogen buzavonalakon

5.1.1 Apoplaszt-proteomikai vizsgalatok a buza levélrozsdafert6zésével
osszefliiggésben

A BCE Novényélettan és Novényi Biokémia Tanszéken végzett kordbbi, gél-alapi proteomikai
kutatdsok a levélrozsda fert6zéssel asszocidltan egy 1,3-glitkandz, egy kitindz 1 és egy PR 1 fehérje
korébbi megjelenését és/vagy erdteljesebb indukcidjat mutattdk ki az Lrl genotipus intercelluldris
folyadékdban, a fogékony fajtdban megfigyeltekhez viszonyitva (P6s et al. 2005). Doktori munkdm
els6 célja a fehérje szintli vdaltozdsok iddbeli, érzékenyebb kovetése volt, valamint annak

megallapitdsa, hogy az eredmény kiterjeszthetd-e a szintén Thatcher-alapu Lr9 genotipusra is.

A mintavétel idobeli felbontdsdnak javitdsdval lehet6ség nyilott az ICF fehérjemintdzat
tendenciavaltozdsainak pontosabb kovetésére. Bar egydimenzids felbontidsban a fertézést kovetd
elsé 12 6ra még nem mutatott meggy0z6 eltérést, a napok eldrehaladtdval a géleken mér drasztikus
és a genotipusok megkiilonboztetésre is alkalmas valtozdsok voltak észlelhetok, amelyeket a Tc és
az Lr9 genotipusok dsszehasonlitdsdval az 10. dbran szemléltetiink.

Az MS-azonositds alapjiul szolgdlé 1D-PAGE mellett, amennyiben lehetdségiink volt rd, két-
dimenzidés fehérje szeparicidt is alkalmaztunk. Ennek hatékonyabb felbontdsa tovabbi, minor
kiilonbségeket is valdsziniisitett a kontroll és fert6zott (11. dbra), ill. az Lr1 — Tc 6sszehasonlitdsban
a fogékony és rezisztens mintdk ICF-jében. Ilyen kiilonbségeket 6sszkivonatban Rampitsh és mtsai

(2006) nem tudtak kimutatni.

A buza ICF fehérjék pontosabb szekvencidlis azonositdsa érdekében analizdlandé mintdinkon az
SZBK Proteomikai Kutatécsoportban PSD-spektrummal kiegészitett MALDI-TOF-ot illetve LC-
MS/MS tandem tomegspektrometriai elemzést is alkalmaztak. Az esetleges gomba eredetii
szennyezOdések azonositdsdra az adatbazis lekereséseket utobbi rendszertani kategdridra is
kiterjesztették. A fert6zés kapcsdn a harom genotipus (3 ill. 5 d.p.i.) mintdibdl tdmegspektrometriai
uton azonositott, 8 funkciondlis proteincsalddba sorolhatd, kozel 30 apoplasztfehérjét az 7. tablazat
Osszesiti feladatkor, genotipus és méret szerinti csoportositasban, izolalt gélsavjaik molekulatomeg

szerinti elhelyezkedését pedig az 12.A és B abra szemlélteti.
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Tc és Lr9 biuizavonal ICF fehérjemintazata a fert6zést koveté 1-7 nap folyaman. (12,5 %-os
SDS-PAGE, Ag-festés). A gélen jol kovethetd, hogy azonos mintatérfogatot felvive a fertézott (fert.) L9
mintdk atlagos fehérjekoncentraci6ja a kontrollokéndl (ko.) magasabb, és a rezisztens Lr9 genotipus
intercelluldris fehérjemintdzatat érintd, fertdzéssel asszocidlt valtozdsok az Tc-hez képest dltalanossdgban
intenzivebben jelentkeznek. A kiilonbségként ad6dé molekulatomeg-régiok kozt megkiilonboztethetéek
olyan sdvok, amelyek adott id6pontban eltérd intenzitdssal, de mindkét genotipusban jelen vannak (fekete
nyilak), illetve olyan sdvok is, amelyek — legaldbbis a fert6zést kovetd egy hét vizsgdlata alapjan, illetve a
festés érzékenységének tartomdnydban csak az egyik vonalra tlinnek jellemzoének (szaggatott nyilak). Te:
Thatcher (fogékony) genotipus; Lr9: (rezisztens) genotipus; ko: kontroll; fert.: fert6zott; M: molekulasily
marker; dpi: fertézést kdvetd napok szdma.
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11. abra: Lr9 buzavonal intercellularis fehérjemintazatanak osszehasonlité, 2D-PAGE proteomikai

analizise kontroll (A) és levélrozsda-fert6zott (B) mintakon. A mintavétel 3 d.p.i., az
elvalasztas pl: ~4.2-8; M,: 13-40 kDa tartomdnyban tortént. Az eltérések tilnyomé tobbsége
novekményként vagy djonnan megjelend foltként jelentkezik (szaggatott ill. normal nyilak), az e/1 és f/1
kvadrat hatdran 4ll6 folt azonban a stresszvalasszal Osszefiiggésben egyértelmiien eltiinik.
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12. abra: Thatcher buzafajta fogékony (Tc) és két, kozel izogén, rezisztens (Lrl, Lr9) genotipusa
intercellularis fehérjemintazatanak osszehasonlité analizise (10 % és 12,5 % SDS-PAGE,
CBB G-250 festés). (A) a korai valaszban - Tc és Lr1 a fertozést kovetoé 3. napon - Az (1.a-b):
endo-1,3-béta-D-gliikoziddz(ok), a (2.a-b): egy kitindz 1 protein, az (3.a-b) sdvok pedig PR 1 fehérjék
fertézéssel asszocidlt, intenzivebb kifejez6dését tdmasztjak ald az Lrl apoplasztjaban. (B) a reakcio
késébbi szakaszaban - Tc és Lr9 5 nappal p.i. - A Tc vonal, a kitindz 1 (2x, ill. 3x) kései indukcidja
mellett egy, a rezisztens vonalakban dltalunk nem izolalt, (1,3;1,4)-béta-gliikanaz (1x) fehérjét is szekretlt.
Az 119 vonal analizise ugyanakkor, a korabban emlitett kitindz 1 (7,8), az Lr1-bol ismert PR 1 fehérjék
(10,11) és gliikkozidazok (3) fogékony fajtanal erételjesebb indukdlédasanak igazoldsa mellett tobb 1,3-
béta-D-gliikozidaz izoforma ill. rokon fehérje (1,4,5,6); tovabbi PR3 kitindzok (2,7), kitin-kot6 PR4
fehérjék (12), szekrécids peroxiddzok (3-6); taumatinszert fehérjék (9,10), xilanaz inhibitorok (3,6) és egy
extracelluldris lipdz (2,3) jelenlétét tarta fel az ICF-ben. A tomegspektrumok tobb fehérje esetében
igazoltdk a gélbdl a névleges tomeghez viszonyitva feltételezett és a SignalP altal is becsiilt szignalpeptid-
hasadast, azaz N-vég hasitott formdban szekretdlt érett forma izoldldsat. (ko.: kontroll; fert./a és /b:
figgetlen fert6zések mintai)

Erdekességként emlitheté, hogy az ICF-ben azonositott fehérjéink egyike sem bizonyult gomba
eredetlinek, bar erre kiillonosen a kompatibilis kapcsolatot fenntartd, fertézott Tc esetében, a
kolonizdlé6 gomba jelenléte miatt szamithattunk. Rampitsch €s mtsai (2006) ugyanis levélrozsda-
fert6zott Thatcher-ben a 2D-géleken kiilonbségként megjelend 32 fehérje 78 %-dt
gombafehérjeként azonositottdk. Az érdemi eltérés hatterében az 4llhat, hogy mig eldbbi

kutatécsoport 0sszkivonatb6l dolgozott, addig sajat fehérjemintdink lényegében a vizoldhatd
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intercelluldris frakciobol szdrmaztak, melynek kivondsa vélhetben nem érintette a gomba

hausztériuma és a gazdandvény sejtjei kozt kiillondsen intenziv anyageserét folytatd, védettebb

membran-régidkat, igy a gyanithatéan célzottabban szekretdlt virulencia- ill. effektor-fehérjéket

sem.

A harom genotipus (Tc, Lrl és Lr9) levélrozsdafertdzését kovetd 3. ill. 5. nap apoplaszt mintdinak

MS szekvencia-analizisébdl nyert fehérje-taldlatokat funkciondlis csoportositdsban targyaljuk.

ElsOként azt a hirom fehérjecsalddot részletezziik, amelyek egy vagy tobb azonositott tagjdnak

indukciéjat a vizsgalt hdrom genotipus mindegyikében, vagy legaldbb mindkét rezisztens vonalban

sikeriilt igazolnunk.

Gliikandzok

A hidrom vizsgélt genotipusban MS-azonositott, a rozsdafertdzéssel osszefliggésben indukdlédod

glilkandzokat a 7. tdblazat foglalja 6ssze, osztdlyozadsukat és pontosabb rokonsdgi viszonyaikat a 13.

abra szemlélteti.

® BAE9505D ® Triticum aestivum
a3 AAD10382

@® AAD28734 @ Hordeum yulgare
AAD10383 Oryza sativa
®:canazazs Avena sativa

— @ AAD28732
AAD10379
® AAA21564 .,
AAD10380 A alcsalad
® AAA32961 A
AAD10381 \

@® AAA32960 \ -
- ® cAls4809 % Lr9 (5 d.p.l.)
100§ @ AAL88447.2 X

@ AAA32958 \
r® CAA77085 \

\ &
® AAYSeaz2 |y \\ Lr1 (3 d.p.l.)

@ AAYBB778 | 3

53

94

100

93

100

13. abra:

CAA4168 7 \
— @ 1803523A \\
CAA78834 P
® CAA36801 B alcsalad
+—Tc (5 d.p.i.)
93 @ AAA32957 9
I : AAD10384 .
]S © alosalad
93 @ AAC39322 |
@ AAA90953 5
AAD10386 :| D alcsalad
—
0.05

A levélrozsda-fertozéssel asszocialtan Kkifejez6d6, proteomikai tvton azonositott
apoplasztikus buza gliikanazaink filogenetikai kapcsolatrendszere az egyszikii béta-D-
gliikkanazok torzsfajaban. (A bootstrap-konszenzus fdt szomszéd-csatoldsos eljdrassal, a MEGA4
program segitségével szerkesztettiik). A filogram azt szemlélteti, hogy a rezisztens Lrl ill. Lt9 vonalakban
azonositott glikkandzok (kék ill. zold hattérrel) a heterogén endo-1,3-gliikkandzok kozé (A alcsaldd), mig a
fogékony Tc vonalban indukél6dé glitkkandz (bordé hattérrel) az evoldciésan eldbbiekbdl levezethetd 1,3-
1,4-gliikandzok 4géba sorolhat6 (B alcsaldd). Azonos hattérben az MS-adataink alapjdn egyértelmiien nem
megkiilonboztethetd fehérjék. A szaggatott, bordé nyil az egyeldre csak az aktivitds-assay-bol és
génexpresszids vizsgalatainkbol feltételezhetd endo-1,3-gliikkandz indukcidt jelzi a Tc-ben. !
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Az egyszikii gliikandzok Higa-Nishiyama és mtsai (2006) d4ltal felallitott A-D alcsalddos
csoportositdsat alapul véve (13. dbra), a bizavonalaink fert6zott apoplasztjdban azonositott béta-
glilkandzok egy kivétellel a meglehetdsen diverz A-alcsalddba sorolhatok, melynek képviseldi az
1,3- ill. 1,3;1,6-béta-gliitkdnok 1,3-glikozidos koétéseit hasitjdk. Mig azonban a rezisztens Lrl
és/vagy Lr9 genotipusokbdl izoldlt AAY88778/AAY96422, CAATT085, CAI64809, AAD28732 és
BAE96089 fehérjéink az A-csaldd tagjai, addig a fogékony Tc fajtdbdl izoldlt, (legvaldsziniibben)
ABB96917 fehérje, szekvencidja szerint egyértelmiilen az abbdl evolicidésan ledgaztathaté B-

alcsaladba illeszkedik (1,3;1,4-béta-gliikanok 1,4-kotéseit hasité enzimcsoport).

A ~33 kDa tomegrégioban olyan, mindkét rezisztens vonal fertézése kapcsan er6sodd festédésii
sdvokat izoldltunk az Lr1 (3 napos p.i.) és az Lr9 (5 napos p.i.) mintdkbodl, amelyek a fogékony Tc
megfeleld mintdiban egyardnt csekély és a fert6zésre nem viltozd fest6dést mutattak (12.A
abra/’la,b’ és 12.B dbra/’3’). Az izolalt fehérjesdv tomegspektrumédhoz egyforma mértékben
illeszkedhet két, egymdssal kozeli rokon, csak szigndlpeptidjiikben kiilonb6z6 buza beta-1,3-
glucanase (AAY88778 és/vagy AAY96422) az NCBI adatbazisbdl, Lrl1-ben max. 61,1 %, Lr9-ben
38 % szekvencia-lefedettséggel. A prekurzor N-végben fenndllé egy aminosavnyi eltérésiik (6. as:
Phe vs. Gly) nem segithet az azonossag tisztdzdsdban, mert az (-).IGVCYGVIGNNLPSR.(S) nem-
klasszikus triptikus peptid tandsdga szerint az ICF-ben mér a szigndlpeptid-mentes, érett forma van
jelen.

A fertézott L9 genotipus apoplasztjdban (5 dpi) elébbi(eke)n kiviil tovdbbi négy buza 1,3-
endogliikandz el6forduldsa és indukcidja valdszinlisithetd a 30-40 kD kozotti molekulatomeg-
régiobol. Ezek a 12.B dbra szdmozdsa szerint a kovetkezok: a kozeli ~32 kDa régidban [’4’ sav]
egy, az eldbbi fehérjéktdl minddssze 8 nukleotidban eltérd, s a 220. pozicidban konzervativ eltérése
(Ser—Thr) révén azonositott glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (CAA77085; szekv. lef. 54 %);
a ~31 kDa régidban [’5’ sav] egy putative glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (CAI64809;
szekv. lef. 25 %), a 31-30 kDa tartomanyban [5-6. sav] egy beta-1,3-glucanase precursor
(AAD28732; szekv. lef. 25 %); és végiil, a ~38 kDa régiobol [’1’ sav] egy tavolabbi homolég,
endo-beta-1,3-glucanase (BAE96089; szekv. lef. 28 %).

Az Lr1-Tc pér fertézése targyaban eldbbihez hasonlé mélységli analizist sajnos nem tett lehetové a
rendelkezésiinkre 4ll6, korldtozott mintamennyiség ill. a gélek (3 dpi) felbontdsdnak gyengébb
mindsége. Ennek ellenére, a 30-33 kDa mérettartomany az Lr1 rezisztens vonal stresszvilaszdban is
intenzivebb fehérjekifejezddést valdszinlisit, mely a mar azonositott (AAY88778/AAY96422) 1,3-
endogliikandz(oka)t képviseld 1a-b sav mellett egyéb fehérjékre is kiterjed (12.A édbra).
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Ugyanebben a tartomdnyban a Tc vonal fert6zott mintdiban (3 d.p.i.) az Lrl1-Tc péros fertdzését
Osszevetve nem figyeltiink meg a kontrollhoz képest fokozott fehérjeakkumuléciot (12.A édbra), az
Lr9-Tc sorozat ismételt kisérleteinek jobb felbontdsu gélein pedig, bar egyes napokon a Tc-ben is
megfigyelhetd volt csekély intenzitdsnovekedés, a kiillonbség gyakran nem volt reprodukdlhatd, és
annak mértéke — egy sdvot kivéve — nem is érte el az Lr9-ben tapasztalt indukcids erdsséget.
Mindez arra utal, hogy béar a Thatcher-ben szintén lehetséges a 31-33 kDa méretii fehérjék fokozott

indukcidja, az a rezisztens vonal(ak)hoz képest a vizsgilt idépontokban kevésbé szamottevo.

Ez a jellemzd véltozédst mutatd, a Tc 5 d.p.i.-s mintdjdban ’1x’-ként jelolt sav, méretét tekintve
ugyan az Lr9 6. sdvjdval komigralt (12.B abra), jelenléte azonban, a rezisztens vonalaktdl eltéréen
csak a fertdzést kdvetd 5-6. naptdl volt bizonyithaté SDS-PAGE-n. A sdv MS-analizise viszont az
el6zbek alapjan véarhatd, Lr9-ben izolalt 1,3-gliikandz (AAD28732) helyett, Tc-ben érdekes médon
endo-1,3-1,4-gliikkandz(ok) indukcidjat igazolta. Az MS-analizdlt peptidek az NCBInr adatbazisbol
hiarom biuza (1,3;1,4)-beta-glucanase-zal is azonos mértékii (17 %) illeszkedést mutatnak
(CAAB0493, CAA80492 ill. ABB96917), ezért jelenleg nem donthetd el, hogy valdjdban melyik
fehérje indukdlédik. A névleges molekulatomegek (32,1; 32,1 és 29,6 kDa) és a géliinkon
azonositott MW (~30 kDa) Osszevetése alapjan mindenesetre nem az elsd két, Lai és mtsai (1993)
altal, egészséges csirdzé ’Millewa’ buzafajta géntérképezése sordn taldlt fehérjével, hanem az
utébbi, konceptudlis transzldcidval levezetett fehérjeszekvencidval vald azonossag az esélyesebb. A
fehérjék valamelyikét (vélhetéen a CAA80493 izoformit) egészséges ’Chinese Spring’ biiza
apoplasztjdban magunk is kimutattuk (1d. 5.3 fejezet 11. tdbldzat).

Kitindazok (PR3 csaldd)

A ~27 kDa koriili mérettartomdnyban mindhdrom vizsgalt genotipus apoplasztjdban sikeriilt
kimutatnunk a gombafertdzéssel asszocidltan egy ligos chitinase I buzafehérje (BAB82471) ill.
homoldgja jelenlétét. A protein sdvja az Lrl és Lr9 vonal fert6zott egyedeiben kordn, mar a 2-3.
napon szdmottevd mennyiségben indukdlédott (12.A dbra/’2 a,b’ - 29 % ill. 12.B ébra/’7, 8’ - 42 %
ill. 37 % szekv. lef.), és kissé késleltetve (4-5. nap p.i.) a fogékony Tc fajta stresszvalaszaban is
észlelhetd volt (12.B abra/’2x’ - 21 %, ’3x’ — 14 %).

A fertdzott Lr9-es vonalban két masik, szekvencidlisan a BAB82471-mal tdvolabbi rokonsigban

allo kitindz (24. dbra) jelenléte is kimutathato:

(i) Szintén a ~25-27 kDa régiéban, egy chitinase II (AAD28730) ill. chitinase IV (AAD28733)
precursor-ral egyardnt homolég fehérje nyomat detektdltuk 5 nappal p.i. (12.B dbra/’7’), melynek

azonositdsa egy mindkét fehérjére egyformén illé (6 % ill. 5.5 % szekv. lef.), 15 as hosszisagi
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triptikus peptidre alapult. A fehérje elektroforetikus mobilitdsa alapjan azt valdsziniisitem, hogy
izolalt fehérjénk a chitinase IV érett forméjanak (26,6 kDa) felel meg.

(i) A ~35 kDa régidban, a 4. naptdl p.i. egy tovabbi endokitindz fehérje expresszidja bizonyithaté
(12.B ébra/’2’), melyhez az NCBI adatbdzisiaban, gabonafélék korébdl a rozs egy kettds funkciodjd,
31.7 kDa class I endochitinase-antifreeze protein precursor-a (AAG53609) all a legkozelebb
(szekv. lef. 16 %). Az elébbire ill6 triptikus peptidek mindegyikének megfelelé buzahomoldg
viszont egyelére nem ismert: egy Ib osztdlyba sorolt biiza endochitinase-ban (CAA53626) a 101.
poziciéban szekvencidnkhoz képest biztos eltérésként Q (GIn) helyett L (Leu) all, egy madsik
chitinase I (AAR11388) és egy chitinase 3 (BAB82473) pedig, sajit peptidiinkhéz képest két-két
eltéréssel szolgal a 197. (H—Y) és 206. (Q—R) pozicidkban.

PR 1 fehérjék

Evolicidés szempontbdl a két rezisztens vonalban (Lrl, Lr9) éltalunk potencidlisan azonositott, s
egymdssal >90 %-os azonossdgid hirom PR1 fehérje a buza PR1 fehérjék szekvencidkban
gazdagabb dgiba sorolhatd, szoros rokonsdgban 4all egyes PR1b fehérjékkel, pl. H. vulgare
CAAS52894 (Hv-8) és T. monococcum AAZ94266 proteinekkel, de meglehetdsen tdvol a biiza
PR1.2 4ltal képviselt 4gtol.

A 15 kDa-t kismértékben meghaladé mérettartomanybdl (12.B dbra/’3a,b’ sav), az Lrl vonal
rozsdafert6zés hatdsara adott stresszvalaszaban, 2005-ben egy PR 1 csalddba sorolhat6 fehérjét
mutattunk ki PSD spektrummal megerdsitett MALDI-TOF analizissel, mely a rezisztens vonalban
mdr 3. d.p.i.-nél, a fogékony Tc fajtdhoz képest kordbban / intenzivebben indukalddott (Pés et al.
2005). Az azonositott peptidek ~15-20 %-at (7-et), koztiik egy nem klasszikus, szekretdlt formara
utal6 triptikus peptidet (-).QNSPQDYLSPHNAAR.(A), max. 57 %-os szekvencia-lefedettség
alapjan, akkor egyediili NCBI buzahomolégként a pathogenisis-related protein 1.1 (CAA07473)
érett formdjaval azonositottuk. Az NCBI adatbézis id6kdzben jelentdsen boviilt, ezért a hajdani
tomegspektrumok alapjdn ma dgy tinik, hogy mintdnkban egy madsik, kozel rokon buzafehérje, a
pathogenesis-related protein 1 (AAK60565) parhuzamos jelenléte is igazolhaté (12.A dbra/’3b’ -
47.6 %; ’3a’ - 457 %), amit tobb, elébbire is ill6 és harom ujabb, a kordbban azonositott
peptidekkel dtfedd, de Osszesen 8 pozicidban is eltéréseket mutaté peptid valdszinisit, és az
utébbival erdsen rokonithaté pathogenesis related-1 (AAP14676; *3a’ - 40.4 %) is jelen lehet.
Mivel azonban a két utébbi fehérje érett formdja kozt fenndllé egy aminosavnyi eltérés (Ser vs. Thr)
régidjabol csak az els6 két fehérjének megfeleld6  peptideket detektdltuk  (pl.
T.KLQGFAQSYANQR.I), a sdvban a harmadik fehérje valdszinlisége eldébbieknél csekélyebb,

hiszen jelenlétét eggyel kevesebb peptid magyardzza.
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Az Lr9 vonaldban 5 nappal p.i. végzett, hasonld vizsgélatokbdl szintén az elobbi két (esetleg
hirom) PR 1 fehérje erdteljes indukcidja valdsziniisithetd, feltételezhetden a rezisztencidval is
Osszefiiggésben: Az Lr1-bdl kivagott régidval azonos, ~15 kD-os MW tartomanybdl izoldlt foltban
(12.B 4bra/’11’ sdv) 60,4 %-os lefedettséggel a CAA07473 fehérje jelenlétét igazoltuk, mig tovabbi
két, szekvendlt peptid alapjan, ugyanezen foltban 21,3 % ill. 22,4 %-os lefedettséggel a AAK60565
és/vagy AAP14676 fehérjék jelenléte is valdszintisithetd. A két utébbi PR1 fehérje barmelyikére
utald triptikus peptideket a preprotein formdiknak megfeleld ~18 kDa molekulatdmeg régiéban
(12.B 4bra/’10’ sav) is azonositottunk 20 % ill. 21 %-os szekvencia-lefedettségi biztonsdggal.

A PR1.1 fehérje kapcsdn furcsasdgokat is tapasztaltunk: (1) A fehérje 15 kDa foltjabdl szdrmazé
egyik peptid szigndlpeptidet (SP) is tartalmaz6 szekvencia. (2) A 25 kD-os mérettartomédnybdl
(12.B 4bra/’8’ sdv), a chitinase 1 proteinnel komigrdléan szintén taldltunk egy, a PR1.1-re
illeszkedd triptikus peptidet, amelynek (egyelore legaldbbis) nem ismert mds, nagyobb
molekulatdmegli homolégja. Mivel utébbihoz hasonlé anomdlia jelentkezett a PR1.1 fehérjével
szembetlind szekvencidlis rokonsdgban all6, kadmium-stresszelt drpa apoplasztjabdl izoldlt PB1-3
(PR1b — Hv 8) protein 1D-PAGE analizisénél is, elképzelhetd, hogy a latszélagos, pozitiv irdnyu
méretbeli elmozdulds a két rokon protein jelentds gliikozildltsdgira vezethetd vissza. Ennek
lehet6ségét mindenesetre a NetNGlyc 1.0 szerver erésen valdsziniisiti egy, mindkét fehérje 20.

aminosavanal azonositott N-glikozilacios hely képében (Asn*® — (Lyszl) — Ser™).

Az eddig taglalt hdrom, ismerten antimikrobidlis proteincsaldd mellett, egyeldre kizardlag az Lr9-
ben tovabbi 5 fehérjecsaldd képviseldit azonositottuk a stresszvélasszal Osszefiiggésben ndvekvod

intenzitdsu fehérjesavokbol:

Peroxidazok

Az Lr9 mintdkban a fert6zéssel Osszefiiggésben 5 kiillonb6zd peroxiddz jelenlétét sikeriilt
kimutatnunk, az egydimenzids gélek 30-35 kDa kozotti molekulatomeg-tartomdnydban (12.B
abra/’3-6’) egymdssal ill. gliikkandzokkal komigrdlva. Az analizdlt peptidekhez 3 esetben
bizahomolégot is rendelhettiink: a cv. *Biggar’ fajtabol izolalt két peroxidase (CAAS59486; [*3’] -
13 % szekv. lef.) és (CAAS9485; [’S’] - 17 % szekv. lef.), tovabba a cv. ’Cheyenne’-ben leirt
peroxidase precursor (WP2) formdjiban (Q0585; [6°] sdv). Tovabbi peroxidaz tipusu, de eldbbi
hirom szekvencia egyikére sem illeszthetd peptideket vizsgédlva, a homoldgok kozt legkdzelebbi
rokonként a kenyérbuza egyik diploid 8sébdl, T. monococcum-bdl szarmazé két ortolég peroxidiz
gén termékeit taldltuk az NCBI adatbédzisban. Két egyedi peptid a peroxidase 2 (AAWS52716; [’4’]
- 22 % szekv. lef.) proteinnel rokon buzafehérje jelenlétére utalt, legalabb 6t masik peptid pedig
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kifejezetten a peroxidase 6 (AAW52720; [’4, 5°] - 23 ill. 10 % szekv. lef.) bizahomoldgjat

valoszinusitette.

Liu és mtsai (2005) a Triticum monococcum-ban altaluk azonositott 10 kiillonb6zé peroxiddz génre
alapozva filogenetikai klaszterezést végeztek Oryza ill. Arabidopsis szekvencidk kiegészitd
felhaszndldsaval. Ezt a csoportositast alapul véve ugy tlnik, hogy az Lr9 vonalban levélrozsda-
fertdzéssel Osszefliggdnek taldlt 5 peroxiddz buzafehérjéink mindegyike az 1. klaszterként definialt
peroxidédz-géncsoport tagjai dltal kédolt:

A cluster I egyik, savas peroxiddzokat tartalmazé dgdban helyezkedik el, a TmPRX1 gén
fehérjéjével szoros rokonsagban a CAA59486 buzafehérje, valamint a TmPRX2 gén termékének
(AAWS52716) altalunk izolalt, putativ biizaortologja. A cluster I egy masik agaban, a TmPRX3
génnel mutat kozeli rokonsdgot két ligos jellegli buza peroxiddzunk: CAAS9485 és QO058SS.
Végiil, a cluster I-en belill egyedi, TmPRX6 gén éltal képviselt dgba tartozik a 7. monococcum

peroxidase 6 fehérjével (AAWS52720) ortolognak feltételezett, szintén ligos tipusu buzafehérjénk.

Taumatinszerii proteinek (TLP)

A ~23 kDa molekulatomeg-tartomanyban (12.B dbra/’9’ sav) legaldabb két, egymassal kozel rokon
TLP komigrélasat valdsziniisithetjiik:

Ezek egyike — két triptikus peptid révén — egy drpa TLP8 proteinnel (AAK55326) homoldg (szekv.
lef. 12 %). Bizédban fehérje megfeleldje egyelore nem ismert, bar a peptidek a TIGR adatbézis
TA68252_4565 kédid cDNS buza klon szekvencidjdban is megtaldlhatéak. A foltb6l azonositott
tovéabbi 6t TLP-specifikus triptikus peptid mindegyike el6fordul az arpa TLP7 protein (AAKS5325)
érett alakjdban (26 % szekvencia lefedettséggel). A jellegzetes, két aminosavval rovidebb N-vég
peptidtdl (-).ATITVVNR.(C) eltekintve ugyanezek a peptidek a Barperml (AAB71680)
arpafehérjében is el6fordulnak. A buzdban taldlt leghasonlobb fehérje egy ABA- és hideg-indukalt
thaumatin-like protein (AAM15877; szekv. lef. 22 %), de ennek szekvencidja csak részleges
egyezést mutat, igy pl. 90. aminosav pozicidjdban Thr helyett biztosan Ala van.

A ~18 kDa-s mérettartomanyban tovabbi két TLP jelenléte valdszintsithetd (12.B abra/’10),
mely(ek) legkdzelebbi biiza homoldgjai: CAA66278 és AAK60568 (szekv. lef. 21 % ill. 7 %).

Tovdbbi kitinkotd ill. kitindz fehérjék (PR4 csaldd)

Az Lr9 vonalban a PR3 fehérjecsalddba sorolhaté kitindzokkal funkciondlisan rokonithaté PR 4
fehérjék nyomat is sikeriilt kimutatnunk (12.B 4bra/’12’). E fehérjéket doménszerkezetiik alapjin a

kitin-analégokat gyengén kotd Barwin szupercsalddba soroljak. Az izolalt mérettartomény (13-14
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kDa) és a szekvendlt 6 triptikus peptid szekvencidja alapjdn mintdnkban legaldbb hirom, kozel
rokon fehérje lehet jelen:

4 peptid révén (szekv. lef. 39 %) egy 14 kD nagysdgi pathogenesis-related protein-nel
(2209398A), ill. a wheatwin-2 precursor (064393) érett, SP-mentes alakjaval taldlunk homol6giat
(szekv. lef. 33 %), mig 3, eldbbivel csak részben egyezd peptid a wheatwin-1 precursor (064392)
érett, SP-mentes formdjaval mutat hasonlésdgot (szekv.lef. 15-20 %). Megjegyzendd, hogy az MS-
analizélt peptidek egyike nem klasszikus triptikus peptid: (-).QQATNVR., s a végén taldlt Glu —
pyro-Glu moédosuldsa szintén az apoplasztba szekretdlt forma izoldldsdra utal. Két tovabbi, az
elébbiektdl eltérd peptid alapjan végiil 18 % szekvencia lefedettséggel egy harmadik, a wheatwin$,
putative vacuolar defense protein-nel (AAS78780) rokonithato PR4 fehérje megjelenése is

valoszinusitheto a fertozott Lr9 mintaban.

Extracellularis lipdzok

El6bbieken kiviil, egy GDSL-szerli extracellularis lipdz megjelenése is bizonyithaté a ~35-38 kD-s
tartomdnyban, az endokitindzzal ill. egy endogliikandzzal és peroxiddzokkal komigrdlva (12.B
abra/’2, 3’), melynek legkozelebbi homoldgjat arpaban taldltuk: UCW116, putative lipase
(ABL11233); 12.B 4bra/’2’ - 6 %; ’3’ - 16 % szekv. lef.). Bizdban az EMBL adatbazisban még
nem ismert az analizalt peptidekkel nagy hasonlésdgot mutatd fehérje, de a TIGR adatbazis egy
cDNS klénjabdl (TA59836_4565) transzlalt biza fehérjeszekvencia nagy hasonlésagot mutat, bar a

szekvencia azonossdg nem teljes (286. pozicioban Glu — Arg csere).
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7. tablazat:

A levélrozsda-fert6zott Thatcher, Lrl és Lr9, kozel izogén biizavonalak apoplasztjaban tomegspektrometriailag azonositott fehérje

homolégok dsszefoglalé tablazata (ill.: az egyarént valdszindi, pl. (kozel) azonos szekvendlt peptidekkel és hasonld szekvencia-lefedettséggel illeszkedd
homolégok. A megadott Mr-érték a homol6g NCBI fehérje-adatbazis szekvencidjabol kalkulalt névleges tomeg, amely a szekretdlt formdk gélbeli mobilitdsdval
gyakran nem egyezd, és éretlen, szignil-peptides formdt is jelolhet; n.é: nem értelmezhetd)

NCBI/GenPep

SZEKVENCIA LEFEDETTSEG (%) A MEGFELELO GELSAVBAN

(no. az 16.A és B abran)

PROTEIN HOMOLOGOK ACCESSION no. M; (Da) To T oo TAXON REFERENCIA
Ix | 2x | 3x |1A| 2A | 3A| 1 2 3 4 5 6 7 8 10 | 11 | 12
beta-1,3-glucanase 0i|68250406/ 35 386 T. aestivum )
ill. AAY88778 61% 38% (?Jlélpibé’; KangZ.
beta-1,3-glucanase 0i|68349051/ 35 356 ; ’
’ AAY96422 T. aestivum
glucan endo-1,3-beta-D- gi|3757682/ 35448 54 T. aestivum cv.
§ glucosidase CAA77085 ° ‘75141 Dudler R. (unpub.)
e putative glucan endo-1,3-beta-D- | gi|61657664/ 34 253 259% T. aestivum cv. Abderhalden O. & Dudler
B | glucosidase CAI64809 75141 R. (unpub.)
P4
§ beta-1,3-glucanase precursor 0i|4741846/ 34917 T. aestivum cv.
3 AAD28732 21%| X% Sumai 3 Li et al. (2001)
o
endo-beta-1,3-glucanase gi[109150348/ 36 187 28% T. aestivum cv. Higa-Nishiyama et al.
BAE96089 "Norin 61’ (2006)
(1,3;1,4) beta glucanase 0i|83031478/ 31500 Wana HY. Y WX &
o . ang H.Y., Yang W.X.
ABB96917 17% T. aestivum Lin DQ (unpub.g)]
chitinase 1 0i|18146825/ 27 458 21% 1149 299 42% | 379 . Kawakami A. & Yoshida
2 BAB82471 % 14% 9% %\ 87% T. aestivum M. (unpub.)
o " :
= | 31.7 kDaclass | endochitinase- gi[12407647/ 34 584 129 S. cereale var.
\E antifreeze protein precursor AAG53609 ° "Musketeer’ Yeh et al. (2000)
=2
i | chitinase IV precursor Qi|4741848/ 29 026 T. aestivum cv.
X AAD28733 6% 'Sumai 3' Li et al. (2001)
pathogenisis-related protein 1.1 0i|3702663/ 17 651 o o T. aestivum cv. .
CAA07473 57% 60% Kanror Molina A. et al. (unpub.)
= | pathogenesis-related protein 1 0i|14334165/ 17 537 o o o
& AAKB0565 55% 20%| 21% S. cereale Yu L. et al. (unpub.)
pathogenesis related-1 gAllASFc’)mggigﬂ/ 16 752 50% 21%| 22% T aestivum Ray et al. (2003)
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7. tablazat (folyt.):

NCBUGenP SZEKVENCIA LEFEDETTSEG (%) A 12.B ABRA MEGFELELO SAVJABAN
4 enPep
PROTEIN HOMOLOGOK ACCESSION no. M, (Da) Tc Lr Lr9 TAXON REFERENCIA
1x|2x|3x|1A]2A|3A 2 3 4 5 617 9 10 |11] 12
Peroxidase gi|732974/ 30 463 o T. aestivum cv. .
(TMPRX 1 homolég) CAA59486 13% Biggar Baga et al. (1995)
& - -
& |peroxidase 2 gi|57635149/ 33 386 o .
& | (TmPRX2) AAW52716 22% T. monococcum Liu et al. (2005)
g peroxidase 6 gi|57635157/ 35 260
[=) 23% | 10% T. monococcum Liu et al. (2005
g (TmPRX6) AAW52720 ° ° u u ( )
£ | Peroxidase gi|732972/ 33113 T. aestivum cv. .
17% o , Bdga et al. (1995
&' | (TmPRX3 homolog) CAA59485 ° Biggar 9 (1995)
peroxidase precursor (WP2) gi|730298/ 32 382 T. aestivum cv. .
X% , \ Hertig et al. (1991
(TmPRX3 homol6g) Q05855 ° Cheyenne 9 ( )
& thaumatin-like protein TLP8 gi[14164983/ 25213 129 H. vulgare Reiss és Horstmann
&2 |, AAK55326 f (2001)
Er TAB8252_4565 (transcript assembly) |- (TIGR) n.é. T. aestivum
Q. | thaumatin-like protein TLP7 gi[14164981/ 23 644 29 Reiss és Horstmann
2 il AAK55325 i”A’ H. vulgare (2001)
K | Barperm1 gil2454602/ 22 554 ) Skadsen és Herbst
N o,
2 AAB71680 24% H. vulgare (unpub.)
| thaumatin-like protein 0i[1321999/ 18 391 o . Mingeot és Jacquemin
:E: CAAGE278 21% T. aestivum (1998)
ﬁ thaumatin-like protein %lp}?gggggﬂ 17 588 7% T zestivum Yu et al. (unpub.)
pathogenesis-related protein gi|1588926/ 14 013 39%
& |l 2,209398A ill. T. aestivum Caruso et al. (1996)
X | Wheatwin-2 precursor (PR4b) 0i|34925032/ 339,
NT 064393 °
< f in . .
putative vacuolar defense protein 0i|45862004/ 18 181 o, | T. aestivum cv. .
£ | wheatwin 5 AAS78780 18%| 5. Pastore’ Bertini et al. (2006)
[~ ._ -
Wheatwin-1 precursor (PR 4a) g?44§92§030/ 16 024 15% | T aestivum Caruso et al. (1996)
N UCW 116, putative lipase 0i[118748148/ 38 826 < | < H. vulgare
o |l ABL11233 6% | 16% Yan et al. (2006)
=l | TA59836_4565 (transcript assembly) - (TIGR) n.é. T. aestivum
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5.1.2 Apoplasztikus enzimaktivitas vizsgalatok eredményei

A proteomikai eredmények megerdsitésére és kiegészitésére az endo-1,3-gliikandzok és a kitindzok
esetén enzimaktivitds méréseket is végeztiink. A levélrozsda-fertdzésre fogékony ill. rezisztens
buzavonalak apoplasztjdnak dsszehasonlitdsdra olyan enzimkivonatokat haszndltunk fel, amelyek -
a nagy mintaszim kezelési nehézségei miatt - egymdstdl fiiggetlen kisérletekbdl szarmaztak a
Thatcher alapfajta két kozel izogén, Lrl és Lr9 rezisztens vonala esetében. A kisérletek
koriilményeiben esetlegesen fellépd eltérések ellendrzése céljabol a fertdzéseket mindkét esetben a
megfeleld fogékony (Tc) genotipussal parba allitva végeztiik.

A mintavétel az els6 12 6rdban 2-2,5 6ranként, majd 7 napig naponta tortént. Eredményeinket a 14.

abraban Osszesitettiik.

5.1.2.1 EC endo-1,3-gliikkanaz assay eredményei

Az analizis médszertani adaptdldsdnak eredményeit, a mérés optimalizdldsat és kivitelezését Kabai
Moénika (2008) irdnyitdsom alatt végzett szakdolgozata targyalja. Az ott leirt eredményeket itt csak
roviden foglalom Ossze, hogy a fehérjeanalizis eredményeivel és a kovetkezd fejezetben targyalt
transzkripcids analizisekkel vald Osszevetés lehetdvé vdljon. Ugyanezt a célt kovetem az 5.1.2.2

fejezetben a kitindz aktivitds vonatkozdsdban.

Az enzimatikus karakterizdlds részeként meghatdrozott pH optimum (4.8-5.5) vonatkozdsdban a
hirom genotipus egységesnek mutatkozott. A végs6 analiziseket pH 5.4-en végeztiik.

Az altalunk vizsgdlt 1,3-glikandzok a fertézést kovetéen mind a Tc-Lrl, mind a Tc-Lr9
Osszehasonlitdsban, kezdetben kozel azonos aktivitdssal jelentkeztek a két rezisztens és a fogékony
vonalban, és az aktivitds emelkedésében tiikr6z6d6 indukcidjuk fehérjeszinten 8-10 oOrdval a
fert6z€s utdnra tehet6. A késobbi aktivitisnovekedés a rezisztens vonalakban szembetiinden
nagyobb, a ’Thatcher’ fajtdhoz képest 2,5-4-szeres, és maximumat kb. a fertézés utdn négy-ot
nappal éri el. Hasonl6 id6pontra esik, bér kisebb az aktivitasi cstics a par 6rdval kordbban reagald,
levélrozsda-érzékeny Tc fajtandl is, amelyben a maximum elérése (3-4. dpi) utdn megkezdddik az
enzimkoncentracié folyamatos lassi visszatérése is a kiinduldsi dllapothoz. Ezzel ellentétben, a
rezisztens fajtdkndl a fertézés utdni 7. napig csak kismértékl aktivitdscsokkenés figyelhetdé meg

(14.A 4bra).
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14. abra:

A gomba eredetii sejtfalat bontani képes, intercellularis (A) béta-1,3-gliikanaz és (B)
kitinaz enzim aktivitas indukciés dinamikaja a Thatcher (Tc) buzafajtaban és két kozel
izogén, Lrl és Lr9 vonalaban, a levélrozsdafert6zést koveto egy hét folyaman. Az egészséges
(7. naposan mock-fert6zott) csirandvények normdl élettani fejlédésének masodik hetében sem a fogékony
‘Thatcher’, sem pedig a rezisztens Lrl és Lr9 vonalak nem mutatnak szdmottevd 1,3-gliikan4z ill. kitinaz
aktivitdst az apoplasztban. A genotipusok kozt aktivitdsukban és indukdlédasuk dinamikdjaban fenndllo
kiilonbségeket a levélrozsda-fertdzés hozza felszinre. (A): Az intercelluldris béta-1,3-gliikkandz aktivitds
mindhdrom vonalban indukdlédik a fertézéssel Osszefiiggésben, de az Lrl és az Lr9 rezisztens vonal
értékei a fertzést kovetd 2-3. napon beérik, majd elhagyjdk a kordn reagild, fogékony Tc aktivitdsszintjét,
és egy mdsodik, eldbbinél joval intenzivebb aktivitds csticsot mutatnak a 4-5. nap (p.i.) kornyékén. A
fogékony Tc vonal ezzel szemben még a 3-4. napon (p.i.) eléri joval enyhébb aktivitdsi maximumat és
lassan ereszkedik vissza kiindulasi szintjére. (B): A szekretalt kitindz aktivitds szintén indukcios profillal
jellemezheté mindhdrom genotipusban. A Tc korai (10. éra p.i.) vdlasza egy 1. napos (p.i.), szerényebb
plat6 elérését kovetden egészen a 4. napig (p.i.) fennmarad, és csak ezutdn kezd lassan csokkenni. A
rezisztens vonalak kitindz vélaszai kezdetben lassabban indukdlédnak, de legkésébb a 2. napot (p.i.)
kovetden biztosan elérik a Tc szintjét, és egy hét alatt olyan intenziv, 2 (Lrl) ill. 3 (Lr9) hulldmud
indukcids sorozatot fejeznek ki, amelyben aktivitds maximumuk a fogékony vdlasz intenzitdsdnak
legaldbb 2,5-szeresét éri el. A kisérletek koriilményei kozt egyel6re ismeretlen és nehezen kontrolldlhaté
eltéréseket valdszinlsitiink, melyek a jiniusban (Tc-Lrl) és janudrban (Tc-Lr9) fert6zott Tc mintdk
csekély aktivitaskiilonbségeiben tetten érhetok.
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Az Lrl és az Lr9 rezisztenciagént hordoz6 buzavonalak apoplasztikus 1,3-gliikandz aktivitasat
Osszehasonlitva dgy tinik, hogy indukcidjuk némileg eltéré idOzitésti ill. mértékli. Amig az
apoplasztikus 1,3-gliikandzok indukcidja az Lrl-ben kissé kordbbi idOpontban ill. nagyobb eréllyel
indul meg (2. dpi), majd magasabb aktivitidsértékben csicsosodik a 4. napon (p.i.), addig az Lr9-ben
ez a vdalasz egy kissé lassabban (3. dpi) indul be és kisebb intenzitdssal, kb. az 5. napra éri el
maximumadt. A késObbiekben, a 6-7. napra (p.i.) azonban mind az Lr1, mind pedig az Lr9 endo-1,3-
glilkandz aktivitdsgorbéje kozel azonos értéket olt. Mivel ismételt kisérletekben hasonlé tendencidk
mutatkoztak, lehetséges, hogy az aktivitisnovekedés kinetikdjaban megfigyelt eltérés valds. Mivel
azonban a 14.A abran bemutatott Tc-Lrl és Tc-Lr9 fertézéses kisérletekben a Tc vonal 1,3-B-D-
glilkandz aktivitdsdban is megfigyelhetok iddbeli eltoléddsok, lehetséges, hogy a mérési vagy

kisérleti hibabdl ered6 ingadozdsokrol van szé.

5.1.2.2 EC Kkitinaz assay eredményei

A kitindz aktivitdsmérés ICF-re val6 optimalizdldsat és az assay kivitelez€sét irdnyitdsom alatt Rab
Enikd (2008) szakdolgozénk végezte, diplomamunkdja részeként. A tdg kémhatds-tartomdnyban
(pH 3.2-10.2) végzett vizsgélataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a fert6zott ICF-ben igen
széles pH intervallumban (pH: 4.3-7.8) aktiv kitindz formdk vannak jelen, de a hdrom genotipusban
az aktivitdsok kémbhatds fliggése kissé eltérd. Az eredmények Osszehasonlithatdsdga érdekében
méréseinket pH 7.0-n kiviteleztiik (14.B dbra).

Az apoplaszt kémhatdsa normdl koriilmények kozt tobbnyire stabilan pH 5-6.5 értékeken beliil
mozog (Gao et al. 2004, Felle 1998, Grignon és Sentenac 1991). Egyes régidkra, par sejtcsoportra
kiterjed6en azonban jelentds lokdlis pH-eltérések (pH: 5.7 — 7.0) is mérhetdek (Kosegarten, 1999),
és bizonyos abiotikus vagy biotikus stresszhatdsokra enyhébb vagy drasztikusabb foku (pl. rozsda-
vagy Fusarium fert6zés hatdséra jellemzéen, pH— 7.2-7.3), célzott elligosodas is felléphet (Gao et
al. 2004, Tetlow és Farrar 1993, Fukuda 1996, Aleandri et al. 2008). A ldgosodds novényi
sejtkultirdkban gomba eredetli elicitorok hozzdadasaval is kivdlthaté (Fukuda 1996, Tripathy et al.
1999), melyet kovetéen Fukuda (1996) épp ligos I és savas II osztdlyd kitindz RNS-ek
expresszidjat figyelte meg. Aleandri és mtsai (2008) eredményei arra utalnak, hogy ez a semleges
pH felé torténd eltoldodas a kitindzokra (pl. egyes peroxiddzok aktivitdsaval ellentétben) nem
gyakorol érdemi gétlé hatdst. Méréseink alapjan ugyanakkor nem kizarhat6, hogy a 3 vonal kozt a

kiilonféle pH optimummal rendelkezd kitindzok ardnydban eltérés mutatkozik.
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Meéréseink azt mutattdk, hogy a kitindz aktivitds (az 1,3-gliikandzokhoz hasonléan) a fertézést
kovetd 10-12. 6raig mindhdrom genotipus kontroll és a fert6zott mintdiban egyardnt alacsony. Az
id6zités jol illeszkedik a buiza levélrozsda fejlddésmenetéhez. Ismert, hogy a spdra, megfeleléen
paras koriilmények kozt 4-6 6ra alatt képes csiratomlot fejleszteni a levél felszinén, s csak ezt
kovetden 1€p intercelluldris képletein 4t a ndvényi sejtekkel kozelebbi érintkezésbe (Slawecki et al.
2002).
A fogékony Tc fajtdban a fert6zés kissé kordbbi, s kezdetben a rezisztens vonalakét is meghalad6
kitindz aktivitds-vdlaszt indukdl (10-24 h.p.i), amely azonban hamar alacsony plat6-értékben
allandosul (1-4 d.p.i), majd az aktivitds folyamatosan mérséklédéssel, a 6. napra simul bele az
egészséges egyedek azonos idOszakban mért aktivitdsgorbéjébe (14.B dbra). Az Lrl és Lr9 vonalak
fertdzéssel asszocidlt kitindz aktivitdsdnak emelkedése a Tc fajta vilaszdhoz képest par drdval
késleltetve és lassabb tempdban indul meg, de id6vel (1-2. d.p.i) elhagyjdk a fert6zott Tc emlitett,
mérsékelt platd szintjét. A gorbék alapjan dgy tlinik, hogy a rezisztens mintdkban két (Lrl), esetleg
harom (Lr9) hullimban indukdl6dnak szekretdlt kitindzok. Az elsd két aktivitds-novekedési l€pcsd
az elért plato fazisok iddébeli eloszldsaban (1-2. és 4-5. nap) és intenzitdsat (10 ill.15 mg hasitott
szubsztrat/h, g levéltomeg) tekintve is hasonlénak tiinik, bar az Lr1 vonalban a két aktivitasi hullam
kifejez0désének sebessége valamivel gyorsabbnak tlinik. Az Lr9-ben megfigyelheté harmadik
hullimban az aktivitds a fogékony Tc fajta maximumdnak kozel négyszerese, s az Lrl vonalét is
kozel 20 %-kal meghaladja.

Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az Lrl és Lr9 rezisztenciagént hordoz6 vonalak
apoplasztjdban detektélt, extracelluldris kitindzok — pl. a konstitutive kitindzt expresszalé Tc/Lr35
genotipussal szemben (Anguelova-Merhar et al. 2002) — az indukélt védekezés kozremitkoddiként

P

részt vesznek a csirandvény-rezisztencia kialakitasdban.

Eredményeink a hdrom genotipusban indukdlddott, extracelluldris 1,3-gliikandzok és kitindzok
eltéro szabdlyzdsara utalhatnak, illetve részben méas izoformdk, osztalyok, esetleg csalddok szerepét

is felvethetik a fogékony és a rezisztens valaszokban, s akar a Lr1 és az Lr9 vonalak szintjén is.

Az apoplasztikus aktivitds-assayek sziikségességét egyrészt a két rezisztens buzavonal
rozsdafert6zott ICF mintdiban (3. ill. 5. nap p.i.) proteomikailag mér azonositott, szdmos endo-1,3-
glilkandz indokolta, melyeknek megfeleld molekulatomeg-régiéban a Tc fehérjemintdi nem vagy
kevéssé intenziv festddést mutattak. Masrészt, egy mindhdrom vonalban kozos kitindz 1 fehérje
miatt is vizsgdlodtunk, amelynek megfelelé sdvot a fogékony vonalban csak késobbi idSpontban
sikeriilt kimutatnunk. A pillanatfelvétel jellegi kisérletek alapjan ugyanakkor nem volt eldonthetd,

hogy f6ként az indukcié kinetikdjdban vagy inkdbb a maximdlisan indukélt enzimek eltérd
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mennyiségében rejlik a fogékony és a rezisztens fajtdk valaszanak eltérése az endo-1,3-B-D-
gliikanazok ill. kitindzok tekintetében.

Aktivitdisméréseink alapjin az utobbi magyardzat tinik helyesnek. Az Lrl ill. Lr9 rezisztenciagént
hordozé ’Thatcher’ alapid buzavonalak intercellularis folyadékaban tehit a fertézést kovetoen
nagyobb mennyiségben jelennek meg és tartésan magas aktivitas-szinten maradnak az édltalunk
vizsgdlt apoplasztikus 1,3-p-D-gliikkanazok és kitinazok, ami a sikeres védekezésben betoltott

szerepiikre utal.

Fontos megjegyezni, hogy mig az Lrl-ben és az Lr9-ben ezen enzimek indukalédnak a fert6zés
hatdsdra, addig a szintén ’Thatcher’ hatterti, de Lr35 rezisztenciagént hordoz6é vonal nem
indukdlhatéan, hanem konstitutivan magasabb 1,3-B-D-gliikanaz és kitindz aktivitassal jellemezhet
(Anguelova et al. 1999, Anguelova-Merhar et al. 2002). Az Lr29 és az Lr34 gént hordozd,
"Palmiet’ alapu vonalakban viszont gy tlinik, hogy a vizsgélt enzimek indukcija megegyezik a
fogékony fajtaéval, igy ezek feltehetdleg nem jitszanak érdemi szerepet a levélrozsda elleni

rezisztencia kifejlédésében (Kemp et al. 1999).

5.1.3 Transzkripcids analizis indukalédo glilkkanaz és kitinaz izoformakon

Annak érdekében, hogy a levélrozsda-fertézés kapcsdn buza apoplasztjdban proteomikailag
azonositott glilkandzok és kitindzok kifejez6désének valtozdsat transzkripciés szinten is
megerdsithessiik ill. nyomon kovethessik a fogékony és a rezisztens btizavonalak
stresszvdlaszaiban, és hogy magyardzatot taldljunk az aktivitisukban megfigyelt eltérésekre,
génexpresszios vizsgilatokat kezdtiink meg az emlitett két géncsoporton. A munkdban jelentds részt

véllalt hallgatém, Szikriszt Bernadett (2009) diplomamunkéjaban.

Elsd kozelitésben az volt a célunk, hogy egy-egy olyan glitkandz / kitindz expresszidjanak esetleges
eltéréseit igazoljuk, melynek esetében a proteomikai elemzés kordbbi vagy intenzivebb indukcidra
utalt a vizsgdlt genotipusok valamelyikében. Ennek érdekében elsdsorban a proteomikailag mér
azonositott triptikus peptidekbdl levezetett nukleinsav-régidkra terveztiink primerparokat. A sikerrel
felsokszorozott és klonozott szekvencidk relevancidjat, a primertervezés és a PCR ismert
modszertani nehézségein kiviil egyéb tényezdk is veszélyeztették. Egyrészt, a proteomikai
azonositds biztonsdga csak a triptikus szekvencidkkal lefedhetd szakaszokban kielégit, amit a
kédszotar degenerdltsdga tovabb csokkent, mésrészt az allohexaploid és tobb ezer fajtidval bird biiza

rendszerében a keresés alapjaul szolgdlé nukleotid- és fehérje-adatbazisok maguk is hidnyosak, igy
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a lehetséges izoformdk sokfélesége és interferencidja 6rids mértékben megneheziti a megbizhaté

azonositast.

5.1.3.1 Putativ 1,3-gliikkanaz transzkriptumok amplifikalasa proteomikai

eredményekre alapozva

5.1.3.1.1 Sziik korre specifikus endo-1,3-gliikandz primerek alkalmazdsa

Korai proteomikai kisérleteink sordn olyan apoplasztikus, ~33 kDa méretli, ligos endo-1,3-
glikanaz fehérjéket detektaltunk az Lrl (3 dpi), majd az Lr9 rezisztenciagént hordozé
buzavonalban (5 dpi), amelyek a fogékony Tc fajtdval szemben feltételezhetden korabban, illetve
nagyobb intenzitdssal indukalédtak a levélrozsdafertozést kovetden. Az emlitett, biiza endo-1,3-béta
glikkandz fehérjéket Lrl-ben elobb glucan endo-1,3-B-D-glucosidase-ként (CAA77085; Pés et al.
2005), majd az adatbazisok fejlodésével egy masik [-1,3-glucanase-ként (AAY88778 ill.
AAY96422) azonositottuk, az Lr9-ben azonban végiil mindkét, kdzel rokon szekretdlt fehérje
jelenlétét sikeriilt bizonyitani.

A két gliikkandz szekvencidra egy primerpért terveztiink - TaeGlu3 - (6. tabl.), és azt elsd 1épésben a
fert6zést kovetd 3. napon begyljtott levélmintdkon teszteltiik specifikus primeres RT-PCR révén
(87 °C, 40 ciklus). A gélképen (15. dbra) lathatd, hogy a fogékony Tc kontroll és fertdzott
mintdiban nem kaptunk terméket, a rezisztens Lr9 buzavonal fert6zott mintdjaban viszont egy

intenziv sdv jelenléte volt megfigyelhetd a vért terméknek megfeleld (~226 bp) mérettartomanyban.

Tae Glu3 primerpar 3 dp..

1000 bp

500 bp! '-
L |
; 5

s
"2 1 PR Y

TcK TcFLOK LrSF - RT-

15. abra: A TaeGlu3 primerparral (3 d.p.i.) végzett, specifikus primeres RT-PCR (57 °C, 40 ciklus)
eredménye. (TcK: Tc kontroll; TcF: Tc fertézott; LrOK: Lr9 kontroll; Lr9F: Lr9 fert6zott mintak 3 nappal
a fertdzést kovetden; M: 100 bp DNS marker; (+): PCR-pozitiv kontroll; (-): templatmentes kontroll, (RT-):
templdtmentes RT-4lt elegyet PCR-ez6 kontroll). A TaeGlu3-es primerpdr a Lr9 vonal fertézott mintdjdban
adott terméket, mely megfelel a vart 226 bp-os méretnek.
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A rezisztens Lr9 vonalban amplifikdlt TaeGlu3 PCR-termék azonositdsa (gélbdl val6 visszaizolalds,
klénozas majd szekvendlas két fiiggetlen klonbol) igazolta varakozdsainkat: az egymastél csupan 5
nukleotid poziciéban eltéré szekvencidink legkozelebbi rokonaiként az MS-alapon vart 3
blizafehérje transzkriptumait nevezhetjik meg (Y 18212; DQ090946/DQ078255), a szlikebb dgba
tartoz6 egyéb, pl. arpa homolégokkal (16.A dbra). A szekvencidk transzlalt formdban egyazon
szekvencidt kédolnak, amely egy illetve két aminosavban (Ser’® « Ala*®; Thr*’>Met™) tér el a
fert6zott Lr9-ben M S-alapon feltételezett CAA77085 ill. AAY96422/AAY88778) buzafehérjéinktdl
(16.B abra).
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16. abra: Az Lr9 vonal fertézott (3 dpi) mintaibél TaeGlu3 primerparral amplifikalt PCR termékek
klénjainak szekvencialis hasonlésaga gabonaféle endo-1,3-glilkkanazokkal. A.) nukleinsav-
alapu B.) fehérje-szintii homolégia (ClustalW). (A klénok sziirke hattérrel, a pozicionalis eltérések a
fejlécen voros fiilek formdjaban kiemelve. Ta: T. aestivum (biza), Hv: H. vulgare (4rpa), Sc: S. cereale
(rozs), As: A. sativa (zab) eredetli szekvencia). Az illesztések jol érzékeltetik, hogy a TaeGlu3 primerpar
valéban a keresett, szlikebb gliikandz csoport képviseldit amplifikdlja: az ’la’ klén mindossze 2-2
nukleotidban, a ’2a’ pedig 3 ill. 4 nukleotidban tér el az MS-alapon feltételezett és keresett Y18212 ill.
DQ090946/DQ078255 transzkriptumoktdl. A klénok nyers transzldtumai fehérjetermékek szintjén mir nem
térnek el egymdstdl, és az elobbi transzkriptumoknak megfeleltethetd, vart gliikkandz fehérjékhez képest
pedig mindossze 1 illetve 2 aminosavnyi (26.: Ser vs. Ala, tovabbd 29.: Thr vs. Met) valtozdst mutatnak.
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5.1.3.1.2 A gliiko-hidroldz 17. csaldd- ill. alcsaldd-specifikus primerek tervezése

Mivel id6kozben fehérje szinten — a kordbban emlitettekhez képest — Osszességében tovéabbi 5
glilkandz is azonositasra keriilt az dltalunk vizsgalt Lr9 genotipus rozsdafertézésével asszocidltan
(12.B dabra, 7. tablazat), prébaltunk olyan ,Altaldnosabb™ primereket is tervezni, amelyek az
adatbdzisban mar szerepld vagy ismeretlen, de minél tobb, esetlegesen indukdlod6 gliikandz
szekvencidhoz  kitapadhatnak. @~ A primerek tervezése, a  glilkandzok filogenetikai
kapcsolatrendszerének figyelembe vétele mellett tortént, melyhez jelentds tdmpontot adott az a
2006-ban Higa-Nishiyama és mtsai altal publikalt, kifejezetten a gabonafélékben eléfordulé B-D-
glilkkandzokra feléllitott torzsfa (1d. 7. dbra), melyben a szerzOk a szekvencia és funkcié alapjin 4
alcsaladot kiilonitettek el (A-D). Erdeklddésiink leginkabb az elsé két alcsalddra iranyult, mivel az
Lrl-ben és Lr9-ben tomegspektrometriai udton azonositott két (AAY88778/AAY96422,
CAAT77085), illetve a Lr9-bdl izoldlt tovabbi 3 biiza gliikkandz fehérje (CAI64809, AAD28732 és
BAE96089) mind a szekvencidlisan meglehetésen heterogén A-alcsaladba (endo-1,3-f-
gliikanazok), a Tc-ben kimutatott biza glilkandz (ABB96917) viszont, a B-alcsalddba (endo-1,3-
1,4-gliikandzok) volt sorolhaté. A gomba-hausztoriumok sejtfalat is bontani képes A-alcsaldd
vizsgdlatat azért is fontosnak tartottuk, mert a hdarom vizsgdlt vonal apoplasztikus endo-1,3-f3-

glilkandz aktivitdsdban genotipus-fiiggd indukcids eltérésekre utal jeleket lattunk (Rab 2008).

A tervezett 5 forward és 2 reverse glitkkandz primer kombindciéi koziil egy univerzdlis (TaeGluF4-
RS5), kettd A- (TaeGluF5-R4; TaeGluF6-R4) és ketté B-alosztily specifikus (TaeGluF6-R4,
TaeGluF8-R4) amplifikélast tett elvileg lehetové (6. tdbldzat). A primerek Osszes kombindcidjat
teszteltik a Tc és a Lr9 vonal fert6zott levélmintdin (7 dpi), melynek érdekében a reverz
transzkripciot oligo(dT);s-s és specifikus primeres 4tirdssal is elvégeztik, majd az igy
megszintetizalt cDNS-eket PCR-eztiik.

Mivel az oligo(dT)s-vel atirt cDNS-ek PCR-ezése soran (55 °C, 35 ciklus) egy esetben sem
kaptunk lathat6é terméket, csokkentettiik a primerkitapadédsi hdmérsékletet és specifikus primeres
atirast koveté PCR-t végeztiink (53 °C, 35 ciklus). Ez a vdltoztatés, a vélhet6en kevéssé sztringens
annelldcié miatt kapott szdmos kisebb, ill. aspecifikus termék megjelenése mellett egy, a
gliikandzok A alcsalddjara specifikus TaeGluF5-R4 primerkombindciéndl relevdansnak tlind
eredményre vezetett, a rezisztens Lr9F mintdban a vart méretnél, ~278 bp-ndl jelentkez6 PCR-

termék képében (17. dbra).
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17. abra: Alcsaladra specifikusan tervezett glilkanaz primerek tesztelése 10 lehetséges forward-
reverse kombinaciéban, specifikus primeres RT-PCR (53 °C, 35 ciklus) soran. Mintak: Tc és
Lr9 vonal 7 d.p.i., M: 100 bp-os DNS marker, (+): PCR-pozitiv kontroll, X-Y: primerkombindci6 — a szdm-
pér elsd tagja a forward, a mdsodik a reverse primer sorszdmdt jeloli. A tesztelt kombin4ciok — a vélhetéen
az alacsony anneldciés hdmérséklet miatt kapott szdmos aspecifikus termék mellett — két, a glikkandzok A
alcsalddjdra specifikus primerpdrndl adtak értékelhetd méretli terméket a fogékony és rezisztens vonalak
fertézott mintdjaban (TaeGluF6-RS5: Tc-re és TaeGluF5-R4: Lr9-re pozitiv eredmény), melyek koziil
méretben és szekvencidban az Lr9 PCR terméke bizonyult relevansnak.

A vérakozdsnak megfeleld (Lr9F/TaeGluF5-R4: ~278 bp termék) és egy a vartnal kisebb, de elvben
szintén A-alcsalddra specifikus termék (TcF/TaeGluF6-R5: ~400 bp termék a vart ~770 bp helyett)
klénozasat és szekvenalasat elvégezve, csak a rezisztens Lr9 vonalbdl amplifikalt, kozel megegyezd
szekvencidk gliikandz-jellege igazolédott. A TaeGluF5-R4 primerpérral amplifikdlt cDNS-klénok
szekvencidlis rokonsdgit a gabonaféle glilkandzok mas képviseldivel a 18. és 19. 4bran,

szekvenciaillesztés ill. torzsfa formdjaban szemléltetjiik.

A 18. dbréan lathatd, hogy az NCBI BLAST alapjian két szekvendlt klénunk koziil
(Lr9-inf(7dpi)_(GluF5-R4)/1a és /2a) eldbbi a TaGIlb2f, mig utébbi a TaGlb2b bizagén
transzkriptumara (AB244642.1 — >98 % ill. AB244638.2 — 100 %) illeszkedik leginkdbb. Emlitett
két klénunk ugyanakkor szorosan rokonithaté a TaGlb2a gén transzkriptumadval is (AB2445637),
melynek megfeleld fehérjeterméket (BAE96089) kordbban, egy ~38 kDa-s endo-1,3-gliikandz
fehérje képében MS-alapon szintén igazoltuk az Lr9 biza vonal fert6zott (5 d.p.i.) mintdjabol (vo.
5.1.1 fejezet - 12.B dbra/’1’ sdv ill. 13. dbra és 7. tdbldzat).

A géncsoport bizdban eddigiekben ismert TaGlb2a-f tagjai koziil (vo. 19. dbra) épp a levél-
specifikus TaGlb2a és a levélben és kaldszvirdgzatban is kifejez6dni képes TaGIlb2b esetében
bizonyitottak Erisiphe- ill. Fusarium-fert6zés kapcsan PR2 jelleget, mig a kozel rokon, jorészt
pelyvaban és tokldszban kimutathaté TaGlb2c és TaGlb2d a Fusarium-fertdzésre éppen csokkend
expressziot mutatott (Higa-Nishiyama et al. 2006). Emiatt ugy véljiik, hogy a fertézott L9 (7 d.p.i.)
mintdban TaeGluF5-R4 primerpérral azonositott transzkriptumokbol valéban PR2-jellegti fehérjék

transzlalédnak.
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18. abra: Az egyszikii glilkanazok A-alcsaladjara tervezett, TaeGluF5-R4 primerparral kapott PCR
termékek (fertézott Lr9, 7 d.p.i.) két klonjanak szekvencidlis rokonsaga a gabonaféle
gliikkanazok kozel rokon képviseldivel - A.) nukleinsav-alapd B.) aminosav-szintii homologia
(ClustalW). (A fejlécen voros fiilek forméjédban azok a pozicidkat emeltiik ki, amelyek alapjén az alcsaldd
ismert képvisel6i kozt klonjainkat egyértelmiien besorolhatjuk. Ta: T. aestivum (blza), Hv: H. vulgare
(arpa), Os: O. sativa (rizs), Sb: S. bicolor (koles) eredetli szekvencia.) A két szekvendlt klén révén (sziirke
héttérben), a teljes A-alcsalddon beliil egyeldre csak a bizdban TaGlb2a-f gének 4ltal képviselt, jellegzetes
gliikandz-4g egyes tagjainak fert6zéssel asszocidlt expresszidjat erdsithetjiik meg: a PR-2 jellegli TaGlb2f
(Cla’ klén - A: 1 nt) és TaGIb2b (C2a’ klon - A: 0 nt) 1,3-gliikkandzok képében. A két gén kozeli hasonldsdgot
mutat a TaGlb2a-val, amelynek indukci6jat fehérjeterméke szintjén (BAE96089) levélrozsda-fertdzott Lr9
vonalban MS-alapon (5 d.p.i.) mdr valésziniisitettik. A TaeGluF5-R4 primerpar A-alcsalddra érvényes,

altalanosabb specificitdsardl ugyanakkor nem vonhatunk le mélyebb kovetkeztetéseket.
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Meglepd, hogy a primerpar egész A-alcsalddra tervezett volta és az Lr9-ben proteomikailag is
véarhaté heterogenitds (5 d.p.i.) ellenére a TaeGluF5-R4 primerpérral két rendkiviil hasonlé Lr9
klént (7 d.p.i.) izoldltunk (18. és 19. abra). Ennek hatterében a TaeGlb2a-f gliikandz-ag egyes
tagjainak az adott iddpontban valésan domindlé expresszidja mellett a primerpar a tervezettnél
szlikebb specificitdsa és a PCR amplifikdcids hatékonysdgat érintd, modszertani kiillonbségek (pl.
kitapadasi erdsséget érintd, ill. termékméretbeli eltérések) is allhatnak. Nyilvanval6 tovabbd, hogy a
szdmos fiiggetlen klon koziil kettd analizdldsa nem versenyezhet egy teljes klonkonyvtar
kiterjedtebb  szekvendlds-sorozatdbél  nyerhetd  lefedettséggel és  annak  statisztikai

megbizhatsagédval.
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19. abra: Az Lr9 buzavonal fertézott (3 ill. 7 d.p.i.) mintdibol a TaeGluF3-R3 ill. TaeGluF5-R4
primerparral amplifikalt cDNS-klénok helye az egyszikii gliikanazok filogenetikai
kapcsolatrendszerében. Az 1000 bootstrap ismétlés alapjdn szdmitott konszenzus torzsfa MEGA4
programmal késziilt (N-J moddszer, pairwise-aligment opcié) - az dbrdn a 60 %-ndl nagyobb
megbizhatdsaggal elvalé dgakat kékkel, a 90 %-ndl erdsebbeket vorossel jeloltiik, a bootstrap-értékeknek
megfelelden. Zold, kék ill. voros hattérrel kiemelve a rezisztens Lr9 (5 dpi), Lrl (3 dpi) ill. a fogékony Tc
(5 dpi) vonalban kordbban MS-alapon azonositott gliikkandz fehérjék megfeleld transzkriptumai lathatok (a
z6ld-kék sdvozds a mindkét rezisztens vonalban azonositott fehérjék transzkriptumait jeloli). A Glu3 ill.
GluF5-R4 primerparokkal amplifikdlt cDNS-kl6njaink (piros betiikkel) az endo-1,3-gliikkandzok két, jol
koriilhatdrolhaté dganak szekvencidival mutatnak azonossdgot vagy kozeli illeszkedést.
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5.1.3.2. Putativ Kitinaz transzkriptumok amplifikalasa proteomikai

eredményekre alapozva

5.1.3.2.1 Sziik korre specifikus kitindz primerek alkalmazdsa

A butza levélrozsda-fertdzéssel Osszefiiggésben végzett kordbbi proteomikai kutatdsok sordn
tomegspektrometriai uton egy olyan buza Kkitindz I fehérjét (BAB82471) azonositottunk
mindhdrom vizsgélt bizavonalban, amely a fert6zést kovetd egy hét tantisdga szerint a fogékony
"Thatcher’ fajtdhoz képest erdteljesebben indukdlddott a rezisztenciat mutatd Lrl és Lr9 vonalban.
Erre az eredményre alapozva terveztiink nukleinsav szintli kisérleteket, és két primerpért, TaeChi2
és TaeChi3 néven (6. tablazat).

A fert6zést kovetd 3. napos, fogékony Tc illetve rezisztens Lr9 levélmintakbdl tisztitott totdl RNS-
kivonatokbdl specifikus primeres reverz transzkripcidval cDNS-t szintetizaltunk, majd a kapott RT-
termékeket — novekvd (0,1; 0,3 ill. 1 pl) templatmennyiségekbdl kiindulva — hagyomdnyos PCR-
nek vetettiik ald (annel4cié: 56 ill. 58°C, 40 ciklus). A 20. dbran lathaté termékeket kaptuk.

Tae Chi2 primerpar 3d-l5-i'-. Z X > ITaeChinrimerpér

! 1000 bp
! 1000 bp 500bp

—

aa 500bp
—->
L

LraK

20. abra: A TaeChi2-, illetve TaeChi3-primerparral, RT-PCR soran amplifikalt termékek. A templitok
— ndvekvl mennyiséggel — a levélrozsdafert6zést kovetd 3. napos totdl RNS kivonatok specifikus primeres
reverz transzkripciobol szarmaztak, a fogékony Thatcher (Tc) fajta és a rezisztens Lr9 vonal kontroll (K) ill.
fert6zott (F) levélmintdibol; M: 100 bp-os DNS marker; (+): PCR-pozitiv kontroll; (-): templatmentes
kontroll. A.) Az &dbran l4that6, hogy a TaeChi2-es primerparral PCR-terméket csak a rezisztens, Lr9
vonalban kaptunk: a fert6zott mintdban (Lr9F) jelentkezd, vart méretii ~500 bp-os termék mellett, a kontroll
(Lr9K) mintdkban egy ~240 bp-os PCR termék is amplifikdlédott. B.) A TaeChi3-as primerpar a Tc és L9
vonal kontroll és fert6zott mintdiban is vart méreti, ~192 bp terméket adott, az aldbbi intenzitdsi sorrend
szerint: Lr9F >> TcF> TcK > Li9K). Az azonositds izoldlds és klénozast kovetd szekvenaldssal zajlott.

A TaeChi2-es primerrel csak a rezisztens Lr9 vonalban kaptunk pozitiv eredményt: a vart, ~500 bp-
os terméket az Lr9 fertdzott mintdjabdl izoldltuk, mig a kontroll mintdban egy ~240 bp-os PCR
termék amplifikdlédott. Az Lr9F-b6l nyert kloénok koziil kettdt (a tovdbbiakban: Lr9-
inf(3dpi)_Chi2/13 ill. /14 kl6n) szekvendltattunk, mindkét esetben azonos eredménnyel.
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A Chi2 klénok szekvencia-analiziséb6l és az NCBI adatbazis—lekeresésekbdl (21. abra) azt
valészintsitjiik, hogy a fragmentum egy, a kitindzok II osztdlyba sorolhaté btiza kitindz
transzkriptumabdl szarmazik. A 426 bp PCR termék egy érpa chitinase 2a géntermékével (X78671)
mutatta a legnagyobb fokd egyezést, 85 %-os szekvencia-azonossdggal és 2 %-nyi ’gap’-értékkel.
Béar jellegében hasonld buzaszekvencia az NCBI adatbdzisban eddig még nem szerepel, a
TA97587_4565 jeli kontig képében Chi2 klonjainkkal érdemben (1 nt eltérés) megegyezd
szekvenciat taldltunk a TIGR klontar Triticum aestivum transcript assembly gylijteményében.

A 22. dbran bemutatott szekvenciaillesztésekbdl jol latszik, hogy az Lr9 eredeti Chi2 klénok
levezetett aminosav-szekvencidja is érdemi, kovetkezetes eltéréseket mutat az eddig bizaban ill.
kozel rokon gabonafélékben publikdlt, rokonithaté fehérjékkel. Ezek kozt emlitendd egy 5
aminosavat érintd deléci6 (RGAAD), az azt kozvetleniil megel6z6 konszenzus szekvencia végén
fellépé Thr — Pro cserével. A prolin o-hélix szerkezetet megtord tulajdonsdga kozismert, igy az

aminosav-cserének akar szerkezeti kihatasa is lehet.

A TaeChi2 primerpérral a rezisztens vonal kontroll mintdjdban amplifikalt, ~240 bp-nyi, nem
vart méreti PCR termék klonjainak (Lr9-co(3dpi)_Chi3/8 és _Chi3/11) szekvendlasi
eredményeként elmondhatd, hogy a ligdlds sordn a plazmidba vélhetéen egy kisérletiink
szempontjabél nem relevdns, de a primerrel mutatott szekvenciaazonossiga miatt szintén
amplifikdlodott, 23S riboszomdlis RNS-fragment épiilhetett be. Erre, mivel a cDNS templat
eldallitdisahoz nem mRNS-bdl, hanem totdl RNS-bdl indultunk ki, a rendszer lehet0séget adott. Arra
a kérdésre, hogy ez utobbi termék miért csak a rezisztens vonalban van jelen, s a fogékony kontroll
mintdkban miért nem, magyardzatként az alabbi megjegyzés tehetjiik: a Thatcher-alapu, azzal kozel
izogén (genetikailag ~98 %-ban azonos) Lr9 vonal természetes nemesités révén, az Aegilops
umbellulata géndonorként vald felhaszndldsdval, majd a hibrid sokszoros visszakeresztezésével
sziiletett meg (Sears, 1956). Elképzelhetd, hogy a homolég rekombinicié sordn a 6B
kromoszémdaba (Schachermayr et al. 1994) épiilt L9 gén mellett méds gének is atjuthattak és
megmaradhattak az dj vonalban. Anndl is inkdbb, mert az NCBI adatbdzisban taldlhat6 adatok
szerint az eredetileg kloroplasztisz eredetii 23S rRNS-fragmenttel teljesen azonos szekvencia
jelenléte mas péazsitfifélék mitokondridlis, s6t nukledris genomjidban — pl. Oryza esetében tobb

kromoszOoman is — ismert.

A TaeChi3-as primerparral felszaporitott, tisztitott és ligdlt termékek transzformdldsa az Lr9
kontrollja kivételével sikeres volt. A Tc kontrollbdl két (1-2B), a fert6zott Tc és Lr9 mintakbdl

pedig négy-négy (1-4A) fiiggetlen klont kiildtiink szekvendldsra.
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Consensus

(350)
e A
(1) === mm e e e e e
(1) === === e
(1) === mm = e e
(1) === ===
(371) AC AGAGGCGC GCCGACCAGTTCCA TGGGGCTACTGCTTCAAGGA GAGATAR CAAGGCCACGTC%;&AC%
on
(445) 445 450 460 500 518

A

Lr9-inf(3dpi)_Chi3 /3A-ki6n
Lr8-inf(3dpi)_Chi3 /4A-kidn
Te-inf(3dpi)_Chi3 /3A,4A-kidn
Tc-co(3dpi)_
Te-inf(3dpi)_Chi3 /1A,2A-klon

Hv-chi 2b_X78672

Hv-chi 2a_X78671

Chi3 /18,24,28-in

TACTA

Sc-afchill-24.8_AF280438 (354) ETACTACGGACGEEEACCE
Le-chitinase-like_EU344908
@ Ta-Chil_AB029934 (442) ATACTATGGACGGGGACCEATL CAGGGCGGTCCAACTA

Consensus

CTACTAEGGACGGGGACCEATTCAATTEACAGGGCAGTCCAACTAGGATCT
GGACGGGGACCGATTCAATTAACAGGGCAGTCCAACTAGGATCT

(409) TACTAIGGACGGGGRCCIATTCAATT CAGGGCIGTCCAACTA GATCT

(366) @TACTABGGACGGGGACC b ACAGGGCGGTCCAACTATGAICT

GGACGGGGACCCATE CAGGGCGGTCCARACT

( D CAGGGCAGTCCAACTA

ACAGGGCEGTCCAACTA

CAGGGCAGTCCAACTA

GGACGGGGACCE ACAGGGCAGTCCAACTA

GGACGGGGACCEATTCAATTBACAGGGCAGTCCAACTA
(445) CTACTATGGACGGGGACCCATCCAATTGACAGGGCAGTCCAACTACGATCTCGCCGGGAGAGCGATCGGGAAGG
Section 8
(519) 519 530 570 580 592

A

Te-co(3dpi)_
Te-inf(3dpi) Chi3 /1A, 2A-kién

Sc afchill- 24 8 AF280438 (428) &
Le-chitinase-like_EU344908
@ Ta-Chil_AB029934 (516) A

Lr9-nf(3dpi)_Chi3 /3A-kién
LrS-inf(3dpi)_Chi3 /4A-kién
Te-inf(3dpi)_Chi3 /3A,4A-ki6n

Chi3 /18,2A,28Kln

(440) 2.0

TGGTICTGGAT-

(80) A:
ACGGEEATETGGTTCTGGAT -

(80) AC
(80) AC GEBATETGGTTICTGGAT-

(80) Al ACCG ATRBTGGTTCTGGAT-

T GTCTCﬁC GA

(80) ACCTGCTEAGCAACCCHE ACCGEGATETGGTTCTGGAT-

21. abra:

Consensus

(ﬁ9)ACCTGGTGAGCAACCCGGACCTGGTGTCCACGGACGCGGTGGTGTCCTTCAGGACGGCGATGTGGTTCTGGATG

Chil génre (AB029934) specifikusan tervezett TaeChi2 ill. TaeChi3 primerparral
amplifikalt cDNS-klénok szekvenciaillesztése az NCBI adatbazis legnagyobb hasonlosagot
mutaté Kitinaz-homolégjaival (Vector NTI Advance™ 11.0 program, részlet). Kiindulasi
templdtként az L9 ill. Tc vonalak 3 d.p.i. mintdibdl nyert mRNS-t ill. ¢cDNS-t hasznaltuk.
(Jelolések: co: kontroll, inf: fert6zott; Ta: T. aestivum (buza); Hv: H. vulgare (4rpa); Sc: S. cereale (10zs);

piros karika:

a keresett biza Chil géntermék (AB029934).) J4l kivehetd, hogy az Lr9 3 d.p.i. fertdzott

mintabol a TaeChi2 primerparral amplifikalt és klénozott cDNS fragmentek (bordé keretben) érdemi, mig
a TaeChi3 primerekkel kapott, L9 ill Tc vonal kontroll és fertézott mintdibdl is amplifikalhaté cDNS
fragmentek kl6njai (zold keretben) kismértékii eltérést mutatnak az NCBI adatbdzisban jelenleg elérhetd,
legkozebbi rokon szekvencidkkal. A Chi2 klént 1 nukleotid eltérés kivételével magdban foglald
TA97587_4565, tovabba a Chi3 klénokkal azonos vagy 1 pozicionyi eltérést mutatd szekvenciarészlettel
bir6 TAS53878_4565 és TAS53666_4565 jeli kontigokat (TIGR) a szekvenciaillesztésben nem
szerepeltetjiik.
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A Chi3 szekvencia-analizisek alapjan feltételezhetd, hogy az expresszdlt gének leginkabb két
tipusba sorolhatéak. Az egyik dgat képviseld cDNS fragmenst a Tc kontroll és fert6ztt mintdibol
egyarant izoldltuk (21. dbra, Tc-co(3dpi)_Chi3/1B, 2A, 2B és Tc-inf(3dpi)_Chi3/1A, 2A), és
megallapitottuk, hogy a TAS3878_4565 jelii TIGR kontig megfeleld régidjaval mutat 100 %-os
azonossagot. A masik dgba olyan cDNS klénok tartoznak, amelyeket egyeldre csak fertézott (Tc
vagy Lr9) mintdkbdl sikeriilt amplifikdlni, és szekvencidjuk az el6bbihez nagyon hasonlitd
TAS53666_4565 jeliit TIGR kontigban koszon vissza, 100 %-os (21. dbra; Tc-inf(3dpi)_Chi3/3A, 4A
és Lr9-inf(3dpi)_Chi3/2A, 4A) ill. 98 % egyezéssel (pl. Lr9-inf(3dpi)_Chi3/3A). Az Lr9 kontroll
Chi3 klénok jovObeni analizise a tipizdlds értelmérdl is tisztidbb képet adhat, az azonban
egyértelmi, hogy szekvendlt Chi3 klénjaink mindegyike igen szorosan (8-10 poziciot érintd, elszort
eltérésekkel) rokonithaté a buza chil (AB029934) transzkriptummal. A 25 dbra szekvencia-
Osszevetéseiben a Chi2 ill. Chi3 klénokkal homolég kontigokat nem, csak teljes transzkriptumokat

(NCBI) hasznaltunk fel.

A Chi3 klénokbdl visszavezethetd génformdk egymads kozti minimdlis eltérései szinonim jellegiiek,
fehérje-szinten, nyers transzlatum képében mar nem kiilonithetdek el (22. dbra). Esetlegesen véltozo
expressziOs intenzitdsukkal {gy a Chi3 klénoknak megfeleld génvéltozatok barmelyike
hozzijarulhat a genotipusok szerinti ill. kontroll-fertdzott viszonylatban protein szinten mutatkozé
eltérésekhez. Levezetett aminosav-szekvencidjuk a keresett buza kitindz 1 szekvencidt is magaba
foglald, de leginkabb II. osztdlyd kitindzokat feloleld dggal hozhaté igen szoros rokonsiagba (23.
abra), azonban az adott szekvencia-szakaszon 1-1 aminosav-csere miatt azok egyikével sem egyezik

teljesen (Id. 22. dbra 197.: Q>R és 231.: M1).

A specifikus TaeChi2 ill. TaeChi3 primerekkel kapott klonjaink, az azonositott szekvencia-régiok
elhelyezkedése, hossza illetve variabilitisa alapjidn, valamint az egyel6re hidnyos és nem
kovetkezetes nevezéktanu szekvencia-adatbdzisok miatt sajnos nem nydjtanak elégséges timpontot
arra nézve, hogy a kétféle primerpdrral amplifikdlt cDNS fragmentek a kitindzok I vagy II
osztalydba sorolhat6 gének expresszidjira vezethetdek-e vissza.

Eziddig azonositott kldnjaink azonban kivalo példdi annak, hogy bizonyithaté legyen: a reverse
vagy forward genetikai kozelités sok esetben egydltalin nem elégséges, s nem feltétleniil vezet
egyértelmii eredményekhez. Igy, egyes proteomikailag azonositott fehérjéknek valéban megfelels
transzkriptumok mellett szdmos eddig ismeretlen, de kozel rokon génforma expresszidja is
hozzajarulhat az adott (stressz)élettani dllapotnak megfeleld vélasz kialakitdsahoz, s6t, az aktudlis

traszkriptom ismeretében sem vezethetd le egyértelmiien egy-egy adott élettani dllapotra jellemzd
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teljes fehérje-sokféleség. Kiillonosen igaz ez olyan esetekben, ahol a vizsgélt faj vagy fajta genomja

még nem teljes mértékben ismert, és, mint pl. a buza esetében, akdr szdmos Osi faj genomjanak

tobbszori,

komplex vegyitésébdl sziiletett. Az Lr9-ben proteomikailag azonositott 3 kitindz

fehérjének megfeleld géntermékek azonositdsit mindenesetre — specifikusabb primerek

alkalmazdasaval — folytatni tervezziik.

Section 3

(135) 135 140 150 160 170 180 190 201

Tript. peptidek - Lrd (5 dpi) (7 folt -6%) (16) ———

[Triticum] chitinase II prec. - AAD28730 (86) AFFBHFEHETGYMCYIEEKDGASONYCDTNYPLWPCHSG-———-—-—-—- KAYYGRGPE
[Triticum] chitinase IV prec. - AAD28733 (127) AFEAHF IHETGHMCSIEENGGASKDYCDETNTQWPCERG—————————— KAYYGRGPUQLS
Tript. peptidek - Lr9 (5dpi) (2folt -12%) (9) -~ GPIDTE

[Secale] 31.7 kD cl. I endochi-antifreeze pr. prec. (134) AFLBOTSHETTGEWP TAPDGPYSWEYCENOERGAPEDYCSPSSOWPCAPGKKYEGRGPIO]
[Triticum] cl. I chitinase - AAR11388 (135) AFLBOTSHETTGEWP TAPDGPYSWEYCENCERGATEDYCTPSSQWPCAPGKK YBGRGPIO!

Tript. peptidek - Lri (3 dpi) (2A folt - 29%) (1) —-—————————————————— - - vBER ——————— -

Tript. peptidek - Lr9 (5 dpi) (7 folt -42%) (22) AFEGQISHETTGGIR-———-——————————==-— B ——————————— YYGRGPIOLTGR-SN
Tript. peptidek- Lr9 (5 dpi) (8 folt -37%) (22) AFEGOTSHEETTGGIR-—————— --ATSPP YYGRGPIQLTGR-SN
Tript. peptidek - Tc (5 dpi) (2x folt - 32%)  (4) AFFGOISHETIGCTR-—----—-———- s e A s GPIQLIER-—-
Tript. peptidek - Tc (5 dpi) (3x folt - 14%)  (4) AFEGOTSHETTGGIR - —————————————————————————
[Triticum] chitinase 1 - BABB82471 (85) AFEGOTSHETTGGTRGAAD-OFOWGYCFKEET SKATSPR-————————————- Y¥GRGPIQLTGR-SN
[Hordeum] chitinase (2a) - CAA55344 (85) AFFGQISHETTGGTRGAAD-QFQWGYCFKEEI SKATSPP ————-—-———--- YYGRGPIQLTGR-SN
[Hordeum] chitinase II (PR3) - CAB99486 (78) AFEGOTSHETTGETRGAAD-OFOWGYCEFKEEINKATSPR - ———————————- Y¥GRGPIDLTGE-SN
Transzl. cDNS - Tc, Lr8-co, inf(3dpi)_Chi3 kiénok (1) ~-—————--——----—-—--c - -——————————— Y¥GRGPIQOLTGH-SN
[Hordeum] chitinase (2b) - CAA55345 (81) AFFGOISHETIGGTRGAAD-QFOWGYCFKEEINKATSPR ——————-—————- Y¥GRGPIQLTGE-SN ‘
Secale] 24.8 kD cl. IT endochi-antifreeze pr. prec. (81) AFEGOTSHETICGCTRGAAD OFOWCYCFEKEEINKATSPD ————————————— YYGRGPIOLTGR-SN
Transzl. cDNS - Lr9-inf(3dpi)_Chi2 klénok 1) ————— HETTGGP {-——>-QFQWEYCFKDQIDKTMLAR ————————————- Y¥GRGPIOLTEE-8N
Section 4
(202) 202 210 240 250 268

Tript. peptidek- Lr9 (5 dpi) (7 folt - 6%) (16) —————————————————————————— — m—
[Triticum] chitinase II prec. - AAD28730 (141) ¥orAcorEericE DNPRK oDP2ABEFOARFWEWMTN
[Triticum] chitinase IV prec. - AAD28733 (182) YrJAAGEITGFDG

0N SPRTVEODOA FWEWMTN

Tript. peptidek - Lr9 (5 dpi) (2 folt - 12%) _ (19) YLPAGR—~------—----—--—----—“-"w"‘—--~----~---‘—~'-—-*-- --

[Secale] 31.7 kD cl. I endochi-antifreeze pr. prec. (200) YGPAGRATIGTDLENNPDL ATVSF
[Triticum] cl. I chitinase - AAR11388 (201) YGPAGQUATGTDI D K

NNPDE

Tript. peptidek - Lr1 (3 dpi) (2A folt - 29%) (10) ———————————————————————

Tript. peptidek - Lr9 (5 dpi) (7 folt - 42%) (56) YDLAGRATIGKDLVSNPDLVETDAWEFR-————— RWIP TAADTARGR-——-
Tript. peptidek- Lr9 (5 dpi) (8 folt - 37%) (56) YDLAGRAIGKDLVSNPDLVSTDAVVSFR-———————————mmmm e RWIPTAADTAAGR----
Tript. peptidek - Tc (5 dpi) (2x folt - 32%)  (27) ~———————- DLVSNPDLVSEDBAVVSFR -~~~ -~~~ ————— === ===~ WIPTAADTAAGR -
Tript. peptidek - Tc (5 dpi) (3x folt - 14%) (19) -——-—————- [N P D R Y ———— ———— ——————————————— = —————————————
[Triticum] chitinase 1 - BAB82471 (137) YDLAGRAIGKDLVSNPDLVSTDAVVSFRTAMWEWMTAQGNKPSCHNVALRRWIPTAAD TAAGRVEGY
[Hordeum] chitinase (2a) - CAA55344 (137) YDLAGRAIGKDLVSNPDLVSTDAVVSFRTAMWEWMTAQGNKPSSHNVALRRWIP TAADTAAGRVEGY
[Hordeum] chitinase II (PR3) - CAB99486 (130) YDLAGRAIGKDLVSNPDLVSTDAVVSFRTATWFWMTAQGNKPSSHDVALGRWIPTAADTAAGRVPGY

Transzl. ¢cDNS - Tc,Lr9-co,inf(3dpi)_Chi3 kiénok(17) YDLAGRAIGKDLVSNPDLVS TDAVVSF RTAM

[Hordeum] chitinase (2b) - CAA55345 (133) YDLAGRAIGKDLVSNPDLVSTDAVVSFRT
Secale] 24.8 kD cl. IT endochi-antifreeze pr. prec.(133) YDLAGRAIGKDLVSNPDLVSTDAVVSEFRTAM

FWMTAQGNKPSSHDVALGRWTIP TAADTAAGRVPGY
FWMTAQGNKPS SHDVALRRWTP TAADNAAGRVEGY

Transzl. cDNS - Lr9-inf(3dpi)_Chi2 kiénok (41) YDLAGMKLDLVNNPNLVSTDAEVSE‘RT MWFWMTAQDNKPSCHDVALRRWIP TARD TAAGRVPGY

22. abra:

Levélrozsda fertozott Tc, Lrl és Lr9 vonalakban azonositott triptikus Kitinaz-peptidek és
cDNS Kklonokbél levezetett aminosav-szekvencidk osszevetése (részlet). A proteomikailag
azonositott biza kitindz 1 (BAB82471) protein triptikus peptidjeinek régidjdra tervezett két primerpdarral
legaldbb két, egymdstol s a keresett fehérjétdl részben eltérd fehérjét kédolé cDNS-eket amplifikaltunk a
fertézést kovetd 3. napon. A Chi3 primerpdrral Tc és L9 vonalban azonositott gének fehérjeterméke a
vizsgalt szekvencia-régidban 1-1 aminosavban kiilonbozik a keresett biza kitindz 1 (BAB82471) protein
ill. harom, drpaban izolalt, kozel rokon, kitindz 2 osztalyd fehérje (CAAS55344, CAB99486, CAAS553435)
szekvenciarészletétdl (Gln (Q) vs. Arg (R) a 197., ill. Met (M) vs. Ile (I) a 231. poziciéban). A Chi2
primerpdrral, csak Lr9 levélrozsda-fert6zott mintdban azonositott kitindz génterméke az NCBI fehérje- és
nukleinsav-adatbdzisban még nem ismert, és szamos pozicidban jellegzetes eltéréseket mutat a jelenleg
hozzaférhetd, rokon kitindz fehérjéktdl. E klon szekvencidjdra illeszthetd viszont 1 nukleotid kiilonbséggel
a TIGR TA97587_4565 jelii kontigja.
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@ Tc-inf(3dpi) Chi3/3a
@ Tiiticum aestivum
® Hordeum vulgare
@ Secale cereale

@ Tc-inf(3dpi) Chi3/4a

@ Lr9-inf(3dpi) Chi3/4a

@ Lr3-inf(3dpi) Chi3/3a Oryza sativa
@ Tc.co(3dpi) Chi3/2b ® Zea mays
91 | @ Tc-co(adpi) chizib Leymus chinensis
® X78671 chitinase2a ® Bambusa oldhamii

L EU344908
@ AF280438 chitinase2

-I_ @ AB029934 chitinase1

B9 ) AJ276226 chitinase2

Lroinf(2dpi)-Chi2/14

37 1@ X78672 chitinase2b

@ AY103739
AKO070067

s CT834518

NM 001071731

98 AF001500
L40338 chitinase2
AB016497

@ AY453408

g7 NM 001062011

91 X56787 endochitinase
ag | ® L34210
¥ M62904

@ AB029935 chitinase2

@ AB051579 chitinase-c

@ L3421

_l_ ) AK248536

@ AB120304 chitinase2

5

23. abra: A rezisztens Lr9 és fogékony Tc vonalakban kifejez6dé biiza kitinazok (3 d.p.i.) Chi2 ill
Chi3 primerparral amplifikalt cDNS klonjainak hasonlésaga mas Poaceae fajokbol ismert
transzkriptumokhoz (maximalis parsziménia elv, MEGA4 program). Az dbrdn kivehetd, hogy
a vart terméket, azaz a proteomikailag azonositott buza kitindz 1 (BAB82471) fehérjének megfelelé Chil
gén (AB029934) transzkriptumdt még nem kaptuk meg a Tc ill. Lr9 mintdkbdl amplifikalt és beklénozott
cDNS fragmentekbdl, s a két primerpdr — részleges specificitdsa okdn — vélhetéen rokon, s részben eddig
ismeretlen szekvencidkat amplifikdlt. Mivel azonban a feltételezett PCR termékek altalunk beklénozott és
megszekvendlt hdnyaddnak egyike sem illeszkedik tokéletesen az NCBI adatbdzisban jelenleg kozzétett
szekvencidkhoz, erdményeink tovdbbi, adatbdzisban még nem szereplé biza kitindz génekre utalnak,
amelyek némelyike (1d. az 4brdn) genotipus- vagy fert6zés-fiiggd médon expresszdlédhat. Megjegyzendd
még, hogy a lefedett szakaszok alapjdn a kitindz I és II osztdlyba sorolt, rokon gének nem kiilonithetdek el
egyértelmiien.
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5.1.3.2.2.  Altaldnos kitindz primer (gliiko-hidroldz 19. csaldd) alkalmazdsa

Késobbi proteomikai kutatdsok eredményeként, tomegspektrometriai alapon tovabbi, a
levélrozsdafertdzés hatdsira indukdlodé kitindz fehérjéket is azonositottunk az Lr9 bizavonalban,
igy (12 %-os szekvencia lefedettséggel) egy rozs 31.7 kDa class I endochitinase-antifreeze
(AAGS53609) protein prekurzorral homol6g, valamint (6 %-os lefedettséggel) egy buza chitinase IV
precursor (AAD28733) fehérjével homoldg proteint.

Az aldbbi dbrdn azt kivanjuk szemléltetni, hogy a proteomikai és transzkripcids eredményeink
alapjan latékoriinkbe keriilt, s az NCBI adatbézisbol kigyiijtott, kiilonbdzd gabonafélékben (buza,
rozs, rizs, arpa) el6fordulé homoldg kitindzok a szekvencidk egymdashoz viszonyitott hasonlésiga

alapjan milyen fobb klaszterekre oszthatok (24. dbra).

@ L9 inf(3dpi)-Chi2 kién
@ Hv<chi2a X78671 (Te)
@TachiABoms | <———  MS(Lrl)
@ ToLrg inf3dpirChis kiénok (Lr9)
@ Tc co-inf(3dpi)-Chi3 kiénok
O Hv=chizb X78672

[ © Hu-chil(PR3) AJ276226
@ Sc-afchill24.8 AF280438 P,
[———® Tachilpreo AFt12063
100 b= @ Ta-chil Vprac AF112966
100 [ © Hv-chi26 M62904 s
@ TachillGamenya) AY973229
o6 & @ Ta-chill(Sumai) AY973230
- Oschi AK061280
72|96 80 et @ Sc-afchil31.7 AF2B0457 | S MS (Lr9)
ETa—endochilb(ChimseSpring) X76041
100] @ Ta-chil(Ning) AY437443
47 oo b @ Ta-chi3 ABD29936 @ Triticum aestivum
@ Ta-chi2 AB029935 @ Hordeum vulgare
@ Secale cereale
(lﬁ'? Oryza sativa

24, abra: A proteomikai és transzkripcios eredményeink alapjan az NCBI adatbazisbol Kigyiijtott,
gabonafélékben eléfordulé homolég kitinazok nukleinsav-alapi hasonlésagi viszonyai
(MEGAA4 program). (A proteomikailag azonosftott kitindzok zold hattérben szerepelnek, piros kerettel a
korabban, Tc, Lrl és Lt9 vonalban is MS-azonositott biiza kitinaz I fehérje, mig zold kerettel a késobb, L9
vonal fertézott mintdjaban MS-azonositott két tovabbi kitindz proteinek. A transzkripciés analizisek sordn
azonositott f6bb Chi2 és Chi3 kl6njainkat piros betiivel reprezentaltuk). Az eldgazdsokat szemiigyre véve
lathato, hogy ezek a fehérjék mds-mds dgakon foglalnak helyet. Ebbdl kiindulva meriilt fel benniink az
igény a tdvolabbi rokonsidgban &ll6, de potencidlisan egyarant indukdl6dé kitindzok expresszidjanak
parhuzamos megerdsitésére.
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A filogram j6l illusztrélja, hogy a kitindz-sokféleség a kutatdsok sordn iddvel proteomikai szinten is
nyilvanvaléva valt az Lr9 vonalban, és hogy a genotipus fertdzott mintdiban MS-azonositott harom
enzim eltéré dgakon foglal helyet. Ez okbdl egy tovabbi, az adatbdzisokban elérheté minél tobb
Poaceae kitindz szekvencia amplifikdldsdban is hatékony kitindz primert terveztiink (6. tablazat). A

tervezett ,,univerzalis” kitindz primerpar, TaeChiF4-R4 kitapaddsi helyét a 25. dbran mutatjuk be.

1150
Ta_AY437443 cil chi_y_Ning_7840)/4-1121 O] coaccfice
Ta_AB029936_Chi_¥/1-1148 g CCA AA CBICCACCRCEC
So_AF280437_cl-{_endocki-antifi_31.7/1-1192 A} ABA AcC| i A e -- C@ccccefice
Ta_X78041_endacki_(y_CSY1-1985 . AGA A ABG A - - ccifice
Os_AKOB12B0_cDWAclane 008-212-F0&/1-1169 ¥ AG A

L 1 AGG A A icccce
Ta_AY873229 ol chi_{v_Gamenya)1-891 ! A

A ; A : -- ccffce
H_MB2904_BLYCH 26 chi/1-898 B0 A . LA : AEC AR

ccfoo
Ta_AY973230_ci-i chi_ev_Sumai_3y1-811 colocRoo
Ta_AB029935 chi_/1-1163 collc
H_X70671_Chi2a/1-1028 -

Sc_AF280438_ol-i_endachi-antifi_24.8/1-998
H_XTB672_ohi 2/1-1013
He_AJZ76226 ohil (PRI)_(bht2_gene) 1890
Ta_AB029934_Chi/1-979
Ta_AF112963_ohi_{ prec_(Cht2)/1-956
Ta_AF112966 ohi_[V_prec_(Chtdy1-1088

ol
[+
c
cl
[
cl
cf
cl

Consensus

CGCCCAGACCTCCCACGAGACCACCGGCGGGTGGCCAACBGCGLCCGADGGCCOCTTICTCCTGGGGCTACTGCTTCAAGCAGGAGLGE - - GGCGCCGCCTCD

Ta_AV437443 old chi_fv_Ning_7840¥1-1121 c Alla lcACACAAC
Ta_AB029936_Chi_3/1-1148 ¥ A CACACAAC
Sc_AF280437_cl-L_endochi-antife_31.7/1-1192 { L ’ CATACAACTA
Ta_X76041_sndochi_{v_GSY1-1985 \C. C - C| A 0 CAACTA
Os_AKOE1280_cONAclone 008-212-F06/1-1 A caE. A 1 ' : CCMACAACTH
Ta_AYS73229_ci-i chi_v_Gamenyay1-891

A { # L A [CCCACAACT
Hy_ME2904_BLYCHL 26_chi/1-998 6 \ ! 0 A
Ta_AY373230_cl-4_chi_@v_Sumai_3)'1-811
Ta_AB029935_chi_2/1-1183

A A A / CA A
Hy_X7B671_Chi 2a/1-1028 filan - . A
Sc_AF280438_cli_endochi-antifi 24,6/1-998

Hy_X7B672_chi26/1-1013

Hy_AJ276226_chid (PRI {ht2 gene)1-890

Ta_AB029934_Chi1/1-979

Ta_AF112963 chi_l prec_(Cht2y1-956

Ta_AF112966 chi_{V_prec_(Chidy1-1088

TaeChi4 primerpar |

Consensus

GACTACTOCACGCCOAGCCCOCAGTOGCCOTO+GC+CCCOGLAAGAAGTACTACOOGCGCOGOCCCATCCAGCTO+ CACACAACTACAACTACGGGCCOGCCE

Ta_AY4#37443_cl-{_chi_{ev_Ming_7840)1-1121
Ta_AB029938_Chi_3'1-1148
Sc_AF280437_cl-_endocki-antifr31.7/1-1182
Ta_X76041_endochi_py_GSV-1985
Os_AKDG1280_cONAtlone 006-212F06/1-1169
Ta_AY973229 ol chi_{v_Gamenya) 1891
Hy_ME2904_BLYCH 2§ chi/1-998
Ta_AY973230_cl-i chi_{ev_Sumai_3)1-811
Ta_AB029935_chi_2/1-1163

Hy_X7871_Chi 22/1-1028
So_AF 280438_ol-|_endochi-antifi_24.8/1-998

Hy_X7B872_chi2b/1-1013

e AJ2T6226 _chill (PR3)_fht2 gene)i-890
Ta_AB029934_Chi1/1-979
Ta_AF 112963 chi_i_prec_(Tht2y1-956
Ta_AF112966 chi_IV_prec_(Cht4y1-1088

>pPPpPP>EBb>> >

Consensus

GGCGGGCCATCGGGATCGACCTGCTGAACAACCCGGACCTGOTGGCCACGGACGCGACGETGTCOTTCAAGACGOCGATGTGGTTECTGGATGACGGEGCAGTE

25. abra: Az ,,univerzalis” Kkitinaz-primerpar tervezéséhez Kkivalasztott 16 Kkitinaz transzkriptum
szekvenciaillesztésének részlete (ClustalW), megjelolve a tervezett univerzalis, degeneralt
primerek (TaeChiF4 és TaeChiR4) pontos helyét és szekvencidjat. A reverz irdnyd primer esetén
a primer reverz komplementerét jeloltik. A leginkdbb a kozépsO régidban megfigyelhetd, kiilonbozo

csoportokra jellemz6 indel-ek miatt a nevezett primerpdrral potencidlisan eltérd méretii (266-302 bp)
transzkri ptum-szakaszok is amplifikdlhatéak.

Total RNS-kivonatainkat oligo(dT);s primerrel, a nagy GC-ardny miatt 1 % DMSO-t is alkalmazva
irtuk 4t cDNS-sé. A reverz transzkripciét PCR kovette (primertapaddsi hoémérséklet: 55 °C, 45
ciklus mellett), melynek eredményeként mind a négy mintdnkban (TcK, TcF, Lr9K, Lr9F) a varhatd
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méretli PCR-termékeket kaptuk (26. dbra), amelyeket templatként djra felhasznalva ismételt PCR-

rel is megerdsitettiink.

A termék(ek) hosszdra 266 és 302 bp kozott szamitottunk, mivel a primerek tervezéséhez valasztott
16, 1ényegében 3 fobb dgba tartozd kitindz szekvencidn gy kerestiink konszenzus szakaszokat,
hogy a majdani koztes régioban esetlegesen fenndlld, jellegzetesebb inszerciok ill. deléciok

(,,indel”-ek) miatt a kapott termék tipusara méretébdl is kovetkeztethessiink.

4d.p.i TaeChi4 primerpar

TcK TcF Lr9K LrSF

26. abra: A TaeChi4 primerparral, oligo (dT)18-s atirast koveté (RT-)PCR soran amplifikalt
termékek (4 d.p.i.) (Tc: fogékony ’Thatcher’ fajta; Lr9: rezisztens Lr9 vonal; K: kontroll; F: fertdztt; 4
d.p.i.: a fert6zést kovetd 4. nap) A kapott termékek mérete egységes, a vdrhaté terméktartomdny alsé
szakaszdba esik (~270 bp), kiugré expresszios intenzitdsvéltozas a rezisztens Lr9 vonal fert6zott mintdjdban
észlelhetd.

A kapott termékek mérete a két genotipus kontroll és fert6zott mintdindl egységesen, ~270 bp
koriilinek adédott, de intenzitisukban jelentds eltérést mutattak. Ugy tiinik, az érzékeny Tc fajtara
jellemzd, relative magasabb kitindz alapszint a kdrokoz6 behatoldsdra nem mutat érdemi valtozast 4
nappal p.i., a rezisztens Lr9-ben viszont a fert6zés hatdsdra még a Tc-ben megfigyelt szintet is

meghaladé, ugrdsszeri expresszios novekedés figyelheté meg.

A négy mintébdl izoldlt Chi4 klonok szekvendldsa meglepd eredményekre vezetett:

(1) A kapott szekvencidk mindegyike — a PCR termékek mérete alapjan is sejtheté médon — a
nagyobb delécidkat tartalmazd, azaz rovidebb, de egymdstdl érdemben kiilonbozd két 4g
valamelyikébe tartozott. Emogott, az elongdcié meglehetdsen széles idOkerete miatt feltehetleg a

kisebb inszertek preferencidlis felvétele dllhat.

(2) A TaeChi4 primerpérral amplifikdlt szekvencidkat hdrom tipusba sorolhatjuk:
(a.)Megtaldltuk - az amplifikédlt régidra nézve 100%-os illeszkedéssel - annak a keresett Chil
génnek a transzkriptumat (AB029934), amelyet kordbban fehérje-szinten, mint chitinase 1
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(BAB82471) mér Thatcher-alapi vonalaink mindegyikének fert6zo6tt mintdibdl kimutattunk
(12.A ébra/’2ab’, 12.B édbra/’2x, 3x ill. °7,8’ sdv és 7. tdblazat). A megfeleld klénok a

fert6zott Lr9-ben intenziv jelet adé Chi4 PCR termékbdl szarmaztak.

(b.)Hasonléan, a szekvendlt régid teljes hosszdra nézve nukleotid-eltérés nélkiil igazoltuk a
keresett Chi IV transzkriptumat (AF112966), amelyet kordbban, proteomikai vizsgélattal
chitinase IV precursor-ként (AAD28733), a fertézott Lr9-ben azonositottunk kis
lefedettséggel, a szekvencidlisan kiilon dgon elhelyezkedd chitinase 1-gyel komigrdlva (12.B
abra/’7’ sav és 7. tablazat). Mivel azonban az illeszkedd inszertek szekvencidit nem fert6zott,
hanem kontroll (Tc) mintdbdl klénoztuk, ez az eredmény nem tdmasztja ald a gén proteomikai

alapon feltételezett patogén-indukélhatosagat.

(c.)Egy ujabb, a keresett Chil transzkriptumhoz (AB029934) igen hasonlé szekvenciat szintén
azonositottunk, amely azonban elszértan tobb pozicidban is nem szinonim szubsztiticiokat
visel az amplifikdlt szekvenciarészlet teljes hosszdn. A megfeleld cDNS-t a fert6zott Tc-bol és
a kontroll Lr9-bdl is kloénoztuk. A szubsztituciok egyike a fragmens kozépsd régidjdban egy
jellegzetes nukleotidcsere: a rokon szekvencidk legtobbjében jelentkez6 TAC kodont TAA
helyettesiti. Amennyiben a klonoknak megfeleltethetd génvaridns mRNS-e a transzlacié
idejére is megorzi a rokon géntermékekkel egyezd leolvasasi keretét az amplifikélt régidban,
akkor ezen, a homolégokban a fehérje kozEéptdjan taldlhaté helyen egy Stop-kodon keletkezik,
ami a kodolt fehérje miikodoképességét veszélyezteti. Ugyan létezik egy madsik értelmes
leolvasdsi keret is a klonozott régiora, az igy kapott aminosavszekvencidra homoldgokat
keresve azonban az NCBI fehérjeadatbdzisa mindossze két, szintén levezetett, emiatt kis
megbizhatésagi kitindz szekvencidt ad ki taldlatként — egy kukorica hypothetical protein-t
(NP_001143278) ill. egy 4arpa chitinase2-t (BAC87786), aminosav-szinten csekélyebb
azonossagu (61 % ill. 89 %) ill. csak rovidebb szakaszra (70/73 ill. 36/73) érvényes
homolégok képében. Az azonositott 2-2 Chi4 klénbdl feltételezhetd, egyedi génvaridns
valédisagit erdsiti, hogy két kiilonb6z6 vonal eltérden kezelt mintdjabol is azonos szekvenciat
klénoztunk, illetve, hogy sajat Chi4 klénjainkon kiviil ez a szekvencia - a TIGR BLAST
lehetéségeit kimeritve — a CV762827 klénra is 100 %-ban illeszthetd. Szerepérdl vagy

//////
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5.1.3.3. Levélrozsda indukalt gliikkanaz és kitinaz izoformak kezdeti
génexpresszios vizsgalatai

Eddigi klonjaink analizisének eredményei alapjin feltételezhetd, hogy a gliikandzokra tervezett
primerparok koziil a TaeGlu3 (és esetleg a TaeGluF5-R4), a kitindzokra specifikus indito
szekvencidk koziil pedig a TaeChi3 primerpar kellden sziik specificitdsi €és egyszersmind olyan
transzkriptumrészletek amplifikdldsara alkalmas, amelyek génjei kozel rokon, funkciondlisan is jol
behatdrolhatd, ismert szekvencidkkal rendelkeznek. Abbdl a célbdl, hogy felmérjiik, az altaluk
célzottabban vizsgalhat6 kitindz és gliikkandz géncsoportok expresszids dinamikdja 6sszefiiggésben
allhat-e az 4ltaldnos apoplasztikus kitindz ill. 1,3-gliikandz aktivitdsgorbék genotipus-fiiggd
kiilonbségeivel, idobeli kifejezddésiiket elsé kozelitésben durvdbb felbontdsban, normdl RT-PCR-
rel teszteltiik, az eltérd valaszadd-képességli Tc és Lr9 vonal fertdzott mintdinak dsszevetésével (0,

1,3, 4 és 7 nap p.i.).

0. 1. 3. 4. 7. (dpi)

>

QSDD

= 300

-

- —-

- ™ - (™
 ee000ed®bas .-

Glu3 primerpér

GluF5-R4 primerpar W@

o

Chi3 primerpéar

27. abra: Gliikanazok és Kkitinazok meghatarozott koreinek expresszios valtozasa a levélrozsda-
fertozést kovetd egy hét soran a Tc és Lr9 genotipusok fert6zott mintaiban. Az amplifikacié
specifikus - TaeGlu3, TaeGluF5-R4 ill. TaeChi3 - primeres RT-t kovetd normél PCR-rel tortént (57 °C, 54
°C ill. 57 °C; 40 ciklus). A parba rendezett betiik a Tc (a, c, e, g, i) és az Lr9 vonal (b, d, f, h, j) fertézott
mintéit képviselik, az inokuléci6é idOpontjatél szdmitott 0-7. napon. M: 100 bp-os DNS marker; (+): PCR-
pozitiv kontroll; (-): templdtmentes kontroll. A két genotipusban kapott PCR termékek intenzitdsdnak
iddbeli eltérései alapjan eltérések feltételezhetdek a megfeleld gliikandz ill. kitindz géncsoportok indukcids
dinamikdjaban.
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Altalénosségban, a fertozott Tc ill. Lr9 vonalakban a TaeGlu3, TaeGluF5-R4 és TaeChi3
primerparokkal kapott PCR termékek intenzitaskiilonbségei (27. 4bra) alapjan - megfeleld
referenciagén hidnydban a cDNS mennyiségére normdlva - egyeldre csak arra kovetkezethetiink,
hogy az azonositott 1,3-gliikkandz-dgak, illetve kitindz-csoport tagjai a fert6zést kvetéen mind a
rezisztens Lr9-ben, mind pedig a fogékony Tc vonalban igen kordn és meglehetdsen intenziven
indukélédnak, késébb azonban az expresszid iddbeli lefolydsat és erdsségét tekintve is kiilonbségek
jelentkeznek a két genotipusban. Eszerint, a gélképek alapjan (1—3 d.p.i.) gy tiinik, hogy az
indukdlt gének expresszidja a Tc-ben hamarabb lecseng (érdemben gyakran mir a kordbban
klénozésra vélasztott idOpontra), mig az Lr9-ben hosszabb ideig fennmarad. A vizsgalt hét masodik
felében, (4 d.p.i.—) megfigyelhetd expresszids intenzitdsok a két genotipus kontroll és fert6zott
mintdiban ugyanakkor egyik géncsoportot tekintve sem konnyen interpretidlhatéak eddigi

eredményeink alapjan, ezért feltételezéseink megerdsitésére tovabbi kisérleteket terveziink.

Nyilvdnval6, hogy a kérdés az érzékenyebb és jobb felbontdsi kvantitativ, valés idejii RT-qPCR
nélkill nem tisztizhaté, de a TaeGluF5-R4 primerpar alkalmazhatésiga az analizisben, a
primertervezés alapjan feltételezett, szélesebb specificitdsa miatt (vo. 6. tdblazat és 4.4.3.1. ill
5.1.3.1.2 fejezet) egyelore nem egyértelmii. Megfeleld normalizdlds mellett, szemi-kvantitativ RT-
PCR eredményeinkre alapozva viszont a TaeGlu3 ill. TaeChi3 primerparral azonositott 1,3-
glilkandz- és Kkitindz-4g expresszidjanak valds idejli, érzékenyebb kovetését a kozeljovOben
tervezzilk. A gliikkandz- ill. kitindz-specifikus reverz transzkripciéra esetiilkben egyelore
mindenképpen sziikség van, mert oligo(dT);s-vel végzett RT-t kdvetden eddig még egyik vizsgalt
blizavonal mintdibdl sem sikeriilt PCR-terméket kimutatnunk az el6zéleg emlitett endo-1,3-
gliikandz ill. kitindz transzkriptumokra specifikusan tervezett primerek segitségével (ez aldl csak az
altalanos jellegli TaeChi4 ill. a TaeUbF4-R3 primerek kivételek). A sikertelenség héttérben a
vizsgélt géncsoportok bizonyos régidira kifejezetten jellemzd nagy GC-ardnyt vagy egyéb, stabil

masodlagos szerkezetet okozd tényezd jelenlétét gyanitjuk.
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5.2 Kadmium-kezelt arpa apoplaszijanak elemzése

5.2.1 Kadmium-stresszel asszocialt valtozasok az arpa apoplaszt
fehérjemintazataban

A kadmium-stresszel 0Osszefiiggésben az drpa apoplaszt-fehérjemintdzatdnak Osszehasonlitd
analiziséhez elsOként, kozelité céllal egydimenzids gélelektroforézist végeztiikk a ~10-120 kDa

tartomanyban molekulatomeg-alapu szeparaciot lehetdvé tévo koriilmények kozott (28. dbra).

116,0
66,2

450

35,0

250

184

144

1.d.p.t 4d.pt 7d.pt
0 -10-50-100- 300/ 0- 10 - 50- 100- 300 | 0- 10 - 50- 100- 300 (uMCd)

28. abra: Kadmium-kezelt arpa apoplasztfehérjék 1D-PAGE mintazata 1, 4 és 7 nappal a Kkezelés

megkezdése utan, 0-10-50-100-300 uM Cd**-koncentracioknal. A kezelést kvetd 1. napon mr
észlelhet6k véltozdsok, tobbségiikben novekvd intenzitdsban jelentkeznek és a 4. napra vélnak
szembetindvé, mig a 7. napra mar ujabb, érdemi kiilonbség nem lathaté. A szamok (01, 02, 03 és 10) a
tomegspektrometriai (MALDI-TOF) azonositédsra kiildott sdvokat jelolik.

Mir az 1D-PAGE mintizatban is fokozatosan er6sodd, a tépoldat (1-10-50-100-300 uM) Cd**-
fehérjék kozt, amelyek egyrésze mar a kezelés utdni 1. naptdl kezdve nyomon kovethetd a 20-25
kDa régiéban. A hiarom felvételezési idOpontot Osszehasonlitva a legdrasztikusabb mintazatbeli
véltozéasok a kezelést kovetd 4. naphoz voltak kothetdek, ehhez viszonyitva, a 7. napon mar csak
kisebb mértékili progressziot tapasztaltunk. A véltozasok tobbsége (pl. a 31, 23-25, 18, 15 és 13 kDa

régidkban) intenzitdsnovekedésre utalt. A kadmiumkoncentricié novekedésével parhuzamosan a

c s,
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figyeltiink meg: a 300 uM [Cd**]-val kezelt minta koncentriciéja a kontrollhoz képest mar 3-4-szer
toményebb volt (0,3—1.0-1,2 mg/ml). A mintdzat mas régidiban ugyanakkor (pl. ~21, ~18 és ~14

kDa) gyengiil6 intenzitds is megfigyelhetd volt a nehézfém koncentracidjanak fokozdédasaval.

A MALDI-TOF alapi MS-analizisre a kadmium-kezelés 4. napjdnak apoplaszt fehérjemintdit
vélasztottuk, és az egydimenzids gélben kapott mintdzatukb6l néhany egyértelmli, kadmium-
kezeléssel Osszefiiggésben jellemzden véltozonak itélt, novekvd ill. csokkend intenzitdsi sdvot
izolaltunk a gélbél (28. dbra, *01-03’ a 300 uM Cd**-os, *10” a kontroll mintdb6l). A 25 és 15 kDa

kornyéki, domindnsan valtozé régidkat egyeldre kihagytuk az analizisbol.

A [01], ~31 kDa mérettartomdnyd savban a MALDI-TOF analizis endo-1,3-gliitkandz(ok) nyomait
azonositotta. A peptidtomeg-ujjlenyomat analizisbdl levezetett triptikus szekvencidk egyenld
mértékben illettek egy szekretdlt endo-1,3-beta-glucanase (1607157A) arpafehérijére, valamint az
arpa Glucan endo-1,3-beta-glucosidase GII prekurzor proteinre (P15737) ill. egy utdbbival teljes
mértékben megegyezd, nukleinsavbdl levezetett beta-1,3-glucanase II (AAM75342)
arpaszekvencidra (a 20 % ill. 18 %-os szekvencia lefedettség kiillonbségét elobbi fehérje
szignélpeptid-mentessége magyardzza). A gél alapjan, a sdv mobilitdsdbdl becsiilt molekulatomeg
jol illeszkedett az érett formédban szerepld 1607157A névleges értékéhez, s ehhez hasonlé, M;:
32353 értéket kaptunk a P15737 és AAM7T5342 esetében is — a prekurzor szignilpeptidjének
levidgasa utdn. Kiilonbségtételre a 1607157A és P15737/AAM75342 kozott egyébként is csak az
érett formdk 194. aminosav pozicidjdban elhelyezkedd poldros S (Ser) < erdsen bédzikus R (Arg)

csere adna lehetdséget, de ebbdl a régiobol nem szdrmazott detektalt peptidiink.

A kivdlasztott fehérjesdvok koziil a [02] volt a legintenzivebb. Ebben a ~24 kDa mérettartomanyu
sdvban tobb, eltérd funkcidji arpa apoplaszt-fehérjét azonositottunk (8. tdbldzat). Jelentds (40 %-o0s)
szekvencia lefedettsége miatt elséként, a biza referencia apoplasztban homolégként mar azonositott
arpa hypothetical protein-t emlitjiik (CAA74594), amelyet a novényi BSP-k (bdzikus szekretalt
proteinek) kézé sorolnak (Mr: 24274; pl: 8.56), és szakirodalmi adatok alapjin szerepét a novényi
védekezésben feltételezik. E mellett azonban egy, az el6bbi proteinnel szekvencia alapjdn szorosan
rokonithatd, drpa PR17¢ precursor (ABV22582) is detektalhat6 volt (6 %-os lefedettség), melynek
(egyidejhi) jelenlétét egy-egy, a két fehérjében nagy hasonlésdgot, de eltérd triptikus hasitéhelyet
mutaté rovid peptid (R.GTANGGLIEGIADYVR vs. QGK.ANGGLIEGIADYVR) pérhuzamos

kimutatésa alapjan valdszinisitjiik.
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8. tablazat: Az arpa (cv. Mandolina) apoplaszt egy-dimenzios PAGE fehérjemintazataban
proteomikailag azonositott, erételjes kadmiumstresszel asszocidltan megvaltozott
mennyiségii apoplasztfehérjék (4. nap p.t. 300 uM Cd™").

MS-azonositott protein Accession Névleges tomeg; | Szekvencia
(NCBInr, Viridiplantae) no. kalkulalt pl érték | lefedettség (%)
01(+) | endo-1,3-beta-glucanase | 1607157A [Hordeum M:: 32321 20 % (MALDI-TOF)
(PR2 csalad) vulgare ssp. pl: 8.52
vulgare]
Glucan endo-1,3-beta- P15737/ [H. vulgare M. 35227 18 % (MALDI-TOF)
glucosidase Gll / AAM75342/ | ssp. vulgare] pl: 9.01
beta-1,3-glucanase Il
(PR2 csalad)
02 (+) | Hypothetical protein CAA74594 [H. vulgare] Mr: 24274 40 % (MALDI-TOF)
(BSP csalad) pl: 8.56
PR17¢ precursor ABV22582 [H. vulgare Mr: 24431 6 % (MALDI-TOF)
(PR17 csalad) ssp. vulgare] | pl: 8.93
chitinase CAA55345 [H. vulgare Mr: 26898 20 % (MALDI-TOF)
(PR3 csalad) ssp. vulgare] | pl: 6.08
Pathogenesis-related P35793 [H. vulgare] Mr: 18028 21 % (MALDI-TOF)
protein PRB1-3 (precursor) pl: 8.93
(PR1 csalad)
03 (+) | pathogenesis-related CAAT1774 [H. vulgare] Mr: 16083 33 % (MALDI-TOF)
protein 4 pl: 8.50
(PR4 csalad)
Barwin P28814 [H vulgare] Mr: 14071 36 % (MALD|-TOF)
(PR4 csalad) pl: 7.77
10(-) | Ribulose 1,5- YP_874661 | [H. vulgare Mr: 53672 n.a. (MALDI-TOF)
bisphosphate < ssp. vulgare] | pl: 6.22
carboxylase / oxygenase | P05698.2
large subunit

A [02] foltban azonositottunk tovdbba, 20 %-os szekvencia-lefedettséggel egy enyhén savas drpa
chitinase-t (CAA55345), amely josolt szigndlpeptidje hasitdsit kovetden mar valéban az izolalt
molekulatdmeg-tartomdnyba illeszkedhet (Mr: 26 898 — 24 703). Végiil, ebben a molekulatomeg-
régidéban nem vart taldlatnak tiinik, de 21 %-os lefedettsége miatt mégis emlitendd az adatbdzisban

prekurzorként megnevezett Pathogenesis-related protein PRB1-3 (syn. PR-1B / HV-8) (P35793)
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azonositdsa. A bizalmatlansidgot az okozza, hogy a PRI1-tipusi, szigndlpeptidet is tartalmazé
prekurzor aminosav szekvencidbdl szamitott névleges tomege is csak M,: 18028, az érett, szekretalt
formanak pedig, a klasszikus PR1 fehérjékhez illeszkedve még kevésbé itt, hanem kb. a 15 kDa
régiéban volna helye. A tévedés lehetdségét ugyanakkor gyengiti, hogy a rozsdafertdzéses
kisérletben indukalddott, kozel rokon PR1.1 buzafehérje (CAA07473) egydimenzids elvilasztasandl
szintén hasonlé molekulatomeg-anomalidval szembesiiltiink (Id. 5.1.1 fejezet). A vart és a
megfigyelt méretek ilyen jelentds eltérésére egyeldre nincs magyardzatunk, bér, példaul a fehérje
jelentds mértékli gliikkozildldsa vezethet ilyen léatszélagos méretkiilonbséghez. Az O- ill. N-
glikozilaciés helyek predikcidja (YinOYang 1.2, NetNGlyc 1.0) mindenesetre egy N-glikozil4cids
helyet (sequon: NLS) nevez meg a 20. aminosav pozicidjdban, amely alkalmas lehet az
oligoszacharid-kotéhely biztositdsara, az izolélt gélsivban mutatkozé vordsesbarna festddés pedig
szintén gliikoprotein(ek) jelenlétére utalhat. A [02] sdv vonatkozdsdban tehdt 6sszességében azt kell
megdllapitanunk, hogy a sdvot valdszinlileg tobb komigrdld fehérje alkotja, és ismereteink jelenlegi
szintjén nem donthetd el, hogy koziilik melyik/melyek indukdlédtak a kezelés hatdsara. Erre a jobb

elvalasztast biztosito 2D-elektroforézissel keresiink valaszt.

A kadmium-kezelés 4. napjan izoldlt minta [03] jeld, ~ 18 kDa régi6ju savjdban, 30-40 %-os
lefedettségi atlaggal a kitinko6to ill. esetenként kitindz aktivitdsi PR4 csaldd két, egymadssal jelentds
mértékben rokonithatd képviseldjének pdrhuzamos eléforduldsat detektdltuk, a pathogenesis-
related protein 4 (CAA71774) és a Barwin (P28814) arpafehérje alakjidban. A PR1-nél mér
taglalthoz hasonl6 probléma azonban itt is felmeriilt: az adatbdzisban még szignélpeptiddel szerepld
CAAT71774 névleges tomege szerint is csak 16 kDa, taldlt PR4 fehérjéink pedig érett alakjukban
mdar megkozelitdleg 14 kDa méretiiek, tehdt itt is jelentds glikozildltsdgot kellene feltételezniink. Az
alkalmazott, glikozildciés poziciot teszteld (YinOYang 1.2, NetNGlyc 1.0) programok alapjin

azonban nem sikeriilt megfeleld glikozilacids helyeket azonositanunk a két szekvencidban.

A [10] jelt, kontrollbdl (4 d.p.t) izoldlt sdvban (~14 kDa) a kadmium-kezeléssel &sszefiiggésben
egyre csOkkend indukciéji apoplaszt proteinek jelenlétét feltételeztiilk. Azonban az azonositott
peptidek mindegyike a RuBisCO enzim plasztiszban kédolt nagy alegységének eltérd

fragmentumaival egyezett.

A méret alapjan, 1D-PAGE révén szepardlt és azonositdsra kiildott sdvok MS-analizise, a rendszer
korlataibol adéddéan sdvonként dltaldban egynél tobb fehérje jelenlétét mutatta ki, ezért attértiink a
kétdimenzids elvélasztdsra. A toltés szerinti elvdlasztist széles pH intervallumban (3-10 NL)
végeztiik, az extrém savas vagy bazikus fehérjék régidjat kevésbé reprezentlva, elobb 7, majd 13

cm-es stripeken, a felbontds tovdbbi javitisa érdekében. A két-dimenzids analizishez a
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legtoményebb (300 uM) kadmium-kezeléses mintdkat haszndltuk fel, annak ellenére, hogy
szakirodalmi adatok szerint in vivo koriilmények kozt a [Cd™] legtobbszor nem haladja meg az 50
UM-t. A dontést az indokolta, hogy feltételeztiik, egy extrém Cd** koncentracié érdemben nem
véltoztatja meg az alapvetéen mérsékeltebb nehézfém-stresszre adaptilddott stresszvalasz jellegét
ill. az abban kozremtikodd fehérjéket, de lathatébba teszi az anyagcserefolyamatok eltoloddsdnak
irdnyultsdgat. Erre az 1D-analizisben tapasztalt tendencidk is reményt adtak.

A fehérjemintdzat vdltozdsait mddszertani okokbdl elsésorban a 10-40 kDa kozti régidban

vizsgéltuk. A véltozdsban slriin érintett régidkat a 29. dbran korokkel keretezve jeloltiik.

pl 3-10NL
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29. abra: Kadmium-kezelt arpa apoplasztfehérjék osszehasonlité, 2D-PAGE mintazata. A kezelés
megkezdését kovetd 4. napos mintdk kozel 40, a kezeléssel asszocidltan valtoz6 intenzitdsd folt-parja koziil
a képen betlikkel azokat tiintettiik fel (als6 index: o — kontroll; ¢ — kezelt), melyek valamely tagjdn MS-
analizist is végeztiink.

Az érintett régiokbol egy-egy kivdlasztott folt tomegspektrometriai analizisével elsé korben az volt
a célunk, hogy megerdsitsiik ill. egyértelmtvé tegyiik a fentiekben leirt, 1D elvdlasztds utdn kapott
eredményeinket. Emiatt a taldlatokat az eldbbieknek megfeleld, csokkend molekulatomeg szerint

fogjuk targyalni (9. tablazat).
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9. tablazat: Az arpa (cv. Mandolina) apoplaszt két-dimenziés fehérjemintazatiban proteomikailag
azonositott, eroteljes kadmiumstresszel asszocidltan megvaltozott mennyiségii
apoplasztfehérjék (kezelés: 300 uM Cd™*; 4. nap p.t.).

MS-azonositott protein Accession no. | Taxon Névleges tomeg; | Szekvencia
kalkulalt pl érték | lefedettség (%)

(NCBlnr, Viridiplantae)

We endo-1,3-beta-glucanase | 1607157A [H. vulgare ssp. | My 32321 55 % (MALDI-TOF);
(+) | (PR2 csalad) vulgare] pl: 8.52 61 % (LC-MS/MS)
Glucan endo-1,3-beta- P15737/ [H. vulgare ssp. | My 35227 57 % (MALDI-TOF);
glucosidase Gll / AAM75342 vulgare] pl: 9.01 57 % (LC-MS/MS)
beta-1,3-glucanase ||
(PR2 csalad)
Bc chitinase CAA55345 [H. vulgare ssp. Mr: 26898 71 % (MALDI-TOF);
(+) | (PR3 csalad) vulgare] pl: 6.08 22 % (LC-MS/MS)
Zc chitinase CAA55344 [H. vulgare ssp. Mr: 27377 76 % (MALDI-TOF);
(+) | (PR3 csalad) vulgare] pl: 8.74 41 % (LC-MS/MS)
Xe hypothetical protein CAAT745%4 [H. vulgare] Mr: 24274 66 % (MALDI-TOF)
(+) (BSP-csalad) pl: 8.56 41 % (LC-MS/MS)
BLAST: PR17¢ prekurzor
Barperm1 AABT71680 [H. vulgare] Mr: 22554 50 % (MALDI-TOF)
(PR5 csalad) pl: 8.15 38 % (LC-MS/MS)
thaumatin-like protein AAK55325 [H. vulgare] Mr: 24541 45 % (MALDI-TOF)
TLP7 pl: 7.36 34 % (LC-MS/MS)
(PR5 csalad)
Ye thaumatin-like protein AAK55325 [H. vulgare] Mr: 24541 73 % (MALDI-TOF);
(+) TLP7 pl: 7.36 62 % (LC-MS/MS)
(PRS csalad)
Barperm1 AABT71680 [H. vulgare] Mr: 22554 68 % (LC-MS/MS)
(PR5 csalad) pl: 8.15
thaumatin-like protein AAK55326 [H. vulgare] Mr: 25213 53 % (MALDI-TOF);
TLP8 pl: 7.83 24 % (LC-MS/MS)
(PRS csalad)
Qc PR-1a pathogenesis CAA52893 [H. vulgare ssp. | Mr: 17771 69 % (MALDI-TOF)
(4) related protein (Hv-1a) vulgare] pl: 8.19 >60 % (LC-MS/MS)
c ribulose 1,5- YP_874661 / [H. vulgare ssp. | Mr: 53672 9 % (LC-MS/MS)
¢ bisphosphate P05698.2 vulgare] pl: 6.22
carboxylase / oxygenase
large subunit
ribulosebiphosphate CAA90005 [H. Mr: 45761 16 % (MALDI-TOF)
carboxylase brachyantherum] | pl: 6.28
Mc ribulose-1,5- AAN27973 / [H. erectifolium] | Mr: 53285 28 % (MALDI-TOF)
(+) bisphosphate AAX44964 pl: 6.13
carboxylase | oxygenase - |"yp ez acet ™ | [ Juigare ssp. | M: 53672 13% (LC-MSIMS)
large subunit
vulgare] pl: 6.22
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A 30-35 kDa kozti mérettartomdany egy enyhén savas, valamint egy bazikus régioban (W—Wc) tart
fel kadmium-indukélt koncentracionovekedést. Mivel az 1D-PAGE (01 savja) a ~31 kDa méretben,
bazikus endo-1,3-gliikandzok kifejez6désének erdsodését mar valdszinisitette, a bazikus Wc foltot
analizéltuk.

Két tomegspektrometriai eljards (MALDI-TOF és LC-MS/MS) pédrhuzamos bevondsaval nyert
eredményeink a [Wc] foltban megerdsitették a 28. dbra "01° sdvjdndl kapott, s a 8. tdbladzatban mar
bemutatott eredményeket, de most, azonositott peptideink révén igen magas, 55-61 % lefedettséget
bizonyitottunk a kordbban mar ismertetett két gliikandz szekvencidra (9. tdblazat). (Mivel az
adatbdzisban szerepld Glucan endo-1,3-beta-glucosidase GII (P15737) ill. a nukleinsav
szekvencidb6l levezetett beta-1,3-glucanase II (AAM75342) aminosav sorrendje teljesen
megegyezik, ezekre a tovabbiakban egy proteinként hivatkozom.) Ugy tiinik azonban, hogy a
kétdimenzids analizissel nyert szekvenciaadatok mar lehetdséget adnak annak eldontésére, hogy Wce
foltbdl izolalt fehérjénk ennek a (két adatbézis-elérhetdséggel is bird) proteinnek, vagy a szintén
magas lefedettséggel azonositott endo-1,3-beta-glucanase-nak (1607157A) feleltethetd-e meg. A
tomegspektrometrids analizis ugyan mind az 1D-, mint a 2D-elvédlasztds utdn egy nem triptikus N-
termindlis peptidet (- /GVCYGVIGNNLPSR.S) mutatott ki, ezen az alapon azonban val6jdban nem
tehetd kiilonbség a két szekvencia kozott, mert a nevezett peptid nemcsak az adatbdzisban szerepld
1607157A N-terminusédnak felel meg, hanem a prekurzor jelleghi P15737/AAM75342 proteinre is
illeszkedhet, ha arrél a szignal-szekvenciat lehasitjuk. Masrészt viszont, a MALDI-TOF két olyan,
egymadst a szekvencidban kovetd triptikus peptidet is detektalt, amelyek — épp a 8. tdblazat kapcsan
mér emlitett, jellemzd egy aminosavnyi eltérést lefedve/hatdrolva — az arginin jelenlétét igazoltdk a
szerinnel szemben a 194. pozicidban. Ezt értékelve tehat az drpa P15737/AAM75342 beta-1,3-
glucanase II protein kadmiumstressz hatdsdra bekdvetkezd indukcidja tekinthetd bizonyitottnak.
Az 1607157 A endo-1,3-beta-glucanase jelenlétét ugyan egyelére nem zarja ki kdzvetlen kisérletes
bizonyiték, azonban az érett fehérjeformdk szamitott izoelektromos pontja alapjin is a mdasik fehérje
jelenléte valdszinlisithetd. A ~300 aminosav hosszisagl, egyébként azonos szekvencidju
fehérjékben ugyanis az Arg—Ser csere az izoelektromos pontban is eltolédast okoz (pl: 8.83-rdl
8.52 értékre), ami viszont mds, vizsgilt fehérjéinkhez is nagyon kozeli pI-t eredményezne. Ezzel
szemben azonban, ténylegesen a Wc tlinik az analizélt gél legbazikusabb vizsgélt proteinjének (29.
abra). A kérdést — kisérleti dton — ligos tartomdnyban végzett, nagyobb felbontdsi (6-11) és pl

markerekkel segitett izoelektromos fokuszaldssal lenne tisztazhatd.

A kovetkezd, ~25 kDa régidban, bar mér kordbban is jelent0s valtozdsokat tapasztaltunk a
kadmium-kezeléssel Osszefiiggésben, a mintdzat megfeleld sdvjanak tdlzott intenzitdsa miatt nem

prébalkoztunk 1D-PAGE szeparéciot kovetd MS-azonositdssal (vo. 28. dbra). Ez a mérettartomany
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a 2D-géleken mind savas (B vs. Bc), mind pedig ldgos tartomdnyban (Z vs. Zc és kOrnyezete)
mennyiségi novekedést tart fel.

A [Bc] folt a mar a [02] sdvban tobbek kozt azonositott savas chitinase (CAA55345) fehérjét
erdsitette meg 71 % (MALDI-TOF) ill. 22 % (LC-MS/MS) szekvencidlis lefedettséggel.

A megfeleld mérettartomanyd ldgos régidban MS-azonositdsra a gyengébb intenzitdssal a
kontrollban is l4thaté [Zc]-t vélasztottuk a foltsorozatbdl, amely a savas CAAS55345 kitindzzal
kozeli rokonsdgban 4116, de bazikus drpa chitinase-t (CAAS55344) reprezentdlja, szintén kiemelkedd
szekvencia-lefedettséggel (76 % - MALDI-TOF; 41 % - LC-MS/MS). A két szekvencia kozti
hasonlésag ellenére, a tomegspektrometriai elemzések egy-egy aminosavnyi eltérést hat kiillonb6z6
pozicidban is kimutatva meggy6zéen erdsitették meg a két foltban azonositott kitindzok eltérd
voltat. Adatbdzisban szerepld szignilpeptidjiik lehasaddsdt kovetden mindkét kitindz kalkulalt
molekulatomege jol illeszkedik az adott folt gélen becsiilt poziciéjdhoz (molekulatomeg szerint Be:
26,9—24,7; Zc: 27,4—24.8 kDa; a pl valtozdsa pedig Bc-nél: 6.08—5.65, Zc-re: 8.74—8.60.) A
bazikus Zc kornyezetében kadmiumkezelés kapcsin feltiind egyéb foltok mibenlétérdl egyeldre
nincsen informécionk, de vizszintes sorozat jellegli elhelyezkedésiik alapjan (,.train”-ek?) ésszerti a

ligos kitindz enzim izoformdinak jelenlétét feltételezniink.

A Zc folthoz kozeli [Xc] foltban két, szerkezetileg és funkcidjat tekintve is eltérOnek tekinthetd
fehérjecsaldd képviseldivel taldlkozunk. Egyrészt, itt is azonositottuk az 1D-PAGE azonos
mérettartomdnyabdl, a [02] sdvban mér kimutatott drpa hypothetical protein-t (CAA74594). (Az
1D-PAGE mintidban szintén feltételezett, rokon PR17c fehérjét ugyanakkor itt nem detektaltuk.) A
MALDI-TOF spektrum nemcsak a szekvencia C-végét (5 aminosav kivételével), hanem az N-
termindlis jelenlétét is kozvetleniil azonositotta (--MKPQVATVAFFLLVTMAATAR.A), mely
alapjan egy ~24 kDa-s, azaz a taldltnak megfelel6 fehérje valdszintisithetd a foltban (Mr: 24274; pl:
8.56).

A maésik fehérjecsalddot az [Xc] foltban a PRS csaldd tagjai, a taumatinszerti proteinek (TLP-k)
képviselik. Ezeket kordbban, a 1D-mintdk vizsgélata sordn nem detektdltuk. Az LC-MS/MS és a
MALDI-TOF tomegspektrum alapjan egyelére nem lehet dontést hozni arrdl, hogy a foltban a
TLP7 (AAKS55325) vagy a Barperm1 (AAB71680) arpafehérje van-e jelen, mert a talalt peptidek a
két kozel rokon fehérje barmelyikének jelenlétét nagy szekvencia-lefedettséggel magyardzzak (34
% vs. 50 % — LC-MS/MS; 45 % vs. 50 % — MALDI-TOF). Béar a két fehérje adatbazisban
feltiintetett szekvencidjabodl kalkuldlt izoelektromos pontok jelentdsen eltérnek egymadstdl (7.36 vs.
8.15), s a TLP7 névleges tomege is kissé nagyobb a gélbdl becsiilhetd értéknél, mindez nem

elegendd a kiilonbségtételre, hiszen csupén arra is utalhat, hogy a gélbdl mar érett, szekretalt formét
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izolaltunk. Anndl is inkdbb, mert a TLP7 fehérje NCBInr adatbazis szekvencidjabdl josolt,
valdszinlibb szigndlpeptidet lehasitva (N-terminus: -.ATITVVNR), az djrakalkulalt izoelektromos
pont (7.36—7.91) és tomeg (Mr: 21 565) is immar hasonlé az adatbdzisban vélhetéen érett

forméban fellelhetd Barperm1 (RSATITVVNR) értékeihez (pl: 8.15; Mr: 21 656).

Az [Y.] foltbdl izoldlt proteinek MALDI-TOF és LC-MS/MS analizisében taldlt valamennyi
peptid jelenléte mar akkor is értelmezhetd, ha a foltban minddssze két PRS fehérje, az X, folt
kapcsdn mér taglalt TLP7 (AAKS5325) érett formdja és a TLP8 (AAKS55326) protein van jelen.
Mindkét fehérjét nagy lefedettséggel (9. tdblazat), egyiittes jelenlétiiket pedig homolog
szekvenciarészleteik négy régidéjadban kimutatott eltérések dltal nagy biztonsdggal igazoltuk. A
TLP7 fehérje azonositdsara alkalmazott peptidek tobbsége (10 triptikus peptid) illeszkedik ugyan az
Xc-ben mar detektdlt Barperml fehérjére (AAB71680) is, de a Barwin 1-ben nem fordul el6 a
MALDI-TOF 4ltal igazolt C-termindlis peptid (K.DDQTSTFTCPAGTNYQIVLCP.-, Leu<—Phe
csere) és az LC-MS/MS CID-spektrumabdl nyert N-vég peptid (-
ATITVVNRCSYTVWPGALPGGGVR). Utébbi alapjan egyébként nyilvdnvald, hogy a foltban
szekretalt fehérjeforma van jelen, de minden valdsziniiség szerint az nem a Barperml, mert annak
(feltételezetten) érett formdja mar ismert, ami pedig az N-végén 2 aminosavval hosszabb (-
.RSATITVVNR), mint a kisérleteinkben azonositott peptid.

Az eredmények fenti elemzése jol tiikr6zi, hogy a kétféle MS-azonositds gyakran mennyire nem
felesleges, hiszen amellett, hogy az LC-MS/MS szekvencidlis megerdsitéssel (CID) szolgdl a
MALDI-TOF technolégidval szemben (amennyiben utébbi PSD-spektrum felvételekkel nem
megerdsitett), a késziilékek, pl. eltérd ionizdcids stratégidjuk révén részben eltérd peptidek
detektorba jutdsit is tdmogathatjdk, igy szinergisztikusan novelhetik a taldlati biztonsdgot.
Konceptudlis transzlacidval, cDNS-kl6nokbdl levezetett adatbazisszekvencidkkal dolgozva azonban

(mint eldbbi, kérdéses proteineknél is) a bizonyossdg soha nem lehet teljes.

A TLP7 fehérje parhuzamos azonositdsa az Xc és Yc foltokban utalhat a kozeli foltok gélbdl vald
izoldldsakor bekovetkezett kontamindciéra. Az intenziv jelek alapjdn azonban valdészintibbnek
tartom, hogy a két foltban valdjaban a TLP7 fehérje eltérd izoformadit vagy egy eldbbivel kozeli
rokon (pl. a Barperml-hez hasonld, de szekvencidjaban att6l kissé kiilonbozd) fehérje nyomait
talaltuk. Ezt valésziniisiti az is, hogy az Yc-ben szintén azonositott TLP8 — SignalP 4ltal josolt, érett
formdjaban — mdar kissé bazikusabb (pl: 7.83—8.15) izoelektromos ponttal rendelkezik az
adatbazisban szigndlpeptiddel szerepld TLP7 protein N-véggel is megerdsitett, szekretalt alakjahoz
képest (pl: 7.36—7.91).
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A 2D-gél bézikus felén a kisebb, 10-15 kDa molekulatomeg-tartomdnyba haladva egy udjabb
foltcsoport kiilonithetd el, amelynek intenzitdsdban novekedést tapasztaltunk a kadmium stresszel
Osszefiiggésben (29. dbra). A région beliil egyeldre 2 foltot (Qc és Ilc) analizaltattunk.

A [Qc] foltban, amely a 14-15 kDa méretii és az Xc / Yc foltoknak megfeleltethetd toltésti
(pI~8.0) fehérje régiot érinti, a PR1 (Hv-1a) arpafehérjét sikeriilt azonositanunk (CAA52893)
kiemelkedd szekvencia-lefedettséggel (69 % - MALDI-TOF; >60 % - LC-MS/MS). A fehérje
névleges molekulatomege (Mr: 17771) ugyan nagyobb a gélbdl becsiilt értéknél, de az LC-MS/MS
spektrum a pyro-Glu-nd alakult N-termindlis glutaminnal igazolja a 24 aminosavnyi szigndlpeptid
lehasadését. Az érett, kdzel 15 kDa-nyi alakkal szdmolva mér tdmeg szerint is j6 egyezést taldlunk a
tapasztalt mobilitdssal, a toltés azonban érdemben nem véltozik (pl: 8.19 — 8.24).

A kadmium-kezelt mintdbodl izolalt, ~12 kDa tomegt [I1.] foltban egyik MS-analizis révén
sem sikeriilt ismert apoplaszt fehérjét azonositanunk. A detektalt, kis intenzitdsi peptidek jorésze
(pl. MALDI-TOF: 20/28) az ICF-be legvaldsziniibben szennyezddésként jutott RuBisCO enzim
nagy alegységének kozépsd szekvenciarégidjabol szarmazott. A C-termindlis K.FEFAPVDTID.-
peptid nem azonos a jelenleg ismert drpa RuBisCO (YP_874661/P05698.2)
K. FEFETPVDTIDKKYV.- végszekvencidjaval, de megegyezik a rokon H. erectifolium RuBisCO-
jaban (AAN27973/AAX44964) megtaldlhaté C-vég peptiddel. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
a fajban vagy az egyes fajtdkban tobbféle, eddig nem ismert izoforma is jelen lehet.

A kadmiumos mintdkban gyengiild, kontroll [C] folt analizise is az drpa RuBisCO (pl.
YP_874661/P05698.2) nagy alegységének azonositidsit eredményezte két Kkiterjedt, folytonos
szekvenciarészlet alapjan, de az apoplasztfehérjék azonositdsdhoz képest gyenge szekvencia-
lefedettséggel. Mivel a lefedettség a fehérje N-végére és kozépsO régidjara korlatozddott,
elképzelhetd, hogy a detektdlt ~17 kDa (pl: ~5.6) bomldstermék a ~54 kDa nagy alegység egyszeri
hasitdsdval keletkezett. Az igy létrejovd fragmens kalkuldlt tomege 17 681 kDa, azaz a fehérje
tényleges mobilitdsdval megegyezik, bar a pl (4.83) jelentdsen alatta marad a megfigyelt értéknek.
Az eltérést magyardzhatnd egy az YP_874661-t01 részlegesen eltéré RuBisCO szekvencia, hiszen a
RubisCO-ként azonositott szekvenciarészletek (pl. MALDI-TOF: 10/23 peptid) rokon fajok (H.
erectifolium, H. brachyantheum) RuBisCO szekvencidira (pl. CAA90005) is jol illeszthetok.
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5.3 Buza referencia-apoplaszt térképezése

5.3.1 Referencia apoplaszt proteomikai analizise

A ’Chinese Spring’ egészsége, s buza csirandvénybdl izoldlt intercelluldris folyadék egy- és
kétdimenziés PAGE-analizise alapjin elmondhatd, hogy a vélasztott kivondsi és elvdlasztasi mdd,
és a festési eljarasok (CBB és eziistfestés) lehetdségei és korlatai kozott, a pl: 3-10 izoelektromos
pont és MW:~10-100 kDa molekulatomeg tartomdnyban az apoplasztfehérjék sokfélesége az
irodalmi adatokkal (Lee et al. 2004, Wen et al. 2007) megegyezden esetiinkben is par szdzas

nagysagrendben maximdlhat6 (30. dbra).

ol 3-10 NL pl < 3-10 NL b
Mw : ; 200 _ Mw 750
; 150 120
100
100 8
e Ll 85 E
f . .
ey i - i V 70 = 60
W g 60 "
W 0 o
:R i 1 1 I . Al
¥ % § g 3
s o s
r b
Bl T I .
- g & ’ / 25
% 26
: / 20
- i 20
g ‘é 2 & L
-
ok s
. / 15 '
2 15
$
. ‘ ) /
v (kDa; 10
A ‘ mA B kna‘

30. abra: Chinese Spring’ buzafajta 7 napos csiranovénye levél-apoplasztjanak 2D-PAGE fehérje-
mintazata. Kisérleti koriillmények: A) 300 pg, B) 120 pg ICF fehérje; IEF: 26 kVh, 0,05 mA/strip, 4.5 W;
20°C, 3-10 NL IPG strip (13 cm), SDS-PAGE: 12,5 % Laemmli (17 cm) — a: CBB G-250, b: Ag-festés. A
bejelolt és azonositdsra kiildott 21 foltbdl (A. dbra) 11-hez sikeriilt a szakirodalom alapjdn is egyértelmiien
szekretdl6do és annotdlt buzafehérjé(ke)t ill. valamely gabonaféle homoldgjukat hozzarendelni (B. dbra; B1,
B3, Cl1, Ex, F1, F5, G1, G2, G4, P2, Q1 foltok). Az azonositott fehérjék leirasat a 10. tablazat tartalmazza.

A referencia mester gél elkészitése, és a gélek statisztikai értékelése folyamatban van, jelenleg 6
kiilonboz6 izoldtumbol 14 gél futtatdsa tortént meg. A 2D-poliakrilamid géleken, 300 pg fehérjét
felvive kolloidélis CBB-festést kovetdéen 57 db folt reprodukdlhatd elvaldsat tapasztaltuk. Az MS-
azonositasra kivagott, eddigi 21 jelolt koziil 20 folthoz sikeriilt legalabb egy géntermékhez tartozé
szekvencidt rendelni. El6bbiek koziil 15 folt esetében kaptunk buza szekvencidt is (7 esetben az
NCBInr buza protein adatbazis hidnyossdgai miatt csak az NCBI EST-adatbazisb6l), mig tovabbi 5
folt esetében leghasonlébbként egyéb gabonafélék (g. Hordeum, Oryza, Coix) homolégjait talaltuk

meg.
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Az azonositott, és funkciondlisan is jellemezhetd fehérjék koziil 9-et {téltiink az apoplaszt
szempontjabol egyértelmiien relevansnak, melyek 11 folttal voltak tarsithat6ak (10. tablazat). Ezek
foként a novényi sejtfal-poliszacharidok lebontésit, atalakitasat végz6 enzimek, a herbivorok elleni
védelemben résztvevd proteinek, a kérokozé sejtfal-poliszacharidokat is bontani képes enzimek ill.

a multifunkcids fehérjék k6zé sorolhatdk.

10. tablazat: A Chinese Spring biuza apoplaszt referencia 2D-PAGE mintazatanak eddigiekben
azonositott fehérjéi (NCBInr és db[EST] adatbéazis; Mascot és ProteinProspector
programcsomag, SpektrumMill szerver) n.é.: nem értelmezhetd

MS-azonositott protein

Névleges tomeg; | Szekvencia lefedettség

(NCBInr / db[EST]) kalkulalt pl érték (%)
B1 arabinoxylan AAK21880 [Hordeum M:: 71999.09 Da
arabinofuranohydrolase vulgare] pl: 5.22 10 % (LC-MS/MS)
isoenzyme AXAH-II
B3 alpha-L- AAK38481 [Hordeum Mr: 81994.67 Da | 11 % (MALDI-TOF)
arabinofuranosidase / beta- vulgare] pl: 5.59 9 % (LC-MS/MS)
D-xylosidase isoenzyme
ARA-
C1 beta-D-galactosidase Valtozo [szamos faj] | Mr: n.é. fajtol fiiggéen
. . pl: n.é.
TalLr1129C08R clone BG904072 [T. aestivum] 26 % (LC-MS/MS)
Ex | alpha-amylase inhibitor / P15326 [Coix lacrima- |Mr: 14305.28 Da 17 % (LC-MS/MS)
endochitinase* jobi] pl: 6.07
. .
WHE313_F04_F04ZS clone | BE425368 [T. aestivum] 13 % (LC-MS/MS)
F1 hypothetical protein CAA74594 [Hordeum Mr: 24232.27 Da | 5 % (LC-MS/MS)
vulgare] pl: 8.56
F5 (1,3;1,4)-beta-glucanase CAA8049 [Triticum Mr: 34864.46 Da | 25 % (LC-MS/MS)
aestivum] pl: 6.50 28 % (MALDI-TOF)
G1 adenosine diphosphate | CAC85479 [Triticum Mr: 21815.16 Da | 20-39 % (LC-MS/MS)
glucose pyrophosphatase aestivum] pl: 5.68 16 % (MALDI-TOF)
PR 16
G2 ( ) 20-21 % (LC-MS/MS)
16 % (MALDI-TOF)
G4 15 % (LC-MS/MS)
P2 | putative glucan endo-1,3- | CAI64809 [Triticum Mr: 34252.89 Da | 20 % (LC-MS/MS)
beta-D-glucosidase aestivum] pl: 7.08
Q1 beta-D-xylosidase ABA92796 | [Oryza sativa] | Mr: 83437.58 Da | 28 % (LC-MS/MS)
. pl: 5.77
TaE15008CO02R clone [T. aestivum]
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A novényi sejtfal-poliszacharidok 4talakitdsat végz6 fObb enzimosztilyok korébol

xilandzok, arabino-furanoziddzok jelenlétét sikeriilt igazolnunk harom képviseldvel (B1, B3 és Q1
folt), a buizaval homoldg arpa és rizs fehérjeszekvencidk szintjén. Ezek a buzafehérjék nagyobb
molekulatdmeg-tartomanyt képviselnek (>60 kDa), és toltésiik szerint két csoportra bonthatdak:
mig az arabinoxylan arabinofuranohydrolase isoenzyme AXAH-II (AAK21880) ill. az o-L-
arabinofuranosidase / B-D-xylosidase isoenzyme ARA-I (AAK38481) drpafehérjékkel homolog
enzimeink [B1 folt ill. B1 << B3 folt] savas jellegliek, addig a rizs B-D-xylosidase (ABA92796)
bizahomoldgja [Q1] bazikusabb fehérje. A B3 foltban reprezentdlt ARA-I enzim homoldg kettds
funkcidjui, nemcsak a xilanok B-1,4-glikozidos kotéseit, de az arabinan és xilan arabinofuranozil
maradékainak a-1,2 és -1,3 kotéseit is hasitja (31.A dbra).
A [B1] foltban (10 % szekvencia lefedettséggel) detektilt AXAH-II, és a B3-ban nagyobb (2,5 %
vs. 11 %) lefedettséggel igazolt ARA-I konzervalt szekvencidk (Lee et al. 2001, 2003), de
megfeleld buizafehérjéik egyelore nem szerepelnek az adatbdzisban. A BLAST-tal azonositott
ARA-I homolég: T. aestivum putative beta-xylosidase (BAD06320, MW 61,8 kDa) szekvencidja
nem egyezik az MS-spektrumokban mért adatokkal. Hasonl6 a helyzet a [Q1] foltban, 28 %-os
szekvencia-lefedettséggel detektilt Oryza sativa beta-D-xylosidase fehérjével. A BLASTP keresés
sordn itt sem lehetett meghatdrozni a megfelel6 homoldg buzafehérjét, amely a fragmentécids
spektrumoknak megfeleld és a MALDI-TOF tomegspektrumban detektélt jelekhez hozzarendelhetd
szekvenciaszakaszokat tartalmazta volna. A dbEST adatbazisban valé lekeresés (TBLASTN)
azonban eredményre vezetett, a 7. aestivum TaE15008 CO2R TaE15 Triticum aestivum cDNA
clone TaE15008C02R, mRNA sequence (NCBI# [dbEST]: gil20442463, LOCUS BQ246587,
MW 21,9 kDa) nyers transzlatuma, mint levezetett fehérje formdjaban.

Tovabbi, sejtfal-modositdsra képes enzimtipusként, a [C1] foltban szdmos faj beta-D-
galactosidase-dra illeszkedd, homol6g peptidszekvencidkat taldltunk, azonban BLASTP sordn
ismét nem lehetett azonositani megfeleldé homol6g buzafehérjét. A db[EST] adatbazisban vald
lekeresés sordn meghatdrozott, levezetett fehérje egy vélhetden nem komplett, poliA-mentes, s az
Lrl genotipusbol 24 o6raval levélrozsdafertdzését kovetden izoladlt Triticum aestivum
TaLr1129C08R TaLrl Triticum aestivum cDNA clone TaLr1129C08 5', mRNA sequence
(NCBI# [dbEST]: gil14311748, LOCUS BG904072, MW: 17,6 kDa) nyers transzlituma volt, 26

%-os szekvencia-lefedettséggel.
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Az azonositott fehérjék masodik kore az elsérendiien a patogén mikroorganizmusok ill. egyéb, pl.
ragé kartevok elleni kozvetlen védekezésben szerepld fehérjéket foglalja magédba, Ezek kozt
leggyakrabban inhibitorok illetve a ndvényi védekezést stimuldld, tn. exogéb elicitor képzd
fehérjék és PR proteinek szerepelnek.

Az [Ex] foltban az LC-MS-MS mérés sordn kapott CID-spektrumok egy kinai vad
gabonafélében, a J6b konnyében (Coix lacryma-jobi) leirt Alpha-amylase inhibitor/endochitinase
(P15326, MW: 143 kDa) 4. szegmensét [Segment 4 of 6] - P15326_4, MW: 8,1 kDa)
azonositottuk, de BLASTP-vel nem sikeriilt megfeleld, homol6g buzafehérjét taldlnunk. A dbEST
adatbazisban valo lekeresés soran taldlt buzaszekvenciank a WHE313_F04_F04ZS Wheat
unstressed seedling shoot cDNA library Triticum aestivum cDNA clone WHE313_F04_F04,
mRNA sequence (NCBI#: [dbEST]: gil9423211, LOCUS BE425368, MW 22 kDa), 13 %-os
szekvencia-lefedettséggel. Az azonositas alapjaként szolgdld két, egymadst érintd, dsszességében 21
aminosavnyi triptikus peptid: a KKKYYGR.G ill. R.GPIQISWNYNYGPAGR. ut6bbi tagjiban
ugyanis két pozicidban is lehet eltérés, ahol az Ile az MS dltal nem detektdlva dtcserélodhetett Leu-
ra, tovibbd a Coix szekvencidban a Trp (W)-nak megfelel6 helyen valéjdban X, azaz nem
azonositott aminosav szerepel. Ezért a lehetséges varidnsok koziil a GPLQISWNYNYGPAGR:
szdmos kukorica (Zea) ill. koles (Sorghum) 1. osztdlyos kitindiz homoldégot, a
GPIQLSWNYNYGPAGR:  Lactuca és  Medicago IV ~ osztilyd  kitindzokat, a
GPLQLSWNYNYGPAGR pedig Populus fehérjehomologokat ad ki. Feltételezziik, hogy
buzafehérjénk inkdbb az utdbbi, egyszerlibb kitindz izoformdkhoz sorolhaté. A Coix-szekvencia
taldlati elsobbségét zavaré médon inkdbb az okozhatja, hogy a publikalt, de becslések alapjan csak
a monomer felét kitevd szekvencia viszonylag kisméretli (133 aminosav), kiilondsen, hogy tovabba
egy kisebb, 76 as-nyi szegmense ondlldan is szerepelt az adatbazisban, igy a relativ szekvencia-
lefedettség ardnytalanul megnétt (16 %, s6t 28 %-ra) a tobbi homoléghoz képest.

A hasonlé molekulatomeg ill. pl tartomanyban taldlhaté [P2] foltban az LC-MS/MS
mérések CID-spektrumai egy buzafehérje, Triticum aestivum putative glucan endo-1,3-beta-D-
glucosidase (CAI64809, MW 34.4 kDa) jelenlétét mutattdk ki 20 %-os szekvencia lefedettséggel,
melynek megndvekvd jelenlétét levélrozsdafert6zés kapcsan épp eldbbi kisérleteinkben sikeriilt
igazolni a Thatcher-alapu, Lr9 rezisztenciagént hordozé buzavonalban (16.B dbra/’5’). A MALDI-
TOF-tomegspektrumban detektalt 17 csicsbdl 7 (41 %) illett a fenti fehérjére, négy tovabbi peptid
mds fajok glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase fehérjéihez volt rendelhetd. A dbEST adatbazisban
valé lekeresés ismét 4 peptiddel, de el6bbiektdl egy esetben eltérd fragmenticids spektummal
hatdrozott meg egy kozeli rokon Triticum aestivum putative glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase-
t (NCBI# [dbEST]: 70968047, LOCUS DR739630, MW: 36,8 kDa). A szekvencia lefedettsége
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ebben az esetben is 20 % volt. A vélhetden hidnyos adatbdzis miatt a megfelelé homolog
buzafehérje tehat nem volt egyértelmiien azonosithatd.

Az [FS] folt LC-MS-MS mérései a T. aestivum (1,3;1,4)-beta-glucanase (CAA80493)
fehérjét mutattdk ki, 7 peptiddel és 25 % szekvencia-lefedettséggel. A MALDI-TOF-
tomegspektrumban a csicsok 22 %-a (8/36) illett a fehérjére (28 % szekv. lef.), s N-terminélis
szignélpeptidjének lehasadésa esetén (35 — 32,1 kDa) a tapasztalt gélbeli mobilitassal is megfeleld

egyezést mutat.

Ismeretlen szerepli fehérjét is azonositottunk: Az [F1] foltbdl izoldlt buizafehérje
homoldgjaként az igen gyenge MALDI-TOF-tomegspektrum és egyetlen rovid, LC-MS/MS-sel
meghatdrozott peptid (FDNAVGLAYSK) alapjdn, a Mascot és a SpektrumMill keresOk is egyardnt
taldlatként hoztdk ki a H. vulgare hypothetical protein-t (CAA74594, MW: 24,3 kDa), mely
molekulatomege szerint meglehetdsen jol illeszkedett izoldlt buzaproteiniinkhéz, viszont, bar
konzervalt fehérjének mutatkozott, a BLAST-lekeresés nem azonositott homoldg buzafehérjét,
amelyik az igazolt peptidet is tartalmazta volna. Fehérjénk, szekvencidja alapjan az dn. BSP
szupercsaldd tagja (ndvényi, ABA-indukalt, bazikus szekretdlt proteinek), és komoly homoldgiat
mutat a legijabban felfedezett PR17 csaldd egyes képviseldivel. A BSP-k adatbdzisa azonban
egyelore olyannyira hidnyos, hogy az drpafehérje legkozelebbi ismert biiza homolégja, a WAS-2
(AAD46133) a fragmentacids spektrumbdl ismert 11 aminosavnyi szakaszon 5(!) poziciéban mutat

kisebb-nagyobb foku eltérést.

Végiil, az LC-MS-MS mérések soran kapott CID-spektrumok és a MALDI-TOF, els6sorban
a [G1, G2 és G4] foltokban T. aestivum adenosine diphosphate glucose pyrophosphatase
(CAC85479, MW 22,0 kDa) jelenlétét igazolta. Ez a buzafehérje az apoplasztban domindns
mennyiségben fordult eld, nyomait ,,szennyezddésként” hiarom madsik foltban [F5, K3, L1] is
megtalaltuk.
ADP-gliikéz pirofoszfatdz fehérjénk ugyanakkor, szekvencidjanak elemzése alapjan az arpdban
szintén konstitutivan kifejez6d6 germin-like protein 1-gyel (CAA75907 — Vallelian ef al. 1998) és a
germin-like protein 2a-val (ABG46233 — Zimmermann et al. 2006) volt leginkdbb rokonithat6.
Rizsben a germin-like protein 5-tel (AAC04836) taldltuk a legnagyobb hasonldsdgot (Membre és
Bernier 1998, Haslam et al. 2003). Buizdban ugyan a szekvencia-adatbazisok nem adtak ki
homolég germinszerii proteint, a szakirodalmi adatok azonba mégis hozzdsegitettek a rokonsig
tisztdzdsdhoz. Segarra és mtsai (2003) ugyanis, egy hdstabil (70 °C) és proteolizisre is ellendlld

ICF-frakcié ellen poliklondlis ellenanyagot termelve egy olyan domindns, oligomer fehérje 3
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monomerjének jelenlétét bizonyitottdk immunoldgiai dton, amelyek toltés és tOomeg szerinti
elrendezdédése - 19 kDa (pl 5,8 és 6.2) ill. 21 kDa (pI 5.8) a 2D-PAGE-alapid Western-bloton,
valamint dominancidja sajat G1, G2 és G4 foltjainkkal mutatott feltiin hasonldésdgot (v6. 30. dbra).
Ezt az 4j, 66-69 kDa aktiv formdji N-gliikoproteint, amely SOD aktivitdsa mellett szerin-protedz
inhibitor funkcidval is birt, s expresszidja gombafert6zéssel (Seproria tritici) volt befolydsolhatd,
Segarra és mtsai arra alapozva irhattdk le a germinszer(i proteinek egy djabb képvisel6jeként, hogy
N-termindlis szekvendldssal a cupinokra jellemzd A-, B- és C-boxok egyikét, az A-boxot is

azonositottdk a Pigiié ill. Isla Verde fajtakbdl izolalt, multifunkcids fehérjén (31. dbra).

N-linked glycan "KGD-RGD"
QDFCVAD G--P-H-HPRATEXXXX-G GXXHFQ-N-G

31. abra: A cupin szupercsaladba sorolt germinek és germinszerii fehérjék sémaja. A halvanykék hattér
mérsékelt, a sotétkék (A, B és C box) erdteljes konzervaltsdgot jelez, a voros héttér nagy variabilitast. C: a
molekuldn beliili diszulfid-hidat kialakité egy-egy Cys; H, H, E, H: a fémion-kotésben résztvevd
aminosavak. pep: szigndlpeptid, X: hidroféb aminosav. ,, KGD-RGD”: illati, extracelluldris membran
interakcidkban is szereplé motivum (KGD / RGD / KGE tripeptid) — germinekben nem taldlhato.

(Forrds: Berner és Berna 2001)

Mivel tehdt mind szekvencidlis alapon, mind pedig az azonositds alapjaként szolgalé harom gélfolt
[G1, G2 és G4] elhelyezkedése alapjan is felmeriilt, hogy az azonositott fehérjénk azonos lehet a
szamos funkcidt betdltd, s tobbek kozt a PR16 csaldd tagjait is adé germinszer( proteinek valamely
képviseldjével, esetiinkben, az azonossig megerdsitéséhez szintén a GLP-kre jellemzd A/B/C
konzervativ boxok valamelyikének azonositdsat tlztiik ki célul. A fehérjét tobbféle enzimmel is
hasitva (tripszin, kimotripszin, Glu C) végiil a C boxot 5, a B-box jelenlétét pedig 1 fragmentdcids

CID-spektrum révén sikeriilt igazolnunk (11. tdblazat).

11. tablazat: Osszefoglal6 tablazat a GLP konzervativ box-okat értelmezé, G1, G2 ill. G4 foltban
azonositott peptideinkrél. Az azonositott, interakciés KGD-tripeptid vastagitva.

Peptid Bbox | Cbox CID-spektrum (LC-MS/MS)
R.LDIAVGGVVPLHTHPAASE.L + Jo
Y.KGDIM(O)VFPQGL.L + megfeleld
Y.QYNGGSSPAVAL.V + Jo
L.HYQYNGGSSPAVAL.V + Jo
Y.QYNGGSSPAVALVAF.S + Jo
Y.KGDIM(O)VFPQGLLHY.Q + Jo

Az altalunk meghatdrozott B-box szekvencidja ugyanakkor 2 aminosavban eltért a Bernier és Berna

(2001) altal k6zolt G--P-H-HPRATEXXXX-G szekvenciatdl, R—A és T—S cserék kovetkeztében:

115



GVVPLHTHPAASE. Azonositottunk toviabbd egy KGD tripeptid motivumot (31. 4bra, 11.
tdblazat), amely germinekben nem, de a germinszerli proteinek tobb mint felében el6fordul
(leginkdbb KGD vagy RGD, ritkdbban KGE tripeptid alakban) és emellett egyes 4llati,

extracelluldris sejtadhézids proteinekben is éltaldnos, bar ott a motivum RGD-véltozata a jellemzd

(Bernier és Berna 2001).

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

Os-gi|4239821|dbj|BAAT4702.1|
Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1|
Ta-transl_of_gi[32559049|gb|CD875233
Ta-transl_of_gi[32557901|gb|CD874085

Os-gi|4239821|dbj|BAAT4702.1|
Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1|
Ta-transl_of_gi[32559049|gb|CD875233
Ta-transl_of_gi[32557901|gb|CD874085

Os-gi|4239821|dbj|BAAT4702.1|
Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1|
Ta-transl_of_gi[32559049|gb|CD875233
Ta-transl_of_gi[32557901|gb|CD874085

Os-gi|4239821|dbj|BAAT4702.1|
Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1|
Ta-transl_of_gi[32559049|gb|CD875233
Ta-transl_of_gi[32557901|gb|CD874085

—-MAKAVMMLPVLLSFLLLPFSSMALTQDFCVADLTCSDTPAGYPCKASV
—--MAN-AMLLPVLISFLIMPFSAMALTQDFCVADLSCSDTPAGYPCKAGV
TRRAN-ARWLPALISFLIRPFSSRARTQDFCVADLACPDTPAGYPGKPGV

GAGDFAYHGLAAAGNTSNLIKAAVTPAFVGQFPGVNGLGISAARLDIAVG
SAGDFYYHGLAAAGNTSNLIKAAVTPAFVGQFPGVNGLGISAARLDIAMG
GAGDFYYHGLAAAGNTNNLIKAAVTPAFVGQFPGVNGLGISAARLDIAGG

* .k k

GVVPLHTHPAASELLFVTQGTVAAGFITSSSNTVYTRTLYAGDIMVEPQG
GVVPLHTHPAASELLFVTEGTILAGFISSSSNTVYTKTLYKGDIMVEPQG
GVVPLHTHPAASELLFVTEGTILAGFISSSSNTVYTKTLYKGDIMVEPQG
————— HPPRPPSELLFVTEGTILAGFISSSSNTVYTKTLYKGDIMVEPQG

* KAk A KKKk kk e KhhhkohkhhAAhAK s hh* Hhkkhkhkhkrk*

LLHYQYNAGQSAAVALVGEF SGPNPGLQINDYALFANNLPSAIVEKVTFLD
LLHYQYNGGGSAAVALVAFSGPNPGLQITDYALFANNLPSAVVEKVTFLD
LLHYQYNGGSSPAVALVAFSGPNPGLQITDYALFANNLPSAVVETVTFLD
LLHYQYNGGSSPAVALVAFSGPNPGLQITDYALFANNLPSAVVETVTFLD

KAKA KKK K Kk hhkhkhkk AAKKhAKkKhkhkh KAhAAhkAAA*AKK o kk _ *hkhk K

148
147
149
53

198
197
199
103

Os-gi|4239821|dbj|BAAT4702.1| DAQVKKLKSVLGGSG——————————————————————————————————— 213
Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1| DAQVKKLKSVLGGSG——————————————— = —————— 212
Ta-transl_of_gi[32559049|gb|CD875233 DAQVKKLKSGLGGTG-ALIKQAGL—————————————————————————— 222

Ta-transl_of_gi[32557901|gb|CD874085

DAQVKKLKSVLGGTG-ALIKQAGLYARSSFILVSPCRITYLDDNTAREMV

152

KA KK KKK KK Khkk oKk

(...)

32. abra: A G1, G2 és G4 foltok CID-spektrumaibdél levezetett peptidek illeszkedése egyes germinszerii
(GLP) fehérjékhez (ClustalW, részlet). A kimeritd szekvendldsok sordn igazolédott, hogy a legtobb
fragment4cids spektrumbdl levezethetd peptidet (sziirke hattér, sirgdval a szekvencidlis eltérést jelzd
aminosavak) nem az eredetileg megnevezett biza ADP-pirofoszforildz enzim (CAC85479) magyardzza,
hanem legaldbb egy, az adatbdzisokban még nem szerepld, eldbbivel kozeli rokon fehérje, amelynek 1étére
tobb, fehérje ill. EST adatbdzisban szerepld buza (Ta) ill. egy rizs (Os) homolég megfeleld, egymdst
kiegészit6 régidinak egyiittesébdl tudunk kovetkeztetni. A vastag aldhdzdsok a GLP-kben konzervativ A, B-
és C-box régiokat jelolik.

A konzervativ boxok jelenlétét bizonyit6 analizis tovabbi fontos hozadéka, hogy kideriilt (32. dbra):
a mérések sordn azonositott, C box-hoz rendelhetd peptidek legtébbjét nem is az el6zdleg
azonositott 7. aestivum adenosine diphosphate glucose pyrophosphatase (CAC85479) fehérje
szekvencidja magyardzza meg, hanem az NCBI dbEST adatbdzisban torténd lekeresés sordn
meghatarozott homolég buzagén transzkriptuma: 7. aestivum AZO3.101F14R011123 AZO3
Triticum aestivum cDNA clone AZO3101F14, mRNA sequence, (NCBI#: [dbEST] gil32557901,
LOCUS CD874085). Tovabba, a B-box azonositdsakor szekvendlt fragmens nem is eldbbiek,

hanem az Oryza sativa germin-like protein 1 (BAA74702) megfeleld régiéjaval mutatott
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azonossagot, a minta maradék CID spektrumainak NCBI dbEST adatbazisban torténd lekeresése
pedig az AZ03.104J18F010930 AZO3 Triticum aestivum cDNA clone AZ03104J18, mRNA
sequence [NCBI#: [dbEST] gil32559049 LOCUS CD875233, MW: 23.1 kDa] nyers transzlatumat
hozta ki elsddleges taldlatként.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a Chinese Spring biizafajtdban izoldlt fehérjé(i)nknek megfeleld
T. aestivum homoldg protein(ek) nem szerepel(nek) az adatbédzisban, s csak tobb homolog fehérje

részletes Osszehasonlitdsdval juthatunk el a kivant azonositdshoz (32. dbra).

Az, hogy a gélen szepardlt hdrom izoforménk kozti kiilonbségek aminosav-szekvencidt is érintenek-
e, egyeldre nem tisztdzhaté. Mindenesetre egy buiza germin esetében igazoltdk, hogy a fehérje SDS-
gélen eltérd mobilitdst mutatd két izoformdja (G és G’) csak N-gliikkdn régidjaban tér el egymastdl,
sOt a két izoforma lehet egyazon gén 4ltal kédolt (Berna és Bernier 1997). Bar a GLP-k gliikkdn
régidinak mélyanalizise még nem tortént meg, egyesek, a denaturdlé géleken a legtobb GLP
esetében is tapasztalt, duplikdtumos futds miatt azt feltételezik, hogy ebben a csalddban is 4ltaldnos
az olyan izoformdk jelenléte, amelyek mindossze oligoszacharid-oldallincukban térnek el

egymdstol (Bernier és Berna 2001).
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6. KOVETKEZTETESEK

6.1 Levélrozsda indukalta stresszvalasz fehérje- és RNS-szinti
analizisének elemzése kézel izogén, cv. Thatcher-alapu buzavonalakban

6.1.1 A buza levélrozsda-fertozésre adott extracellularis stresszvalasz
proteomikai értékelése

6.1.1.2. Az ICF fehérjemintazatanak alkalmassagi kérdései (érzékenység,
specificitas) a buza levélrozsda-fertozés ill. rezisztenciaformak felismerésében

A buza — levélrozsda interakciéban altalunk vizsgdlt harom kozel izogén, ’Thatcher’-alapu
blizavonal szekrécids stresszvalaszardl eddigi eredményeink alapjan Osszefoglaldsként az aldbbi

megallapitasokat tehetjiik:

Proteomikai eszkozokkel bizonyitottuk, hogy a buza levélrozsda-fertdzésére adott stresszvélassszal
asszocidltan mind az alkalmazott rasszal szemben fogékony (Tc), mind pedig a két rezisztens (Lrl
és Lr9) buzavonalban szdmos apoplasztfehérje indukdlddott a fertdzést kovetd egy hét folyaman. E
fehérjék kozott szamos PR csaldd képviseldit és kiilonbozo izoformékat azonositottunk.

Egy PR3 tipusd kitindzt (BAB82471) mindhdrom vizsgilt genotipusban, egyes PRI1
(CAA07473, AAKG60565 ill. AAP14676) és PR2 (endo-1,3-gliikkandz) fehérjék (AAY88778 /
AAY96422) akkumuldlédasat pedig mindkét rezisztens genotipusban sikeriilt tdmegspektrometriai
uton igazolnunk. Mivel az utébbi fehérjék a rezisztens vonalakban kordbban és nagyobb
mennyiségben jelentek meg, levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy az érzékeny és a vizsgilt ellendlld
vonalak kozott a PR proteinek expresszidjdban is egyértelmii kiilonbségek lépnek fel. A Tc
extracelluldris vdlaszara ugyanakkor jellemzonek taldltunk egy a PR2 fehérjékkel rokon endo-1,3-
1,4-gliikkandzt (ABB96917), bar az dltala képviselt gliikkandz-kor felgylilemlését stresszvilaszok
kapcsan kevésbé tartjak szamon.

A fertzott Lr9 apoplasztjan (5 d.p.i.) atfogd proteomikai analizist végeztiink, melynek sordn
tovabbi gliilkandzokat és kitindzokat, valamint mds PR-csalddok, igy a kitinkotd fehérjék, a
taumatinszerli proteinek és peroxiddzok tobb képviseldjét azonositottuk (PR2 - CAA7708S5,
CAI64809, AAD28732, BAE96089; PR3 - AAGS53609, AAD28733; PR4 - 2209398 A/064393,
AAS78780, 064392; PR5 - AAKS5326, AAKS5325/AAB71680, CAA66278, AAK60568; PRY -
CAAS59486, AAWS52716, AAWS52720, CAAS59485, QO05855) és egy extracelluldris lipaz
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(ABL11233) jelenlétét is kimutattuk. Feltételezziik, hogy e fehérjék indukcidja a két masik vonal
stresszvdlaszdnak is részét képezi, bar erre vonatkozé indukcids kinetikai vizsgdlatokat nem

folytattunk.

A kiilonb6z0 vonalakban végzett vizsgdlatok mind arra utalnak, hogy az apoplaszt
fehérjemintdzatdnak analizise az adott genotipus stresszvdlaszdnak sikerétdl fiiggetleniil is érzékeny
indikdtora lehet a levélrozsda megjelenésének, melyben mar az egydimenzids gél-alapu elvalasztas
is lehetdvé teszi a genotipusfiiggd véltozasok legaldbb részleges megjelenitését.

Azonositott fehérjéik lehetséges PR-jellegének és antifungdlis szerepkorének szakirodalmi

bizonyitékait a M 1.1 szdmud mellékletben foglaltuk ossze.

6.1.2 A buza levélrozsda-fert6zésre adott stresszvalaszanak apoplaszt endo-
1,3-glikanaz és kitinaz aktivitas alapu értékelése

Teljes apoplasztkivonaton végzett, extracelluldris aktivitds-assayek révén igazoltuk, hogy a
szekretdlt 1,3-B-D-gliikandzok és kitindzok mindhdrom vizsgdlt vonalban induktiv jelleggel, de
genotipustdl fliggd moédon vesznek részt a védekezésben. Ugyanakkor ugy tiinik, hogy a fogékony
és a rezisztens vonalak eltérd vdlasza — a vizsgdlt két szekretdlt enzimcsoport szintjén — f0ként nem
az indukci6 kinetikdjdban, hanem leginkdbb a maximalisan indukalt enzimek eltéré mennyiségében
rejlik. Ezt tdmasztja ald, hogy, bér a fertézést kdvetd pér 6rdban a fogékony Tc-ben kordbbi (10-12
h.p.i.) indukciot detektaltunk, az Lrl1 ill. Lr9 rezisztenciagént hordozé *Thatcher’ alapi btizavonalak
intercelluldris folyadékdban a fertdézést kovetden iddvel (2-3 d.p.i) szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben jelentek meg, majd (4 d.p.i.—) tartésan magas aktivitds-szinten maradtak az dltalunk
vizsgdlt apoplasztikus 1,3-B-D-gliikandzok és kitindzok. Ez, fogékony é&s rezisztens
gazdandvényekben valé indukdlhatésdguk bizonyitdsa mellett sikeres védekezésben vald

kozremukodésiiket is valoszinusiti.

Aktivitdsvizsgalataink eredményei egyrészt a hirom genotipusban indukalédott extracellularis 1,3-
glilkandzok és Kkitindzok eltérd szabdlyzdsdra utalhatnak. Ugyanakkor, a két enzimosztily
proteomikailag azonositott képviseldinek megfeleld gélsdvok intenzitdsai és az aktivitdsgorbék
lefutdsa kozott feltételezett dtfedések tokéletlenségei azt is valdszinisitik, hogy az eddigiekben MS-
azonositott proteinek mellett mds izoformdk, osztilyok, esetleg azonos funkcidju fehérjecsaladok is
kozremiikddhetnek a kompatibilis és inkompatibilis stresszdlaszokban, és akar az Lrl és az Lr9

vonalak kozott is jelentkezhetnek kiillonbségek.
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6.1.3 A buza levélrozsda fert6zésre adott stresszvalaszanak értékelése endo-

1,3-gliikanaz és kitinaz izoformak transzkripcios vizsgalatan keresztiil

A levélrozsdafert6zéssel asszocidltan azonositott illetve feltételezett apoplasztikus gliikandz és
kitindz izoformdk indukciéjanak megerdsitésére génexpresszids vizsgdlatokat is végeztiink a Tc és
az Lr9 vonalban. A hagyomdnyos RT-PCR-ben egyrészt egy-egy, proteomikai Gton mar azonositott
fehérje indukciéjanak transzkripcids igazoldsét thztiik ki célul, melynek érdekében elsGsorban az
MS-azonositdsuk alapjaként szolgdl6 triptikus peptidekbdl levezetett primerekkel dolgoztunk.
Annak érdekében, hogy egyidejiileg fellépd kiilonbozd izoformék egyiittes hatdsat felmérhessiik,

/////

dgakra specifikus indit6szekvencidkat is alkalmaztunk.

A kiilonféle primerpdrokkal kapott cDNS-klénok szekvendldsa az alabbi eredményekre vezetett:

A.) 1,3-GLUKANAZOK esetén:

A proteomikai eredményeket aldtdmasztva két jellegzetes endo-1,3-glitkanaz 4g képviseldinek

expresszidjat sikeriilt igazolnunk fert6zott Lr9 vonalban (19. dbra):

1. A TaeGlu3 primerpérral fertézott Lr9 minta (3 d.p.i.) cDNS-ét amplifikdlva megerdsitettiik
annak az endo-1,3-gliikandz 4gnak az expresszidjat, amelynek indukdléddsit kordbban
proteomikai dton mindkét rezisztens genotipusban (Lrl és Lr9) igazoltuk két ill. hdrom
képviseldvel (CAAT7085 és AAY88778/AAY96422). Két szekvendlt klonunk az illeszthetd
szakaszon mindossze 2-2, ill. 3 és 4 nukleotidban tér el az MS-alapon feltételezett és
keresett Y18212 ill. DQO090946/DQ078255 transzkriptumoktél. A klénok nyers
transzlatumai fehérjetermékek szintjén mar nem kiilonboznek, az el6bbi transzkriptumoknak
megfeleltethetd, vart glilkandz fehérjékhez képest pedig minddssze 1 illetve 2 aminosavnyi
(26.: Ser vs. Ala, tovabba 29.: Thr vs. Met) eltérést mutatnak.

2. A TaeGluF5-R4 primerpér alkalmazdsaval nyert, fert6zott (7 d.p.i.) Li9-bdl szarmazé egy-
egy klénunk egy madsik endo-1,3-gliikkandz 4g képviseldinek expresszidjit bizonyitotta,
mégpedig a PR2-jellegti TaGlb2b és TaGlb2f génét (AB244638.2 - A: 0 nt; AB244642 - A:
1 nt). Az amplifikélt transzkriptumok génjeivel jelenleg leginkdbb rokonithaté TaGlb2a gén
épp azt a fehérjét (BAE96089) kddolja, amelynek jelenlétét az Lr9 fertdzott mintdjaban (5
d.p.i) kordbban MS-alapon mar igazoltuk.
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B.) KITINAZOK esetén:

1.

A TaeChi4, kitindzokra 4ltaldnosan tervezett primerpar révén megbizhatéan amplifikédltuk a

kordbban proteomikailag mindhdrom genotipusban (3 ill. 5 d.p.i.) igazolt kitindz 1
(BABS82471), és a fertdzott Lr9 vonalban (5 d.p.i.) elébbivel egyiitt kimutatott chitinase IV
precursor (AAD28733) fehérjék transzkriptumainak, a Chil-nek (AB029934) ill. a Chi IV-
nek (AF112966) megfeleld régidit. Mivel utébbit a Tc kontrollbél amplifikéltuk,
nyilvanvalé, hogy a Chi IV nemcsak fertdzés hatdsara és a rezisztencidval asszocidltan
expresszalodik.

A keresett Chil génnel kozeli illetve tdvolabbi rokonsdgban 4ll6, de adatbdzisokban jelenleg
komplett formdban nem szerepld gének expresszidjara kovetkeztetiink tovdbba az
univerzalisabb TaeChi4-gyel nyert egyéb cDNS-ek és a specifikusan Chil-re tervezett két
kitindz primerpér (TaeChi3 és TaeChi2) altal amplifikalt PCR termékek szekvencidjabol (21-
22. abra):

a. a TAS3878_4565 jeli kontig (TIGR dbEST) megfeleld régiéjaval 100 %-os
azonossagot mutaté klénokat azonositottunk a Tc vonalbdl (3 d.p.i. és kontroll),
valamint a TAS53666_4565 kontigra 98-100 %-ban illeszkedd, s az elébbivel szinonim
szubsztitdcidikat viseld klonokat fert6zott mintdkbol (Tc és Lr9; TaeChi3 primerpar). A
megfeleld transzlatumok egy-egy aminosavban kiilonboztek a keresett Chil, és az azzal
leginkdbb rokonithatd egyéb, kitindz 2 osztilyba sorolt gének termékeitdl.

b. egy, a CV762827 klonra (TIGR dbEST) 100 %-ban illeszthetd szekvenciat klénoztunk
kontroll L9 és fert6zott Tc (4 d.p.i.) mintdkbdl (TaeChi4 primerpdar), amely Chil-hez
képesti egyik legjellemzdbb eltérése, hogy Stop-kodont hordoz a szekvencia kozEépsod
régidjaban.

c. a TA97587_4565 jelu kontigra (TIGR dbEST) 1 nukleotid-eltéréssel illeszthetd klon
alapjin egy meglehetdsen egyedi transzkriptum indukciéjat feltételezziik a fert6zott Lr9
(3 d.p.i.) mintdban (TaeChi2 primerpdr), amely a jelenleg ismert kitindz-szekvencidktol,
igy a Chil-t0l is tobb régidban kovetkezetes eltéréseket, tobbek kozt egy jellemzd, 5
aminosavnyi hyatus-t és a nevezett régidban prolint is hordoz. A megfeleld terméket

egyaltaldn nem amplifikdltunk a fert6zo6tt Tc ill. a kontroll mintdkbdl.

A specifikusabb amplifikdciét lehetdvé tevd glitkkandz és kitindz primerpdrokkal végzett szemi-

kvantitativ PCR-vizsgdlatok eddigi eredményei arra utalnak, hogy a TaeGlu3, a TaeGluF5-R4 és a

TaeChi3 primerpérral amplifikdlhaté géncsoportok a fertézés hatdsara kezdetben (0—1 d.p.i.)

egyardnt intenziven expresszdlédnak a Tc és az Lr9 vonalban, késébb (1—3 d.p.i.) azonban a
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rezisztens vonalban erdteljesebb az expresszié. A TaeChi2 primerpéarral egyeldre csak Lr9-ben (3
d.p.i.) amplifikdlt PCR-termék alapjan feltételezett, Lr9-specifikus indukcié tovdbbi megerdsitését

célzo kisérletek folyamatban vannak.

Génexpresszids analiziseink tehdt dsszességében egyrészt megerdsitik proteomikai eredményeinket,
igazolva, hogy egyidejlileg egyazon fehérjecsaldd tobbféle izoformdja is kifejezddik a levélrozsda-
fert6z€s kapcsan indukdlodé stresszvédlaszban. Madsrészt néhdny tovabbi, eddig nem ismert
génvaridnst is azonositanak, amelyek tényleges el6forduldsira kisérleteinktdl filiggetlen
megerdsitést szolgdltat az adatbédzisokban leirt, fehérje vagy nukleinsav (teljes transzkriptum ill.

klén vagy kontig) alapon azonositott blizahomolégok szekvencidja.

Az egyes gliikandz vagy kitindz izoformdk proteomikai vagy transzkriptum alapon feltételezett
indukcidjanak megerdsitését kvantitativ, valds ideji RT-qPCR-rel latjuk megvaldsithatonak,
amennyiben (a szdmos, tovdbbra is ismeretlen homoldg interferdlé hatdsat kikiiszobolve) az
azonositott transzkriptumok kellden specifikus amplifikdcidjat biztositani tudjuk a jovOben. A valds
idejii PCR-vizsgalatokndl szintén jovobeni megoldasra var egy valdban stabil kifejez6dést mutatd
referenciagén fellelése, mert az ubiquitin a mi rendszeriinkben erre nem tlinik alkalmasnak. Az
Ujabb jeloltek tesztelése (pl. 18S rRNS, GAPDH) jelenleg is folyamatban van. A qPCR-rel egyuittal
az is tesztelhetd volna, hogy fenndllnak-e az egyes genotipusok kozt egy-egy izoforma tekintetében
szabdlyozasi eltérések, amelyek az expresszids idoOkinetikdban vagy az intenzitdsban akdr az

s 22

enzimaktivitds gorbéinek eltérd lefutdsaért is feleldssé tehetdek.

A genotipus-fliggd génexpresszios eltérések hitterének feltardsaban kiemelkedd jelent0ségii lehet
az azonositott izoformdk szabdlyzorégidinak vizsgdlata, ezt azonban a komoly genomi adatbdzis-
hidnyossdgok buziban egyeldre nem teszik lehet6vé. Az MTA SZBK Novénybioldgiai Intézetében
génjeink megfeleld ortologjainak felhasznédldsaval a rokon rizsben (O. sativa ssp. japonica) Cserhati
Mityéds végzett promdter-analizist a kérdés tisztdzasira. Ezek az eredményei bér irdnymutatdak,
mindenképpen fenntartdsokkal kezelenddk, és nem helyettesithetik a buzdban feltételezhetd,
homeoldg genomok egymdsrahatdsabol létrejott, joval Osszetettebb szabdlyozdsi hattér jovobeni,

konkrét vizsgélatat.
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6.2 A kadmium-kezelt arpa extracellularis proteomikai analizisének
értékeléese
A kadmium-kezelt arpa intercellularis folyadékanak proteomikai vizsgalatdt 4ltaldnosan értékelve

az alabbi, 0sszefoglald jellegli megallapitdsokat tehetjiik:

6.2.1 Mddszertani értékelés az egy- és kétdimenzios elvalasztas, valamint a
kétféle MS-technoldgia 6sszevethetéségérol

A kadmium-kezelés 4. napjan kivont apoplasztfehérjék dsszehasonlité proteomikai analizisénél az
egy- és kétdimenzids elvdlasztids OsszevethetOségérdl Aaltalanossagban elmondhatd, hogy - a
varakozdsoknak megfelelden - az 1D-gélek alapjan érdekesnek {télt molekulatomeg-
tartomanyokban 2D-szepardcié utdn is kiillonbségeket figyeltink meg. A 2D-gélek nagyobb
mintafelviteli kapacitdsa és a jobb elvalasztds ugyanakkor lehetdvé tovébbi eltérések azonositdsat is.
Az elvalasztott fehérjék izoelektromos pontja azt mutatja, hogy az éltalunk izoldlt intercellularis
folyadékban mind savas, mind pedig bdzikusabb jellegii fehérjék képviseltetik magukat (36. és 29.

abra).

Az MS-azonositott fehérjék kozt az elvdlaszthatosdg alapjan tobb kategoria volt felallithatd:

a.) Azonositottunk olyan fehérjéket, amelyek kimutatisiara mindkét szeparicids technoldgia
elégségesnek mutatkozott, bar a 2D-PAGE jobb elvdlasztdsdnak koszonhetéen az MS-
analizise ott nagyobb lefedettséget, igy pontosabb azonositdst tett lehetdvé. Ilyen pl. a
feltételezetten PR2 csalddba sorolhatd, legaldbb két endo-1,3-glitkandz alkotta csoport (1D:
[01] sav, 2D: [Wc] folt). Ide sorolhaté tovabba egy savas kitindz (PR3) enzim azonositdsa
([02] sav; [Bc] folt), valamint a BSP csoportba tartozé6 és PR17 fehérjékkel rokon,
ismeretlen szerepli fehérje (hypothetical protein) detektalasa ([02] sav, [Xc] folt).

b.) Egy tovédbbi csoportot alkotnak azok a fehérjék, amelyek jelenlétét (és expresszidjuk
feltételezett megvaltozasat) csak az 1D vagy csak a 2D-foltok analizise nyomén sikeriilt
bizonyitani. Csak 2D-analizis utdn detektdltuk a bazikus kitindzt ([Zc] folt), tovabba a
taumatinszert fehérjék (PRS csaldd) tobb tagjat [Xc, Yc foltok]. Emlitésre érdemes viszont,
hogy csak az 1D-analizis jelezte pl. a BSP rokon PR17¢ prekurzordnak konkrét jelenlétét
([02] sav). Még fontosabbnak tekinthetd a kitin-kotd vagy kitindz aktivitdsi PR4 fehérjék
tobb tagjanak (pathogenesis-related protein 4 és Barwin) az egydimenzids [03] sdv alapjan
feltételezett szerepvallaldsa a kadmium stresszben. Ez felhivja a figyelmet tovabbi 2D

foltok azonositasdnak sziikségességére.
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c.) Egy kiilon csoportba sorolhaték azok a homolég fehérjék, amelyek egymassal kozel rokon,
de egyértelmiien eltérd izoformadit hatdrozta meg az MS-analizis az egy- és a kétdimenzids
foltokban. Példaként emlithetd a PR1 csalddba tartoz6 PRB1-3 prekurzor (syn. PR-1B /
HV-8; [02] sdv) ill. homolégja, a PR-1a (pathogenesis related protein Hv-1a; [Qc] folt),
ahol az 1D-sdv egy peptid alapjan egyértelmiien a PRBI1-3, mig a 2D-folt 9 eltérd
poziciéval a PR-1a jelenlétét igazolta. Jelenleg azt feltételezziik, hogy mindkét fehérje jelen
van és indukalédik kadmium hatdséra, foként, hogy az érett formak kalkulélt tomegének és
toltésének megfeleld régioban, a Qc folt kozvetlen kozelében tobb fehérje var még az

azonositasra.

d.) A kloroplasztisz eredeti RuBisCO fehérje fragmentumainak kis molekulatomeg-
tartomdnyban valé azonositisa (~12-13; 17 kDa) kiilon targyaldst érdemel. A
legval6sziniibben szennyez6désként megjelend fehérjét tobbnyire a kadmium-kezeléssel
Osszefiiggésben, csokkend intenzitdsd foltként detektaltuk (vo. [10] sav és [C] folt, de Qc
folt), s jellemzden joval kisebb lefedettséggel, mint a relevdnsnak tiind apoplasztfehérjéket.
A kis és koriilhatarolhatd régidkat érintd lefedettség taldn az enzim kadmium hatdsara

megvaltozé fragmentdlodasanak tudhato be.

A kétféle tomegspektrometriai rendszer (MALDI-TOF és LC-MS/MS) egymdst kiegészito,
szinergista felhaszndldsirél az eredmények kozt (pl. az endo-1,3-gliikandzok azonosithatdsidga
kapcsdn) mar emlitést tettiink, de a szekvencia-informdaciét egyértelmiisitd tandem technoldgidk
egyértelmli pozitivumain tdl az eltérd ionizéacids ill. detektdldsi modok parhuzamos alkalmazisa
tovéabbi elonyodkkel is jarhat. Bir a MALDI-TOF révén éltaldban nagyobb lefedettségeket kaptunk,
legtobbszor az LC-MS/MS maga is szolgdltatott informdciét olyan szekvenciarégiokrél, amelyek

MALDI-TOF technol6gidval nem voltak detektalhatok.

6.2.2 Funkcionalis értékelés az azonositott fehérjék kadmium-stresszben
feltételezett szerepeirol

A kadmium-stressz kapcsdn indukalt és kisérleteinkben azonositott apoplaszt proteinek kadmium-
stresszben feltételezett relevancidjardl eredményeink és a szakirodalom tiikrében az aldbbi
allaspontot képviseljiik:

Az érintett fehérjecsalddok egyrészében az eddig leirt funkcidk alapjan (PRS, azaz taumatinszerii

fehérjék) vagy a funkcidkrol valo ismeretek szinte teljes hidnydban (PR1 és PR17) feltételezhetd,
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hogy valéban célzott, pl. méregtelenitd szerepkorben funkciondlhatnak a nehézfémekre adott
stresszvdlasz kapcsdn. A kozismerten antifungdlis PR3 és PR4, kitindz ill. kitinkotd aktivitdsi
fehérjecsalddok esetében ez a lehet0ség mar erdltetettnek tlinik, bar koztiik is ismertek egyszerre
tobb funkciot betoltd, pl. fagyds elleni védelemre evolvilddott proteinek. A kiilonbdzd specificitisi
és gliikkanaz aktivitdsu fehérjékrdl dltaldinossdgban még tobb ismeret all rendelkezésre, igy a kép
még Osszetettebb: Mar az 1,3- ill. 1,6-glikozidos kotések hasitdsara specializdlédott 1,3-
glilkkandzokrdl is kdzismert, hogy nemcsak antifungélis funkciot tolthetnek be (a PR2 fehérjecsaldd
tagjaiként), de szdmos normadl vegetativ és szaporodésbioldgiai folyamatban is kdzremiitkodhetnek
(Leubner-Metzger és Meins 1999). Mivel pedig a hormonok glikozidjainak széles kore is a
glilkandzok potencidlis szubsztratjai kozé tartozik, biotikus és abiotikus(!) stresszekhez kapcsolt
jelarviteli folyamatokban val6 kozremiikddésiik szélesebb korti lehet, mint ahogyan azt exo- vagy
endogén elicitorképzd sajatossdguk kapcsan, elsé kozelitésben gondolhatnank.

Mindezek ellenére, a kisérleteink sordn azonositott fehérjék fokozott expresszidja hatterében
valdszinlileg inkdbb indirekt mechanizmusok éllnak, s indukdléddsuk egy kadmium éaltal kivaltott,
sz€lesebb és dltaldnosabb jellegli (oxidativ) stresszvdlasz kovetkezménye lehet. Ekkor a szekretalt
fehérjék antioxiddnsként vagy mds moddon, akidr egy esetleges patogéntdmaddsban is
hasznosulhatnak — a keresztrezisztencia jelenségének, ill. a sorétes 1ovedék alkalmazasi elvének és

szorédasi képének megfelelden.

Azonositott fehérjéik lehetséges PR-jellegének és nehézfémstresszben betdltott szerepének részletes

taglaldsat, a szakirodalmi bizonyitékokkal az M 1.2 szdmud mellékletben foglaltuk &ssze.

6.2.3 A kadmium és a levélrozsda elleni védekezésben egyarant érintett PR

csaladok indukcios mehanizmusanak hatterérél és jelent6ségérdl

A nehézfémstresszek kapcsdn aktivalédé szignaltranszdukcids dtvonalak térképezése sordn egyre
tobb jel utal arra, hogy példdul a jazmonsav- ill. etilén-titvonal is érintett lehet az indukdlédd
stresszvdlasz egyes részletei révén (Maksymiec 2007). El6bbiek mellett, a legtobbszor
hiperszenzitiv reakcidval asszocidlédé SA-ttvonallal pedig a generdlt reaktiv oxigéngyokoknek
koszonhetden taldlunk a jelatvitel szintjén kapcsolédasi pontokat (33. dbra).

A szalicilsav nehézfémstresszben betdltott szerepe ugyanakkor részleteiben egyelére még nem
tisztazott, bar Cd-kezelt novényekben a stresszvélasz részeként j6l ismert tiinet a SA-felgyiilemlése.
Metwally és mtsai (2003) kadmiummal kezelt drpandvényeken SA-eldkezelést is alkalmazva a
kontroll mérgezettekhez képest mérsékelt oxidativ stresszdllapotot mutaté és a fotoszintézis
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hatékonysdgéban és a szoveti gyarapoddsban is kisebb mérvii csokkenéssel jellemezhetd egyedeket
talaltak. Ezekben az exogén szalicilsav hatdsdra megjelend fokozott tolerancia nem a redox-
homeosztdzisban résztvevd antioxiddns enzimek fokozott indukcidjdn keresztiil érvényesiilt,
rdadésul a vakoluaris Cd** mennyisége sem mutatott ndvekedést. A protektiv hatdst magyardzhatja
pl. a sejtnedvi szabad Cd** felgyiilemlését meggitls metabolitok, igy fitokelatinok és
metallotioneinek, s6t SA, termelddésének fokozdsa, egyes (pl. ABC) transzporterek indukcidja
révén pedig a fémion szervek kozti ill. plazmamembrinon keresztiili transzportfolyamatainak

eltoldddsa és egyes javitomechanizmusok tdmogatasa.

"Fém-terapia" lehetdsége Noveényi patogén-ellenallosag fokozasa
(a) hiperakkumulalé ndvényekben (b) a nehézfémstressz kapcsan is

felgyiilemlé reaktiv oxigénformak révén

Ni2* — patogén T—
seitfai
4’ / lignifikaldd: el

sejtes -« ROS

2 ; Fém-ionok # /\
karosodas 4, ‘ GTPaz - Elicitor
Catechol =— ~ \ b 3
¢ PC ROS -__ [ » NADPH oxullaz
Si\T// N T pos
| ROS lebontok
\ NPRT1-=GSH (scavangerek) l

h Védekez0 gének
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sejtseriiles
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+ GR

Patogénnel asszocialt
génexpresszios valtozasok TRENDS in Plant Science

33. abra: A biotikus stressz és a fémion-toxicitas kolcsonhatasai a jelatvitel szintjén.

(a) A nehézfém- és biotrof patogén-stressz kapcsdn aktivalédo, részben atfedd jeldtviteli
utvonalak, mint a novényvédelmi céli fémkezelés molekularis hattérfeltételei.

A SA-tdltermeld, igy biotréf patogéntdmaddsra SA-indukciét nem mutaté novények védekezése nehézfém-
hiperakkumuléciéval javithat6. PC: fitokelatin; GR: glutation-reduktdz; GSH: redukalt glutation; PC:
fitokelatin(ok); SAT: szerin-acetiltranszferaz

(b) A novény patogén-ellendllésdganak fokozdsa a nehézfém-stressz hatdsdra is felgyiilemlo
reaktiv oxigénformdk (ROS) révén.

A nehézfém-ion kozvetleniil is, de a novényben mdsodlagosan okozott, az oxidativ stressz kapcsan
megjelend reaktiv oxigénformdk és az altaluk kivéltott reakciok dltal egyardnt gatolhatja a kérokozot ill.
kértevot. A sejtfalszerkezet mechanikai erdsitése mellett a ROS szignalként is képes aktivdlni ill. stimuldlni
a szalicilsav (SA)-ttvonalat, amely iddvel, antioxiddnsok akkumuldcidja, ill. stresszfehérjék indukcidja
révén tobb vonalon is képes kozremiikodni a gazdandvény védelmében. (Forrds: Poschenrieder et al. 2006)

A nehézfém-stresszek (Cu2+, Cd2+) kapcsan aktivdlédé MAP-kinaz ttvonalak 1étérdl csak az utébbi
évtizedben szdmoltak be Jonak és mtsai (2004), de mar néhiny évvel kordbban is sziilettek
publikdcidk szdmos fém- ill. metalloid-ion patogén gombdk, virusok és ragd- ill szivokartevok
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elleni rezisztencidra gyakorolt pozitiv hatdsardl (Poschenrieder er al. 2006) és ennek jelatviteli
vonatkozdsairdl. Kadmium-kezeléssel 6sszefliggésben, kiilondsen a kérosan magas SA-tartalmd,
patogén-szigndlra érzéketlenebb hiperakkumulitor novényeknél, tobbek kozt, pl. Thlaspi fajokban,
tovabbd dohény és buza esetében is ismertek beszamoldk (Jiang et al. 2005, Ghoshroy et al. 1998,
Mittra et al. 2004).

P olatviteli 4 gén-
patogén elicitorok ::I jelatviteli kaszkadok'—> aktivalis

Sikimisav-itvonal

sszalicilsav Kén-anyagcsere =
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sindol-komponensek «Fitokelatinok o
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34. abra: A Dbiotikus stressz és a fémion-toxicitas kolcsonhatasai az anyagcsere szintjén.
A Kétféle stresszor stresszvalaszdhoz kot8do, részben atfedd novényi génexpresszids valtozdsok mind a
sikimisav-ttvonalban, mind pedig a kén-anyagcserében a biotikus stressz elleni védelemre és a toxikus fém
elimindldsara (pl. fémkotésre) is hatékony komponensek megjelenéséhez vezetnek. A felgyiilemld
antioxidansok (pl. redukalt glutation) a madsodlagosan mindkét esetben kialakulé oxidativ stressz
csokkentésében és az ellendlloképesség kialakitdsdban is kozremiikodhetnek. A kozvetlenebb hatdsok
mellett, a sikimisav-utvonalban szintetizal6d6 auxin a stressz metabolizmus és az adaptiv novekedés kozti
kapcsolatot képes biztositani: az auxin-indukdlt oldalgyokérképzés a gyokér kevésbé szennyezett
talajrégidkba valé kiterjedését teszi lehet6vé, mint ahogyan a téhajtds megutjuldsa az asszimmildtumok
gyors regenerdcidja révén szintén a kompenzdcié lehetdségét vetiti elére. (Forrds: Poschenrieder et al.
2006)

Mivel a fémkezelt egyedek az anyagcsere szdmos pontjan érvényesiild, s akdr adaptiv eldnydkre is
szert tehetnek mds korfolyamatokban is aktivalédd, részben datfedd jelatviteli halézataik
stimuldlodasdnak koszonhetden (34. dbra), egyes kutatokban koltségoptimalizdlasi céllal az is
felmeriilt, hogy bizonyos biotr6f patogén populdcidk ill. mas kartevok visszaszoritdsdnak céljabol
helyi szinten nehézfém-hiperakkumuldlé novénydllomanyokat lehetne fenntartani, illetve
szant6foldi koriilmények kozott a fogyasztast még nem zavaré koncentracidkban alkalmazva (pl.
fumigéldsként vagy felszivddd formdban miitrdgydhoz keverve) a nehézfémeket, a védekezési
folyamatok szisztemizdlddast is biztositd el0kezelésként volna stimuldlhaté a novények feltételezett

patogének elleni védekezése (Poschenrieder et al. 20006).
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Jelenlegi tuddsszintiinknél azonban, még barmiféle humén-egészségiigyi, gazdasigi vagy okoldgiai
érdekre vald tekintet nélkiil, kizdrélag a novényegyed szempontjabdl sem érezziik ezt a bator
kozelitést kelléen biztonsdgosnak, hiszen ugy tlinik, a nehézfémek altal beinditott és egymassal
sokszoros csatolasban all6 jelatviteli dtvonalak egyrésze (pl. a jazmonatok és az etilén indukci6
révén) hosszabb tdvon kifejezetten kedvezodtleniil is befolydsolhatjdk az egyed tilélését (Iakimova

et al. 2006, Maksymiec 2007).

6.3 A Chinese Spring referencia-apoplaszt térképezés jelenlegi
fazisanak ertékelese

6.3.1 A buza apoplaszt referencia-fehérje térképezés modszertani és
bioinformatikai korlatai

Nehézségeink az azonositds terén

A buza apoplaszt referencia-fehérjetérképezése sordn szdmos akadalyba iitkdztiink, melyek jelentds
része az adatbazis-hidnyossdgokbdl fakadt. Bar a ’Chinese Spring’ fajta genomi térképezése
gbzerdvel folyik, a méar publikdlt szekvencidk esetében sem teljes az annotdcid, s gyakran csak
cDNS-klontarakbdl, EST- illetve TA-adatbdzisokbdl lehetett a megfeleld fehérje vagy kozeli
homolégja lehetséges jelenlétére, kifejezO0désére (nagyon ritkdn funkcidjira) kovetkeztetni. Ilyenkor
a legkozelebbi homol6gként més fajokban azonositott, mar annotalt szekvencidk segithetnek, amire
j6 példa a [C1] foltban azonositott beta-D-galactosidase esete. Maskor azonban, mint pl. a [Q1]
foltban, a beta-D-xylosidase (Oryza) mellett filiggetlen szekvenciaként, 11 % lefedettséggel
azonositott biza cDNS-kI6n: Triticum aestivum FGAS082059 Triticum aestivaum FGAS: Library
5 GATE 7 Triticum aestivam cDNA, mRNA sequence (NCBI# [dbEST]: gil70963493, LOCUS:
DR736689, MW 38,7 kDa), tovibba a [D1] foltban 15 %-kal azonositott Triticum aestivum
FGAS023919 Triticum aestivum FGAS: Library 6 CAP GATE 1 Triticum aestivum cDNA,
mRNA sequence (NCBI# [dbEST]: 39618159, LOCUS: CK212055, MW 38,6 kDa) esetében a

transzlatumok egyeldre teljesen ismeretlen szerepliek, mint ahogyan homolégjaikat sem talaljuk.

Az azonositds masik problémadja, hogy az azonositott és funkciondlisan is jellemzett fehérjék
kozt jelentds szdmban taldlhatéak vélt vagy valds intracelluldris szennyezOk. Az apoplasztkutatds
egyik legnagyobb nehézségének a fotoszintézis Calvin-ciklusdnak CO; fixdlé enzime, a RuBisCO

fragmentjeinek elkeriilhetetlen jelenléte tekinthetd, amely az él6vildg legabunddnsabb fehérjéje, s a
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fotoszintetizdlé szdvetekben a sejtek fehérjedllomédnyanak kozel 30-50 %-ét teszi ki (Ellis 1979).
Az elemi anyagcsere-folyamatokban kdzremiikodd enzimek koziil hasonld, kloroplasztisz eredeti
szennyezOkként tapasztaltuk mér a szedoheptuldz-1,7-biszfoszfataz és a foszfo-ribulokindz, illetve
citoplazmas forrdsbol a szénhidrat lebontasban kdzremiikodo glikolizis egy elemének (fruktdz-1,6-

biszfoszfat aldoldz) valamint egy (nem peroxiszomadlis!) kataldz-1 fehérjének megjelenését is.

Az intercelluldris fehérjék megjelenéséért leggyakrabban az intercelluldris folyadék
kinyerésének koriilményei tehetdek felelossé. A probléma elkeriilése érdekében szdmos kiilonféle
(invaziv és kevésbé invaziv) eljards, fajra illetve sejt- és szdvettipusra specifikdlt protokoll 1étezik a
szakirodalomban (Watson és Sumner 2007). A Rubisco utdlagos eltdvolitasara is van lehetOség, pl.
szelektiv kicsapdsok vagy affinitds-oszlop alkalmazasaval (Kim et al. 2001, Hashimoto és Komatsu
2007), ez azonban még viszonylag uj teriiletnek szdmit, és pl. teljes kivonatok érzékenyitd

analizisénél jelentds kockdzatot is hordozhat.

Az apoplasztfehérjék kinyerési technikdi kozt az daltalunk is alkalmazott vdkuum-infiltracids
technika 4ltaldnosan elfogadott (Lohaus et al. 2001). A standard ellendrzésre hasznalt,
intracelluldris marker enzimek aktivitdis assay-ei (pl. citoplazmds MDH, HPI, a
plasztiszban/sejtnedvben lokalizalt G6PDH) alapjdn csak meghatirozott puffer-ionerd illetve
legtobbszor >600(-1000) xg centrifugdlis erd felett tapasztalhaté érdemi sejtnedvi folyds (Rohringer
et al. 1983, Lohaus et al. 2001), amit a jobb érzékenységet biztositd immunoldgiai kimutatdsok is
megerdsitenek (Alves et al. 2006).

Ujabb kutatdsok alapjin azt valSsziniisitik, hogy a potencidlis sejtnedvi szennyezSk egy jelentds
része nem feltétleniil valédi kontaminacié. Kiillonboz6 fajok gyokér exudatumainak vizsgalatakor,
gyokérsiivegsejt-szuszpenzidk feliilldszdjdnak analizisénél Wen és mtsai (2007, 2008) azt
tapasztaltdk, hogy az azonositott fehérjék kozt jelentds szdmban taldlhatéak a korabbi szakirodalmi
adatok szerint egyértelmiien sejtnedvi vagy organelldris szarmazékként elkdnyvelt proteinek (pl.
aktin, riboszomalis és hdsokk-fehérjék, fruktéz-biszfoszfatdz, enoldz, 14-3-3 protein stb.). Ut6ébbi
extracelluldris lokalizacigjat immuncitokémiai vizsgélattal is igazoltdk (Wen 2007). Kiilondsen az
exudatum kivételesen finom kivondsi médja vet fel erdteljes kétségeket a kordbban feltételezett
lokalizaciok kizardlagossdgat illetéen. A szekrécié kornyezeti hatdsokra esetleg megvéltozo jellege

ebben a vonatkozdsban kiilondsen megfontolando.

Az egyes taldlatok aktudlis relevancidjat, az egyedi dontéseket az is neheziti, hogy gyakran
csak transzkriptum-adatok &llnak rendelkezésiinkre, és az RNS-ek érése és a fehérjék szintjén
végbemend modositdsok miatt méginkabb nd a bizonytalansdg — igy az EST adatbazisok, jelenlegi
tuddsunk szintjén nem elengenddek a lokalizdcié kérdésének megvalaszoldsdhoz. Végiil, dltaldnos
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bizonytalansdgi tényezd, hogy a szekvencia-lefedettség sohasem teljes, még akkor sem, ha a
keresett fehérje szerepel az adatbdzisban. A toredék szdzalékok hatterében emiatt nemcsak egyes,
nem jol ionozdlddott/repiilé/detektdlhaté peptidek 4allhatnak, hanem az adott szekvencidnak
megfelelé peptid hidnya is az adatbazisban, kiilondsen nem feltart genomdu fajok esetében. Igy,
mégha teljes aminosav-szekvendlast is végeznénk, megvan az esélye, hogy keresett fehérjénk még
nem szerepel vagy nem annotdlt az adatbazisban, s homol6gia alapjin helyette olyan rokon

izoformat azonositunk, amelynek szekrécidja nem feltétleniil esik egybe tényleges fehérjénkével.

6.3.2 Az eddigiekben azonositott referencia apoplasztfehérjék lehetséges
szerepkorei

Megkezdtiik a ’Chinese Spring’ buzafajta egészséges, kifejlett elsé leveles csiranovényének
apoplasztjan egy kétdimenzids gél-alapti referencia fehérjetérkép megalkotdsiat, melynek sordn
tomegspektrometriai iton (MALDI-TOF ill. LC-MS/MS révén) eddig az MS-analizalt foltok (21)
koziil 11 foltban [B1, B3, CI, Ex, FI1, F5, G1, G2, G4, P2, Q1] taldltunk az apoplaszt szempontjabdl
egyértelmiien relevins, 0sszesen 9 proteint, az NCBInr fehérje- illetve az adatbazis hidnyossigai

esetén a db[EST]-adatbazis felhasznalasaval.

Nagyobb megbizhatésdggal (>10 %-os lefedettség mellett) egyelére hét apoplasztfehérjét
azonositottunk buzdban vagy megfeleld gabonafélékbdl (g. Hordeum, Oryza, Coix) izolalt
homoldgjaiban:

Harom izolalt protein esetében megfeleld buzafehérjét is taldltunk az adatbazisban, egy
multifunkciés ADP-gliikoz pirofoszforilazt [G1, G2, G4 folt], valamint két glitkandz aktivitasd
proteint, egy (1,3;1,4)-béta-gliikkanazt [F5 folt] és egy putativ endo-1,3-béta-D-gliikozidazt [P2
folt]. Ezek csirdzast és a fejlodo vegetativ szovetek osztddasat és differencidloddsat eldsegitd
szerepkoriik mellett egyes patogének ellen, a preformdlt védekezés tagjaiként szintén
kozremiikddhetnek. Az elsdként emlitett, s a vizsgalt fejlédési stddium apoplasztjdban domindnsnak
tiind ADP-gliik6z pirofoszforilazrdl tovabbi analizisekkel, két konzervativ box (B és C), valamint
egy jellemzo, sejtadhézidban szerepet jatsz6 KGD motivum igazoldsdval azt is bizonyitottuk, hogy
az azonositott fehérje a germinszerli proteinek korében sorolhaté s igy potencidlisan a PR16 csaldd
képviseldje.

Kielégitd lefedettséggel igazoltuk tovdbbd négy olyan, nagyobb (>40 kDa) molekulatomegii
apoplasztikus fehérje jelenlétét, amelyek szekvendlt peptidjei az NCBInr adatbdzisban egyelére mas
gabonafélék homolég fehérjéire illeszkednek leginkabb. Ide tartozik egy arabinoxilan-
arabinofuranohidrolaz izoenzim (AXAH-II) és egy bifunkciés alfa-L-arabinofuranozidaz /
béta-D-xilozidaz izoenzim (ARA I), melyeket eredetileg drpaban irtak le [B1, B3 folt], egy rizs
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béta-D-xilozidaz [Ql], valamint egy szdmos faj béta-D-galaktozidazainak [C1] egyardnt
megfeleltethetd protein. A felsorolt négy, enzimaktivitdssal is jellemezhetd fehérje a novényi
sejtfal-poliszacharidok lebontdsit és 4talakitdsat végzi, s igy szinergista médon jarul hozzd a
novekvo és differencidl6do sejtek fejlddéséhez, de egyes formdik endogén elicitorképzd hatdsardl is

sziilettek mar beszamolok.

Emellett, kisebb megbizhatdsdggal - harom illetve egy jellemz6 peptid révén - azonositottunk egy
vad gabonafélében leirt, egyedi kettGs aktivitisi alfa-amilaz inhibitor / endokitinazt [Ex folt],
amely rovar eredetii herbivorok és gombapatogének ellen egyardnt védelmet nydjthat, valamint egy
egy arpaban leirt, s a BSP csalddba (,,bdzikus szekretdlt proteinek” koz€) sorolt ,,hipotetikus
proteint” [F1 folt], amelynek szerepét a PR17 csalddba tartozé szekvencidlis homoldgjai miatt

patogenezissel Osszefliggésben valdsziniisitik.

Utobbi két fehérje azonositdsa az alacsony lefedettség, ill. az adatbazis hidnyossdgok miatt még
moédosulhat, igy nem tekinthetd véglegesen lezartnak. Kérdéses azon peptidek eredete is, amelyek
ugyan rendelkeznek szekvencidjukbdl levezethetd cDNS-klénokkal az EST-adatbdzisban, de

megfeleld vagy rokon, annotélt fehérje homoldgjaik adatbdzisokban egyelére nem hozzéaférhetdek.

A referenciatérkép tovabbi fehérjékkel vald kiegészitése — a fehérjemintdzatbdl is egyértelmiien
igazolhatd, legaldbb par szdzas fehérjesokféleségnek koszonhetben és az adatbazishidnyossdgok
ellenére - jelenleg is zajlik, valamint egy mestergél elddllitdsa és statisztikai kiértékelése 6 fiiggetlen

izolatumbdl szdrmaz6 14 mintdzat analizise révén szintén folyamatban van.

Végiil pedig, az ismert vagy egyeldre csak feltételezett apoplasztfehérjék sikeres azonositdsdhoz a
kozeljovében az is hozzdjarulhat, hogy szelektiv izoldlasuk és in situ lokalizaci6juk érdekében
munkacsoportunkban eldéllitottak tobb, buza apoplaszt proteineket felismerd monoklondlis
ellenanyagot. Reményeink szerint ez a tobbirdnyd kozelités hozzd fog segiteni ahhoz, hogy

hatékonyabba tegyiik az apoplasztban zajl6 Osszetett anyagcserefolyamatok felderitését.
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6.4 Kitekintes

Doktori munkdm sordn a novény fehérjemintdzatiban kifejez6d0 stresszvalasszal foglalkoztam két,
vilagszerte gazdasdgi jelentdséggel biré gabonandvényen, buzdban illetve drpdn. Vizsgdlataimat
fejlodési szempontbdl a csirandvény dllapotra, helyileg a levél apoplasztjdban megjelend

valtozasokra szukitettem le.

Eddigi eredményeink és tapasztalataink fényében, a jovOre tekintettel a kovetkezd feladatokat

tartom fontosnak illetve ldtom megvaldsithatonak a disszertdciomban targyalt harom teriileten:

A. A levélrozsda-rezisztencia kutatdsa sordn elemzett Thatcher-alapi buzavonalakban
vizsgdlataink arra irdnyultak, hogy kideritsiik: az apoplaszt, mint specidlis kdzeg alkalmas-e
arra, hogy abban - kozel izogén, de a stresszvdlasz eredményessége szempontjab6l merdben
eltérd genotipusokat elemezve - olyan szekretdlt fehérje-markereket azonositsunk, amelyek a

kiilonbo6z6 rezisztenciatipusokkal asszocidlhatéak.

Mar az apoplaszt proteomikai elemzése soran is szdmottevd €és némely esetben genotipustdl
is fiiggd sokféleséggel szembesiiltiink az indukdl6d6é PR-, azaz patogenezis kapcsin indukal6dé
fehérjecsaladok tekintetében. Mindezt a transzkripcids vizsgalatok csak tovabbi, szdmos esetben
ismeretlen izoformékkal bovitették.

A tapasztalt diverzitds hétterében nyilvdnvalé a buza allohexaploid, s utdlag is szdmos
introgresszidval frissitett genomjanak hatdsa, amelyben a homeol6gok egymadsrahatdsa csak
sokszorozhatja a taldlatok bizonytalansdgat, mind a lehetséges variabilitds, mind a
szabalyozdsok 0Osszehangolt volta tekintetében. Bar a di- ill. tetraploid 6sdk parhuzamos
térképezése és a buza genomi analizise nemzetkdzi szinten, Uj generdcids szekvendldsi
technoldgidk felhaszndldsaval gbzerdvel folyik, varhatéan még jopar évnek kell eltelnie ahhoz,
hogy legaldbb egy fajta teljes genomjdval tisztdban lehessiink.

Ugyanakkor vizsgilataink kapcsdn nyilvdnvalé kérdésként fogalmazddik meg, hogy az
apoplasztikus endo-1,3-gliikandzok ill. kitindzok aktivitds-assay-eiben megfigyelt genotipus-
fiiggé indukcids kiilonbségek az egyes gliikandz / kitindz izoformdk altaldnosan sikeresebb
indukcidjanak koszonhetdek, vagy csak egy/néhdny izoforma biztositja ezt a szignifikdns
eltolodast a fogékony Thatcher-ben indukdlt vdlaszhoz képest. A megoldds elvben trividlis: fel
kell 4llitani egy-egy izoformdra specifikus RT-qPCR rendszereket. Eddigi tapasztalataink

szerint ennek gyakorlati megolddsa 6ridsi kihivas, mert egyre ijabb és Gjabb, az adatbdzisokban
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egyaltalin nem, vagy csak klontdrakban szerepld szekvenciavaridnsokat azonositunk az
eredetileg csak megerdsiteni kivant expresszioju transzkriptumok mellett, illetve a
primerspecificitds minimdlisan elegendd fokdnak tesztelésére kényszeriiliink a feltételezhetd
tovabbi homol6gok miatt. Tovdbbi problémaként jelentkezik, hogy egy megbizhatd
referenciagén kivdlasztdsa, mert a klasszikusan jo-kozepes megbizhatdsdggal szerepld ubiquitin
biotréf patogéniinkre kifejezetten érzékenyen indukalédik.

Ha sikeriil azon izoformdkat behatdrolni, amelyek egy-egy PR csalddbdl ténylegesen
felelossé tehetdek a kordbbi vagy joval erdteljesebb indukcidért, akkor — az addigra vélhetden
mdar megszekvendlt genomi régidk ismeretében - promoéter-analizissel végre tisztdzhatova valik
az egyes izoformdk genotipus- és stresszfiiggd indukalhatésiga és a stresszvdlaszban betoltott
szerepe. Igy kideriilhet, hogy a kozel izogén vonalak stresszvilasza kozott egy adott jelatviteli
utvonal hatékonyabb kordbbi aktivdldsa okozza-e a kiilonbséget, vagy esetleg tovabbi, mds
utvonalon (is) érzékenyithetd izoformdak additiv aktivélasa 4ll a kozéppontban.

Ebben nemcsak az ismert novényi cisz-regulitor elemek tarhelyei ill. motivumkeresd
adatbézisai (pl. PLACE, PlantCare) allhatnak rendelkezésiinkre, hanem egy-egy komplexebb
kérdés megvdlaszoldsdra is alkalmas, egyedi algoritmusok is komoly segitséget jelenthetnek.
Jovbben tervezett vizsgdlatainkhoz az MTA SZBK Novénybioldgiai Intézetével kooperacidoban
egy Dr. Gyorgyey Janos munkacsoportjdban Cserhdti Métyds altal kifejlesztett, un. ,tetramer-
didd” analizdlé programot van lehetdségilink alkalmazni. Ez statisztikai és bioinformatikai
modszerek kombindldsdval nemcsak mar ismert motivumok lokalizaldsat, hanem potencidlis
reguldtor-elemek predikcidjat és el6forduldsuk gyakorisdganak Osszevetését is képes, egy
meglehetdsen széles (5° upstream < 2 kbp) szabdlyzorégiora kiterjedOen kivitelezni. Az
algoritmus kordbban mar sikerrel bizonyitott: a rozsdafertézés kapcsdn proteomikailag
azonositott 6 PR-fehérjecsaldd (PR1, 2, 3, 4, 5, 9) érintett képviseldinek rizs-ortolégjaiban tobb
olyan ismert motivumot ill. eddig ismeretlen szabdlyz6-elemet (vagy részletet) is megnevezett,
amelyek kozrejatszhatnak az evoliciésan egymadstdl igen tdvoli, inkdbb csak funkciondlis
szerepvdllaldsukban rokonithat6 PR csalddok megfeleld képviseldinek pdarhuzamos
indukciéjaban.

. A ’Chinese Spring’ buzafajta levelén inditott, proteomikai referencia apoplaszt-térképezés
nyilvanvaldan folytatdst igényel, hiszen vizsgdlataim csak a fehérjék egy toredékére terjedtek ki.
Nyilvanval6 problémaként jelentkezik azonban tobb fehérjénél is a gyenge lefedettség, melynek
héitterében egyrészt az a tény 4ll, hogy a stresszfolyamatokkal asszocidlt fehérjék kutatdsa
érthetd modon tobb évtizedes elonyt élvez a normél biokémiai ill. anyagcserefolyamatokban

kozremiikddo, lokdlisan illetve a differencidcié kiilonféle stddiumaiban kifejez6dd fehérjék és
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génjeik vizsgdlatival szemben. Még nagyobb akadélyként jelentkeznek az adatbazisok mar

tobbszor emlitett hidnyossdgai és a genom komplexitdsa

Véleményem szerint a metodikai és bioinformatikai héttérfeltételek birtokaban, de a fajt
érinté adatbdzis-informéciok korldtozottsdginak jelenlegi fokdn buza esetében egy végleges
referenciatérkép elddllitisa nem lehetséges, a tovdbbi analizisek azonban érdemben
hozzéjérulhatnak egy ilyen térkép jovObeli megalkotdsdhoz. A tovéabbi vizsgilatok terén két
fontos feladatot szeretnék kiemelni. (1) Siirgetd, kotelezd érvényl feladat a fiiggetlen
izolatumokbdl ill. kiilonb6zo futtatdsokbdl nyert mintdzatok kozti poziciondlis ill. intenzitasbeli
variancia kisziirése, azaz a gélek statisztikai kiértékelése és egy standardizalt mestergél
megalkotdsa. (2) Amig a genomi, EST- vagy fehérje-adatbazisok terén nem vérhaté érdemi
eldrelépés, az eszkoztar bovitése céljabol alternativ technoldgidk (pl. immunolédgiai eljardsok)
segitségét célszerli igénybe venni, a kérdéses vagy egyelOre ismeretlen fehérjék kimutatdsa,
karakterizdldsa, vagy in situ lokalizici6ja és interakcidinak feltérképezése céljabol. Ehhez

tanszékiinkon monoklondlis ellenanyagok eldallitisdval az els6 1épéseket megtettiik.

. Egy nehézfémre érzékeny darpafajta, a "GK Mandolina’ kadmiumstressze kapcsdn a levél
intercelluldris folyadékdbol hat kiilonféle, eredendden patogenezissel Osszefliggésben leirt
fehérjecsaldd (a PRI, -2, -3, -4, -5 és -17) kiilonb6z06 izoformdit azonositottuk, ami azt mutatja,
hogy a kadmiummal asszocidlt novényi védekezésnek egy altaldnosabb stresszvdlasz is részese.
Az utébbi két évtized jelatviteli kutatdsainak és kiilondsen az elmult par év stresszszigndl-
interakcidkat érintd, mélyebb analiziseinek tiikrében ugy tinik, bizonyos PR fehérjék
meglehetdsen sztereotipnak tind indukdléddsa a nehézfémstresszekre is jellemzd, és az is
elképzelhetd, hogy a nevezett fehérjéknek valéban relevians, és az eredetinél komplexebb helyiik
is lehet a védekezésben.

Feltételezziik ugyanakkor, hogy abban az esetben, ha az apoplasztnak nem kizdrélag a
viszonylag csekély ioner6nél konnyen kimos6dd fehérjefrakcidjat vizsgdljuk, hanem a
sejtfalhoz szorosabban kotddd frakcidt is bevonjuk az analizisekbe, akkor nehézfémstresszre,
sét akédr a Cd**-ra specifikus vdltozdsokat is detektdlhatunk egyes proteinek megnovekvd vagy
éppen csokkend kifejezOdése, valtozd aktivitdsa vagy mobilitdsa tiikrében. Anndl is inkdbb,
mert széles korben dokumentaltak egyes nehézfémek sejtfal-sejtmembran rigiditdsdra gyakorolt
hatdsai, melyek a vizsgalt szovet ill. szerv szintjén jellegzetes morfoldgiai elvaltozasokhoz is
vezethetnek. A kadmium- ill. nehézfém-specifikusan indukdl6dé stresszfehérjék vizsgdlatat

célszerli a gyokér apoplaszt és az exudatumok elemzésére kiterjeszteni.
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A konkrét kisérleti teriileteken esedékes vizsgdlatokon tul dltaldnosabb kérdések is felvetddnek.
Eredményeink ugyanis azt jelzik, hogy nemcsak patogénfertézések, de nehézfém-stressz is képes
olyan jelatviteli ttvonalakat aktivdlni, amelyek a PR fehérjék sztereotipnak tiiné kifejez0déséhez
vezetnek. Ezen tdlmenden, egészséges novények dllandd jelleggel, a preformdlt védekezés
részeként is szekretdlhatnak ugyanilyen vagy hasonlo fehérjéket, amelyek egy potencidlis
stresszfaktor fellépésekor védo szereppel birnak. Felmeriil tehdt a kérdés, hogy célszerii-e
megkisérelni a novény dltaldnos védelmi szintjének tartds megemelését. A kérdés azért is aktudlis,
mert az irodalomban és hazdnkban is folynak ilyen irdnyd vizsgdlatok. Az el6z6 fejezethez
kapcsolédva, azaz a ,fémterdpidt” mint potencidlis eljardst konkrét példaként haszndlva

véleményem szerint egyértelmi a védlasz: biztosan nem!

A ,.fémterdpia” lehetOsége ill. a nehézfémeket hiperakkumuldlé ndvények patogén-kontrollalé céllal
valé felhasznédldsa mind Okoldgiai, mind élelmezésbiztonsdgi szempontbdl kétséges. Utdbbi
tekintetben az sem mell6zhetd, sot kiillondsen is kiemelendd, hogy a szisztemizdlddd €s részben
altalanos jellegiivé valo stresszvdlasz sordn felgylilemld PR fehérjék kozt igen gyakoriak a léguti
vagy élelmiszer-allergének (Hoffmann-Sommergruber 2000, Breiteneder 2004, Palomares et al.

2008). A jelenség hatterét a 35. dbra szemlélteti.

Vegyszerek  Légkori karositok

Kormyezeti

stresszek e

Gyakori
kitettség

Keresztreaktiv
allergének

Konzervilt
szerkezet
Kiterjedt
keresztreakcio

35. abra: A novényi védekezésben szerepet jatszo, sokféle stresszel osszefiiggésben specifikaltan vagy
sztereotip médon indukalédni képes PR fehérjék, melyek evolicids szeroldgiai rokonsagukbdl
fakadéan  humdn-allergén  kockdzati  tényezOként is  szerepelhetnek. (Forras:
http://dmd.nihs.go.jp/latex/defense-e. html)

Igy, ha a komyezetszennyezés hatdsait nem is tekintjiik, mindenképp fizetniink kell a természetesen
indukdlt vagy éppen géntechnoldgiai alapon biztositott novényi védekez6 mechanizmusokért:
* amezdgazdasigi novények csokkend novekedési és magprodukcids ratdjaval,
* az elsddleges fogyasztokban (4llatok és emberek) generdlt, emésztést gatld és egyéb anti-
nutritiv hatdsokkal,

* egy sziikségteleniil provokalt, a humdn népességre nézve uj allergén potencidllal.
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Mindazondltal igaz, hogy e védekezd fehérjék a novény természetes védelmi vonaldnak fontos
részét képezik, és elimindciéjuk vagy koncentracidjuk csokkentése csak akkor lehetséges, ha a
novény szdmadra a kornyezeti er6forrdsok kardra optimadlis kornyezeti feltételeket biztositunk, ill.
vegyszeres novényvédelmi eljardsokat alkalmazunk. Mindez azonban annak az esélyét is felveti,
hogy egyittal az érintett fajokkal egyoldald vagy kdlesonds fliggésben evolvalddott egyéb fajok ill.
populdcidk tdlélését is befolydsoljuk. Jovobeli célunk tehdt mindenekeldtt a folyamatok jobb
megértése, a védekezd fehérjék iddben/helyileg behatdrolt indukcidja és 4ltaldnossdgban, az

ismeretalapti, 6vatos beavatkozds kell, hogy legyen.

Kisérleteink egy madsik, d4ltaldnos ismeretelméleti kérdést is felvetnek. Kozel izogén, de
ellendlloképességiik terén érdemi eltérést mutatd buzavonalak fehérje és RNS szintli vizsgilatai azt
mutattdk, hogy — legaldbbis a PR fehérjék szintjén — feltehetfleg nem annyira egy-egy specializilt,
egyedi funkciéju vagy kiemelkedd katalitikus hatékonysdgu protein jelenléte vagy hidnya, sokkal
inkdbb a védekezésben kozremiikodd PR fehérjecsalddok kozel rokon izoformdinak induktivitdsbeli
érzékenységben vagy expresszids hatékonysdgdban mutatkoz6 eltérések befolydsoljadk a

stresszvalaszok kimenetelét.

A kiilonféle rezisztenciaformakhoz kulcsot nyidjté kritikus szabdlyzdsi pontok megtaldldsa tehat
kiemelkedden fontos, ehhez viszont nélkiilozhetetlen a rendszerbioldgiai kozelités:

e A genomi szabdlyzorégiok térképezése és jellemzése atfogd és egyben Osszehasonlitd
nemzetk6zi genomtérképezési projekteket kivan, az adatbdzisok gyors fejlesztéséhez pedig
az Uj generécios szekvendlasi technikdk bevondsat igényli.

e A transzkripcids aktivdlds dinamik4janak, valamint az expresszids eltolddds anyagcserében
elfoglalt szerepének szisztematikus és finom Iéptékii analizise jelenleg leginkabb
expressziOs array-ek feliiletén tiinik megvaldsithaténak.

e A szabdlyozds Kkivitelezését végzd fehérjék és potencidlis nukleinsav-, fehérje- vagy
metabolit partnereik interakcidinak feltardsa, lokalizdcidja és befolydsolhatésaga
tekintetében pedig a proteomikai alkalmazdsok biztosithatjdk az wutat a sejt- és

szervezetszintli anyagcserét modellezd bioinformatikai hal6zatok kiépiiléséhez.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A.) A levélrozsdafertoz€s kapcsan bazaban indukalodo stresszvalasz témakorében

1.

Levélrozsda-fertdzéssel osszefiiggésben 7 funkciondlis proteincsoport, koztitk GDSL-szerti
lipazok és 6 konvenciondlisan is patogenezissel tarsithatd, un. ,,PR” csaldd apoplasztba
szekretal6dd, minimdlisan 24 proteinjének megvaltozott expresszidjat mutattuk ki az eltérd
ellendllésdgot mutatd, Thatcher-alapd bazavonalakban: GLIP - ABL11233; PRI -
AA07473, AAK60565/AAP14676; PR2 - AAY88778/AAY96422, CAAT7085, CAI64809,
AAD28732, BAE96089, tovibbd ABB96917; PR3 - BAB82471, AAG53609, AAD28733;
PR4 - 2209398 A/064393, AAS78780, 064392; PRS5 - AAKS55326, AAKS55325/AAB71680,
CAA66278, AAK60568; PR9 - CAA59486, AAWS2716, AAWS2720, CAAS59485,
Q05855.

Ezek koziil egy PR3 tipusu kitindz (BAB82471) indukciéjat mindhdrom kozel izogén
vonalban, legaldbb egy PR2 endo-1,3-gliikandz (AAYS88778/AAY96422) és két PRI
(CAA07473, AAK60565/AAP14676) fehérje akkumulicidjat pedig mindkét rezisztens
genotipusban bizonyitottuk tomegspektrometriai dton. E fehérjék a fertdzést kovetden a
rezisztens vonalakban kordbban és/vagy nagyobb mennyiségben expresszalodtak, mint a Tc-

ben.

A tomegspektrometriailag azonositott kitindzok és 1,3-endoglitkandzok szekvencidjabol
levezetett primerek segitségével igazoltuk a keresett izoformdkkal azonos (Chil -
AB029934 és Chi IV - AF112966), illetve azoktdl néhdny pozicidban eltérd transzkriptumok
jelenlétét (TaGlb2a - AB244637 helyett TaGlb2b - AB244638.2 - A: O nt és TaGIb2f -
AB244642 - A: 1 nt, tovabba beta-glucanase Y18212 - A: 2-2 nt és DQ090946/DQ078255 -
A: 3-4 nt).
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4. Bizonyitottuk, hogy a nem fert6zott csirandvények B-1,3-endogliikkoziddz és endokitindz

aktivitdsa mindhdrom vizsgdlt vonalban egyforman alacsony, patogénfertdzés hatdsiara
azonban megnd és genotipus-fiiggd eltéréseket mutat. Els6ként detektaltuk, hogy a vizsgdlt
enzimek a levélrozsda-rezisztens Lrl és Lr9 vonalak apoplasztjdban a fert6zést kdvetden
szignifikdnsan nagyobb aktivitdssal indukdl6dnak, majd tartésan magasabb aktivitds-szinten
maradnak, mint a kozel izogén Tc vonal sejtkozotti dllomanydban. Proteomikai és
transzkriptomikai vizsgédlatokkal kimutattuk, hogy a megemelkedett aktivitishoz a Chil és a
TaGlb2b, 2f illetve 2a géneknek az Lr9 rezisztens vonalban torténd kifejezOdése biztosan

hozzéjarul.

B.) A kadmium stressz kapcsan arpaban indukdl6dé fehérievalasz témakorében:

1.

A kadmium-stresszelt drpa (cv. Mandolina) sejtkozotti dllomdnydban kimutattuk, hogy az
egy hetes kezelés sordn szdmos fehérje expresszidja mutat a Cd-koncentracié fliggvényében
folyamatos valtozast, dltaldban novekedést. Ezek koziil 1D- majd 2D-elvélasztds utdn két 1-
3-glitkandzt (PR2 csaladd - 1607157A és P15737/AAM75342), két kitindzt (PR3 csaldd -
CAAS55344 és CAAS5345) és tovabbi két kitin-kotd fehérjét (PR 4 csaldd - CAA71774,
P28814), két PR1 proteint (CAAS52893, P35793) és kiilondsen nagy szdmban taumatinszerii
(PR5) fehérjéket (pl. AAB71680, AAKS5325, AAKS55326) sikeriilt azonositanunk.
Kimutattuk még egy PR17 protein (ABV22582) és egy egyeldre ismeretlen funkcidju, de
szekvencidja alapjan utobbi csaldddal rokon, az antimikrobidlis BSP fehérjék kozé tartozo

protein (CAA74594) jelenlétét is.

Ezzel az irodalomban els6 izben analizdltuk a kadmiumra adott extracellularis stresszvalaszt
proteomikai médszerekkel drpa levélben, és a kis ionerével kimoshaté frakcidt elemezve
megdllapitottuk, hogy ott a ndvény daltaldnos védekezésében résztvevl, azaz nem a

kadmiumra specifikusan reagdlé PR fehérjék (is) indukalédnak.
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C.) A buza referencia-apoplaszt proteomikai térképezése témakorében:

1. Az egészséges cv. ’Chinese Spring’ buza csirandvény apoplasztjdnak kétdimenzids
proteomikai térképezése sordn eddig 11 folt esetében sikeriilt relevdns, bizonyithatéan
szekretlt fehérjének megfeleltethetd homoldg szekvencidkat azonositani. A 11 foltnak
megfeleltethetd 9 protein egyrésze a novényi sejtfalszerkezet dtalakitdsdban miikodik kozre
(arabinoxylan arabinofuranohydrolase isoenzyme AXAH-II - AAK21880, alpha-L-
arabinofuranosidase / beta-D-xylosidase isoenzyme ARA-I - AAK38481, beta-D-xylosidase
- ABA92796, (1,3;1,4)-beta-glucanase - CAA80493, beta-D-galactosidase - BG904072%) és
foként normdl anyagcsere-folyamatokban érintett vagy pl. endogén elicitorképzdként
funkciondlhat. Egy tovdbbi koriik kifejezetten a mikrobidlis kérokozok és ragd kartevok
elleni preformalt védekezést szolgdlhatja (alpha-amylase inhibitor / endochitinase - P15326,
putative glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase - CAI64809). Az azonositott proteinek kozott
szerepel tovdbba egy multifunkcios, pl. fenoloid anticipinek glikozildlaséit el@segitd protein
(adenosine diphosphate glucose pyrophosphatase - CAC85479) és egy ismeretlen, de a
PR17 csaldddal szekvencidlisan rokon fehérje (hypothetical protein - CAA74594).

2. A vizsgalt fejlodési stddium apoplasztjdban domindnsnak tiné ADP-gliik6z
pirofoszforilazrél (CAC85479) két, a germinszerl proteinekre jellemz6 konzervativ box (B
és C), valamint egy sejtadhézidban szerepet jitsz6 KGD motivum azonositdsdval
valdszintsitettiik, hogy a germinszeri fehérjékhez sorolhaté s igy potencidlisan a PR16

csalad képviseldje.
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8. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkdmban olyan stresszfehérjék proteomikai azonositdsat tlztem ki célul, amelyek a
novény elsddleges védelmi vonalaként is szdmon tartott sejtkozotti dllomanyban, az apoplasztban
kifejezOdve képesek a novény stresszdllapotdnak érzékeny leképezésére. Elsérendli célunk olyan
fehérjemintdzatbeli elvédltozdsok azonositdsa volt, amelyek a rezisztencidval asszocidltak, hogy a
fehérje funkcidjat és a kodolo gént/szekvencidt beazonositva potencidlisan stressz- vagy
rezisztencia-specifikus fehérjemarkereket nyerhessiink. Tévlati célként elinditottuk a referencia

apoplaszt térképezést is.

A biotikus stresszvalaszt a biza — levélrozsda kolcsonhatdsban analizdltuk, a biza (7. aestivum)
kozel izogén, Lrl és Lr9 rezisztenciagént hordozd vonalain, valamint a fogékony ’Thatcher’
alapfajtdin. A levélrozsda-fertdzéssel 0Osszefiiggésben, proteomikai alapon 7 funkciondlis
proteincsoport (koztiik 6 patogenezissel tarsithatd, un. ,,PR” csaldd) apoplasztba szekretdl6d6 24
proteinjét mutattuk ki az eltérd ellendllésdgot mutatd, *Thatcher’ alapti bizavonalakban. Ezek koziil
az endo-1,3-glilkandzok (PR2) és kitindzok (PR3 ill. PR4) esetében aktivitadsvizsgalatokkal is
bizonyitottunk genotipus szinti ill. rezisztencidra vagy fogékonysagra jellemz6 eltéréseket.

A fehérje-szinten kimutatott expresszids vdltozdsok megerdsitésére és dinamikdjuk kovetésére,
tovabbd az aktivitds-assayek alapjian feltételezett tovabbi esetleges izoformdk indukcidjdnak
feltarasara gliikandzok és kitindzok esetében génexpresszids vizsgalatokat is végeztiink a fogékony
Tc ill. az Lr9 rezisztens vonalon. A tomegspektrometriailag azonositott kitindzok és gliikandzok
triptikus peptidjeibdl levezetett sziikebb vagy szélesebb specificitdsi primerekkel néhany izoforma
esetében a keresett buza-transzkriptumokat vagy azok szintén annotdlt, kozeli homoldgjait
amplifikéltuk. Tovabbi klénok szekvendldsaval az NCBI fehérje-adatbdzisban még nem szerepl6 4
Uj buza kitindz és 3 gliikkandz izoforma transzkriptumdnak jelenlétét is bizonyitottuk, melyek a
TIGR EST-adatbazisban megfeleld illetve kozeli TA-homolégokkal rendelkeznek. Génexpresszids
analiziseink (RT-PCR) megerdsitették és kiegészitették proteomikai eredményeinket abban az
értelemben, hogy igazoljdk: a levélrozsda-fert6zés kapcsin indukdlodé stresszvdlaszban egyazon
fehérjecsaldd tobbféle izoformdja is kifejezédik egyidejiileg, mdasrészt a proteomikailag feltért
sokféleséget a transzkriptumok analizise tovdbb bdviti, néhdny tovabbi, eddig fehérje- vagy érett

mRNS-szinten nem ismert génvaridns azonositasaval.

A genotipusra jellemz6 expresszids eltérések bizonyitasdt RT-qPCR révén, mig az eltérd expressziod
hitterében all6 szabdlyozdsi kiilonbségek részleteinek megismerését promdter-analizissel latjuk

megvaldsithatonak. Ennek azonban alapvetd feltétele a potencidlisan expresszdl6dé izoformak
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érdemi elkiilonithetdsége, amit jelenleg a buza adatbadzisok kddold és szabalyzdszekvencidk terén is

fennall6 hidnyossdgai nem tesznek lehetové.

A stresszfaktorok hatdsdnak megbizhaté proteomikai kimutatdsidhoz elengedhetetlen a
referenciatérképek elkészitése. Ezért kezdtiink referencia-apoplaszt fehérjetérképezésbe a genetikai
kutatdsokban a buzafajtdk kozt leginkdbb preferdlt cv. *Chinese Spring’ egészséges csirandvényein.
Az eddigiekben azonositott 9,relevansnak tind apoplasztfehérje kozott a novényi sejtfalszerkezet
szénhidrait-szerkezetének dtalakitdsidban kozremiikodd, tovdbba mikrobidlis patogének és ragd
kéartevok ellen hatékony illetve multifunkcids, normédl és kdrélettani vonatkozasban is potencidlisan
hasznosul6 fehérjék is szerepelnek. Mivel az azonositds — elsdsorban a biiza szekvencia-adatbédzisok
ill. homol6gok hidnyossdgai miatt — a detektalt sokféleség ellenére szamos nehézségbe iitkdzott, a
célzottabb vizsgdlatokhoz a jovOben monoklondlis ellenanyagok felhasznaldsat tervezziik. Néhany
hibridomavonalat csoportunkban mér eldallitottunk, specificitdsuk pontos jellemzése folyamatban

van.

A nehézfémek nodvényi fizioldgidra gyakorolt hatdsainak tobb évtizedes tanszéki kutatdsi
hagyomdnyit kovetve, abiotikus stressztényezdként kadmiumkezelés (0-300 puM) hatdsait
vizsgéltuk az apoplaszt fehérjemintdzatara drpa (H. vulgare cv. ’Mandolina’) csirandvényeken, a
buzéra kidolgozott intercellularis folyadék kivondsi eljardst arpdra adaptdlva. A vélasztott rendszer
elényeként hatdrozhaté meg a nehézfém-kezelés egyértelmii, vizkultirds lehetdsége, a fehérjék
azonositdsanak alapjit képezd arpa szekvencia-adatbdzisok buzdéhoz viszonyitott fejlettsége, és a
konkrét rendszert jellemzd stresszélettani hattér felderitettebb volta (szovettani, enzimaktivitas- és
stresszmetabolit-szintii jellemzettség), amely eredményeink stresszvdlaszban valé elhelyezésének
lehetdségét nagyban megkonnyiti.

Az 4rpa csirandvények levelébdl kinyert intercelluldris folyadék 1- és 2-dimenzids
gélelektroforézise a sejtkozotti allomany fehérjemintdzatit érintd drdmai vdltozdsokat hozott
felszinre a kadmium kezeléssel 0sszefiiggésben. Eddigi tomegspektrometriai (MS) eredményeink
alapjén ugy tiinik, hogy a Cd** 4ltal kivéltott védekezési reakciénak az apoplasztban egy altaldnos
jellegti stresszvélasz is része, melyben tobb, patogenezis kapcsan indukal6do, dn. PR fehérjecsaldd
is szerepel. Ennek megfelelden, a kadmium-stresszelt arpa sejtkdzotti dllomdnyban bizonyos PR1
proteinek, tovdbba 1,3-glilkandz (PR2), kitindiz (PR3, PR4) és kiilondsen nagy szadmban
taumatinszerti (PRS) fehérjék intenzitdsndvekedését sikeriilt kimutatnunk, valamint egy PR17 és
egy ezzel szekvencidja alapjin szorosan rokonithatd, s az antimikrobidlis, bdzikus, szekretalt tipusa

(BSP) fehérjék kozé tartozd, de egyeldre még ismeretlen funkciéjd, proteint. A szakirodalom
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alapjan véarhat6, indukdl6dé peroxidazok (PRS) kiilonbozd szekretdlt vélfajai nem szerepeltek az

eddig analizalt mintdk kozott.

A biotikus ill. abiotikus stresszvdlaszban koézremilkodd apoplaszt fehérjék felderitését célzo,
proteomikai kutatdsaink vonatkozdsiban eredményeink azt jelzik, hogy nemcsak patogén
fertzések, de nehézfém-stressz is képes olyan jeldtviteli dtvonalakat aktivdlni, amelyek a PR
fehérjék sztereotipnak ttind kifejez6déséhez vezetnek. Ezen tdlmenden, egészséges ndvények
alland6 jelleggel is szekretdlhatnak olyan fehérjéket, amelyek (vagy kozvetlen rokonaik) egy

potencidlis stresszfaktor fellépésekor védd szereppel birnak.

A stresszel szemben ellendlld, tolerdns ill. fogékony egyedekben kifejez6dd, hasonlé vagy akér
megegyezd funkciét ellit6 PR izoformdk expresszidjanak eltérései azonban érdemben
befolydsolhatjdk a védekezési valasz sikerét. Ezért fontos jovObeni feladatnak tekintjiik az adott
véalaszreakciéban indukilédé izoformdk pontos beazonositdsit, a védekezéshez vald individualis
hozzdjaruldsuk mértékének ¢és iddbeliségének meghatdrozasat, toviabbd kozos ill. eltérd

promoéterelemeik azonositasat.
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9. MELLEKLETEK

M1. Az azonositott biza ill. Arpa apoplasztfehérjék szakirodalmi és funkcionalis

relevanciaja
M1.1 A levélrozsddval asszocidltan indukadlédo buza apoplasztfehérjék

A levélrozsda-fert6zés kapcsdn novekvd intenzitdst mutatd, proteomikailag azonositott fehérjék
lehetséges vagy bizonyitott PR jellegét, illetve ezen beliil antifungdlis szerepét szekvencidlis és
funkciondlis rokonsdguk alapjin felosztva, és a vizsgilt genotipusok szerinti el6forduldsuk

gyakorisdga sorrendjében targyaljuk.

Kitindzok

Béar a mindharom fertézott vonal apoplasztjdbol izolalt kitindz 1-re nem, a tomegspektrometriai
adatok alapjan valdszinlisitett két tovabbi, Lr9-bdl kimutatott kitindz szekvencidinkra
szakirodalmilag is aldtdmaszthatjuk a gombafert6zés kivaltotta, konkrét indukciét: a chitinase IV-t
(a kordbban mér emlitett, egyik 1,3-gliikandzzal egyetemben) Fusarium gombafertézés kapcsian
mutattdk ki cv. *Sumai 3’ buzafajtdban (Li ef al. 2001), mig a ~35 kDa méretli endokitindzunkkal
kozeli rokon biza 1b endochitinase-t *Chinese Spring’ buizafajtdban a feketerozsda (Puccinia

graminis f. sp. tritici) fert6zésével asszocidltan publikiltak (Liao ef al. 1994).

Gliikandzok

Az Lrl és Lr9 vonalban egyardnt kimutatott endo-1,3-glikandz(ok) PR2 jellegét, azaz
stresszvdlaszban vald relevancidjukat erdsiti, hogy az AAY88778 ill. AAY96422 szekvencidkat
transzkriptum formdban, eredetileg Puccinia striiformis f. sp. tritici (buza sargarozsda) fertdzte
buzalevelek génexpresszids analizise kapcsdn azonositottdk. Az egyeldre csak a fertdzott Lr9
genotipus apoplasztjab6l kimutatott 4 tovabbi gliikandz kozil az AAD28732 protein
gombafertdzéssel feltételezett szerepére Fusarium-fertézott cv. ’Sumai 3  buzafajta
kaldszvirdgzatabdl szarmazé cDNS klénok izoldlasaval mutattak rd (Li et al. 2001). Tovabb4, a
BAE96089 protein génszinti felfedezése, PR-2 osztdlyba illesztése és megndvekedett
génexpresszidjanak igazoldsa is eredetileg Erysiphe graminis (gabona lisztharmat) fertdzte

levelekbdl tortént meg, cv. *Norin 61° bizafajtin (Higa-Nishiyama er al. 2006).
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Mivel az eddigiekben felsorolt fehérjék cDNS-bdl levezetett médon (konceptudlis transzlicidval)
keriiltek az NCBI adatbézisba, jelenlétiiket — a cv. *Thatcher’ alapt Lr1 ill. Lr9 vonalban — immaér

protein szinten is megerdsithetjiik.

A rendszeriinkben kizardlag a fogékony Tc vonal extracelluldris stresszvdlaszara jellemzOnek talalt
endo-1,3-1,4-gliikandz fehérje (CAA80493/ABB96917) gombapatogén elleni relevancidjanak
tém4jidban kissé mds a helyzet. A magasabbrendii novényekben &ltaldnos (Simmons et al. 1994)
endo-1,3-gliikkandzokkal (EC 3.2.1.39) szemben a kizédrélag fufélékre jellemzd (Buckeridge et al.
2004) endo-1,3-1,4-gliikandz(ok) (EC 3.2.1.73) szerepe a stresszvalaszban egyelOre kevéssé ismert
(Simmons et al. 1994, Romero et al. 1998). Jelenlétiik leginkdbb az endospermiumban és a
sziklevélben jellemzd, a helyi szinten nagy mennyiségben felgylildé béta-1,3-1,4-gliikdnokkal
0sszhangban (Carpita 1996), de néhdny képviseldjiik kifejezetten csirandvények szdveteiben (pl. az
arpa EI — fiatal levél), masok (pl. rizs OsEGL2) ér6félben 1év6 generativ szovetekben
expresszdlodnak, és szélesebb specificitdsi képviseldt is ismeriink (pl. rizs OsEGLI - gydkér,
levél). Kifejezodésiikben elsOsorban differencidlédast irdnyité fitohormonok (gibberellinek,
abszcizinsav; auxinok) irdnti érzékenységet mutattak ki (Slakeski és Fincher 1992, Wolf 1992,
Thomas et al. 2000). Emiatt feltételezik, hogy a csirdzasban, illetve a foként a vegetativ sejtek

megnyuldsdban jatszanak szerepet.

Egyes rizs endo-(1,3;1,4)-glikandz génekrél ugyanakkor kimutattdk (Simmons et al. 1992,
Akiyama et al. 2009), hogy leginkdbb sériilés, illetve kiilonféle stresszhormonok aktivaljak
kifejezOdésiiket (Gnsl - sebzés, SA, ET, sotétkezelés, gomba eredetii elicitorok; OsEGLI - Me-JA,
ABA ill. ethephon). Funkcidjukat ciszgénikus rendszerben vizsgédlva, a Gnsl konstitutivan
szekretdlt, rekombindns formdjit expresszdltatva két rizsfajtdban is sikeriilt igazolni
rezisztenciandveld hatdst a Magnaporthe grisea két virulens gombatorzsével szemben (Nishizawa
et al. 2003). Ezzel 6sszefliggésben rezisztencia-tipusu 1ézidkat és két védekezés kapcsan indukdlédo
gén, egy PR1 és a PBZ1 kordbbi aktivdlodasat figyelték meg. Egyeldre azonban nem nyilvanvalo,
hogy a fehérje kozvetett iton vagy konkrét, gomba eredetli szubsztratot felhaszndlva gyakorol gitlé
hatdst a gombapatogénre. Az evoldcids tekintetben endo-1,3-gliikandzokbdl levezethetd
enzimcsoport direkt antifungélis szerepkorének lehetdségét ugyanakkor tobb, jellemzett bakteridlis
homolég is megerdsitheti: Yao és mtsai (2004) a rizs rizoszférdjat kolonizdld Paenibacillus
polymyxa egy baktériumtorzsébdl olyan, a fajban kordbban leirt béta-1,3-1,4-gliikkandz (gluB)
géntermékével (>80 %-os) szekvencidlis azonossdgot mutatd fehérjét (P2) izoléltak, amely in vitro
erteljes gdtlast fejtett ki a patogén Pyricularia oryzae gombatenyészetek novekedésére. Kitamura

és Kamei (2006) pedig egy tengeri Pseudomonas baktériumbol szdrmazo, E. coli-ban kifejeztetett
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és izolalt, rekombindns béta-1,3-1,4-gliikandz fehérjével (GluA) olyan erdteljes degradéciot ért el a
Pythium porphyrae gomba sejtfaldban, amely még az azonos torzsbdl szdrmazé chitinase A ill.
beta-1,3-glucanase B enzimek hatékonysdgat is joval meghaladta. S, bar bakteridlis béta-1,3;1,4-
glilkandzok novényi kifejeztetése elsdsorban a takarmdny konnyebb hasznositdsa miatt keriilt
el6térbe, transzgénikus novényi vonalakban expresszdltatott, rekombindns formdik hatdsat a
Giessen-i Egyetemen Karl-Heinz Kogel munkacsoportja mér a befogadé névényfaj patogénjei ill.
szimbionta gombapartnerei kapcsolatara is teszteli (GMO Safety 2009).

Mindezek alapjin igen valdszinl, hogy a gombdk, de legaldbbis egyes csoportjaik sejtfaldban 1,3-
1,4-gliikdnok is jelentdsebb mennyiségben fordulnak eld, s ezek képezhetik a stressz kapcsin
indukdl6dé névényi endo-1,3;1,4-gliikandz tipusok célmolekuldit is. Fontaine és mtsainak 2000-es
bejelentése, miszerint Aspergillus fumigatus liggal nem feltdrhaté sejtfal-frakcidjaban a
vazszerkezet oldalldncainak egy jelentds komponensként linedris béta-1,3-1,4-gliikdnt is izolaltak,

szintén ezt a feltételezést erdsiti.

PRI fehérjék

A PR 1 csalad altalunk Thatcher-alapt Lrl és Lr9 buzavonalban azonositott tagjait kordbban mér
’Kanzler’ buzafajtdban (CAA07473), Haynaldia villosa egy 6VS/6AL transzlokédciés vonaldban
(AAK60565), ill. *Tadinia’ buzafajta Septoria tritici levélfoltossdggal szemben ellendllé (Stb4)
vonaldban (AAP14676) is kimutattdk a gabonafélék rokonsdgi korében. Tekintetbe véve a 2
rezisztens vonal kozel izogén genetikai hétterét, tovabbd az Lrl és Lr9 gén kiilonb6z6 donor fajait
ill. eltér6 kromoszémadlis lokalizdcidjukat, ez a PR1 géncsoport a fogékony *Thatcher’ fajtdban is
biztosan kédolt, annak ellenére, hogy SDS-PAGE-n (10. és 12. dbra) nem taldltuk nyomukat. Ugy
tlinik, hogy a két rezisztenciagén — feltételezhetéen kozos jeldtviteli dtvonalon — a levélrozsda-
fertéz€s soran nagysagrendekkel erdsebb hatékonysdggal képes indukalni expresszidjukat.

A tobb patogéntipusra nézve is (pl. gombdk, viroidok stb.) ismerten antimikrobidlis, de mdig
ismeretlen hatdsmechanizmusd PR1 fehérjék antifungdlis szerepkorének lehetséges magyardzatira
extracelluldris SCP-doménjiik alapjdn legijabban membran- ill. sejtfal-permeabilizald,
endopeptiddz aktivitdsukat feltételezik (Park et al. 2010). Ilyen értelemben funkciondlisan
homolégok lehetnek a PR-7 csaldd tagjaival, azaz a szubtilizinszeri Ser-protedzokkal, melyek ellen

mdr azonositottak gomba eredetii protedz inhibitorokat (Tian et al. 2004).
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Peroxidazok

A peroxiddzok biokémiai és molekuldris bioldogiai kutatisok kedvelt alanyai, kezelésiikkel és
besorolasukkal (szdrmazasuk, lokalizacijuk, funkcidik és szabdlyzdsuk szerint) kiilon adatbdzis
(PeroxiBase) foglalkozik. A redoxi-viszonyok kézbentartdsa az egészséges sejtek feladatkoreinek
szerves €s dlland6 részét képezi, legtobbszor az oxidativ jellegli folyamatok ellendrzott miikddtetése
érdekében, melyet normdl anyagcsere-folyamatok és szdmos kornyezeti tényezo is veszélyeztethet.
A biotréf patogénekre adott stressszvdlasszal ill. a hiperszenzitiv reakcidval Osszefiiggésben egyre
nyilvanvalébb, hogy a redox-egyenstly ideiglenes, tobb szakaszbol all6 oxidativ megbomlédsa és
utébb meginduld, reduktiv visszarendezOdése is stratégiai fontossdgi a védekezésben. A
citoprotektivitds azonban a sejtkozotti és a sejtes dllomdnyban esetenként redoxi szempontbdl is
mdsként definidlhat6. Emiatt azonositott peroxiddzaink konkrét szerepének (szubsztrit?) és sejtes
szinti lokalizdcidjanak (IC/EC?) bizonyitdsa, ill. egydltaldn, aktudlis indukciéjuk (PR-jelleg?)
igazoldsa sem konny( feladat a vizsgélt rendszeriinkben.

Korabban emlitettiik, hogy a Liu és mtsai (2005) &ltal feldllitott, 7. monococcum, Oryza ill.
Arabidopsis szekvencidkra épiild peroxiddz-torzsfin az Lr9 vonalban levélrozsda-fertdzéssel
Osszefiiggbnek taldlt 5 POD buzafehérjénk mindegyike az 1. klaszterként definidlt peroxiddz-
géncsoportban foglal helyet. Ezen fehérjék k6zos, mas klaszterekre nem jellemz0 bélyegei, hogy C-
termindlis elemet (CTE) nem, de N-vég termindlis szigndlpeptidet (NPP) hordoznak, legfOképp a
mezofillum sejtekben expresszalédnak, s a tovdbbi, azonositott klaszterek (II-IV.) tagjaitdl
eltérden(!) feltételezhetd, hogy valéban az apoplasztba szekretdlédnak - H,O, termelést eldsegitd
funkcidval, indukdlt sejtfal-appoziciok képzésében is részt vallalva. A feltételezést aldtdmasztja,
hogy a cluster I tagjainak jelenléte a lisztharmatfertdzésnek csak egy korai szakaszdban volt
jellemzd, és rezisztencia esetén expresszidjuk hamar visszafordult a sporafejlodés letorését
kovetden. Ezzel szemben, a szekvencidlisan a cluster II-IV-be sorolt peroxiddzok mindvégig
erdsebben expresszédlodtak a fert6zés alatt, mely arra utalt, hogy el6bbivel egyezd besoroldsuk (II1.
osztaly ,,szekrécids peroxiddzok™) ellenére utébbiak inkdbb vakuoldris jellegiiek és - a ROS kérositd
hatdsait H,O,-t lebonté aktivitdssal mindvégig ellensilyozva - az optimdlis intracellularis redox-

allapotot biztositjak az epidermiszben.

Az irodalmi adatokat és sajit eredményeinket figyelembe véve, izoldlt peroxiddzaink
indukdlhatésdga ill. levélrozsdarezisztencidval kapcsolatos relevancidja kapcsidn az aldbbi
megjegyzéseket tehetjiik:

Liu és mtsai (2005), génexpresszids vizsgdlataik alapjan az altaluk cluster I-be sorolt hat TmPRX

génbdl (1-6) csak egy gént, a szekvencidlisan is meglehetdsen elkiiloniild TmPRX6-ot taldltik
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gombafert6zéstdl (Erysiphe) fliggetleniil, a mezofillumban konstitutivan expresszalédonak. A
diploid dssel mutatott filogenetikai rokonsdg ismeretében igy — kozvetve — feltételezhetd, hogy az
altalunk izoldlt, TmPRX 1, 2, 3 ill. 6 génnel rokon 6t bizafehérje koziil az elsé négy (két ligos és
két savas jellegli) valoban a PR 9 osztdly tagja, ez al6l csak a TmPRX 6 gén fehérjéjével ortolog
btizaprotein lehet kivétel.

Kozvetlenill, azaz a homolég buzaszekvencidk szintjén eziddig csak a TmPRX 3 génnel homolég,
jellemzdéen gyokérben expresszalodé CAAS948S peroxiddz levélbeni szelektiv génexpresszidjat
tudtdk patogén-, azaz Erysiphe graminis fertzéssel Osszefiiggésbe hozni, 'Biggar’ buzafajtiban
(Béaga et al. 1995). Ezzel szemben sem a ’Cheyenne’ gyokerében konstitutivan expresszal6do, s
szintén a TmPRX3 géntermékével rokon Q05855 esetében, sem a levélben alacsony szinten
kifejez6d6é, TmPRX1 homolég CAA59486 biza peroxiddzndl nem lattdk jelét az eddig vizsgalt
rendszerekben patogén-indukalt expresszionak (Hertig ef al. 1991, Baga et al. 1995).

A ’Thatcher’-alapi buzavonalak levélrozsda-fertdzésével asszocidltan kapott eredményeink
azonban arra utalnak, hogy e két izoldlt biza peroxiddz levélbeni kifejezOdése is lehet patogén-
indukdlt, s igy PR9-ként igazolhaté — de expresszidjukban genotipus-fiiggés allhat fenn. Mig ti. a
TmPRX3 homolég Q05855 peroxidazt egyértelmiien kimutattuk a Lr9 vonal fertézott levelének
apoplasztjabol (12.B dbra/’6’), addig a fogékony *Thatcher’ alapfajta megfelelé mintdjaban, azonos
mérettartomdnybdl nekiink sem sikeriilt igazolni jelenlétét (I1d. 12.B dbra/’1x’ — egy 1,3-1,4-
glikkandz). A TmPRX1 homolég CAAS59486 biza peroxiddznal is hasonl6t tapasztaltunk: fertézott
Lr9-ben igen (12.B dbra/’3’), Lr1-ben viszont (12.A dbra/’1a,b’) nem taldltuk a fehérje nyomat. A
tomegspekrometriailag még nem elemzett kétdimenzids gélek (11. dbra A vs. B) Osszevetése
tovabbi tdmpontot jelenthet a TmPRXI1- és a TmPRX2-homolég, savas biza peroxiddzok
stressszvalasszal térsithaté kifejez0dése mellett az Lr9-ben. A fertdzés kapcsian a ~30 kDa-os
mérettartomdny savas régidjaban megjelend folt-kettdsok elhelyezkedése (12. dbra, b/5 és e/5
kvadritok) ugyanis mind toltés (pI: 4.8 ill. 5.8), mind tomeg (Mr: 28 ill. 30 kDa) szempontjabodl
feltind egyezést mutat a két fehérje érett formdjanal szamitott értékekkel. Ezt a feltételezést a
jovOben tomegspektrometrids vizsgdlatokkal tervezziik igazolni.

Efféle genotipus-fiiggést apoplasztikus peroxiddzok expresszids iddzitése és erdssége tekintetében
Simonetti és mtsai (2009) egészen friss munkdjukban is bizonyitottak rezisztens és fogékony
buzafajtdk nematddafert6zésével Osszefiiggésben. Rdadédsul a tobbszdz EST és genomi klon
felhaszndldsaval daltaluk azonositott, s filogenetikai klaszterezéssel 7 eltér6 dgba sorolt 20
apoplasztikus biza peroxiddz kozott a CAAS59486 fehérjével kozel (96 %-ban) megegyezd
szekvencidt is azonositottak, ami ismét csak az izoldlt és a feltételezett peroxidazok lehetséges

eltérését, és az MS-azonositas adatbazisainak erdteljes hidnyossagét bizonyitja.
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Taumatinszerii proteinek (TLP)

A taumatinszer fehérjék PRS tagjainak antifungilis hatdsa kérokozé és nem patogén gombdk
meglehetdsen széles korében érvényesiil. Tobb képviseldjiik gatlé hatdsat bizonyitottdk in vitro
gombdk sporuldcidjiban ill. hifandvekedésben, s6t, pl. egyes antrachnézis-rezisztens Chardonnay’
sz6loévonalakban in vivo is (Jayasankar et al. 2003). Egyes tagjaik transzgénikus vagy mutéci6 alapud
tultermeltetése kiilonféle gombafertdzések tiineteinek késleltetését vagy akar megéllitisat is képes
volt eléidézni pl. burgonydban (Liu et al. 1994, Zhu et al. 1996), rizsben (Datta et al. 1999) vagy
buzdban (Duggal et al. 2000, Xing et al. 2008). Gombaellenes hatdsmechanizmusuk mikéntjérol
mindazonaltal egyelére még csak feltételezések ismertek. Egyes tagjaik membrin-permeabilizdlé
aktivitdsdt meghatdrozott gombafajok novekvd hifdival és csirdz6 spdraival szemben in vitro Gton
mdr tobb novényfajbol, pl. kukoricdbdl (Roberts és Selitrennikoff 1990), dohdnybdl (Abad et al.
1996) vagy lenbdl (Anzlovar et al. 1998) izoldlt PRS fehérjékkel is igazoltdk. Térszerkezeti
jellemzdik és hidegre valo érzéketlenségiik miatt valdszinli, hogy nem klasszikus transzmembran-
poérusképzd fehérjeként hatnak, hanem valamiféle sejtfelszini gomba membréanképlet felismerése
utjan, kozvetett tton vezetnek a membrdn permeabilizdléddsdhoz (Abad et al. 1996). A PRS
fehérjecsaldd a gombasejtfalra is hathat, legaldbbis el6bb taglalt, bizonyitottan permeabilizdlé
tagjaik turgort vesztett, plazmolizélt sejteken nem tudtak sikert elérni, egyes, elébbiekkel csak
részben egyezd extracelluldris PRS fehérjékrdl pedig az is kideriilt, hogy intenziven kotddnek a
legtobb gomba sejtfaldban el6forduld, nem vizoldékony linedris 1,3-béta-D-gliikdnokhoz, ill.
azokkal szemben gliikandz-aktivitast is kifejtenek (Wessels és Sietsma 1981, Trudel er al. 1998,
Osmond et al. 1998, 2001 ill. Grenier ef al. 1999).

A mintdink proteomikai azonositdsa sordn taldlt &rpa homolégok egy részét (TLP7, TLPS) csirdzo
arpabdl, Drechslera teres patogén gomba fert6zésével asszocidltan publikaltdk, tovabba az emlitett,
rokon buza TLP izoforma antifungilis aktivitdsit a hdpenész, Microdochium nivale fertdzés
kapcsén irtdk le 8szi buzdban (Kuwabara ef al. 2002). Elobbiekkel valé homolégia alapjan, tovdbba
a levélrozsda-hausztérium 1,3-béta-gliikan tartalmua 6sszetételének ismeretében varhatd, hogy a Lr9
fert6zott mintdk apoplasztjabdl izoldlt taumatinszeri bizafehérjéink az adott kdlcsonhatasban is

érdemi antifungélis tagjai a PRS fehérjecsalddnak.

PR4 fehérjék

A fertdzo6tt Lr9 vonal apoplasztjdban azonositott legaldbb négy, funkciondlisan a PR3 kitindzokkal

rokon, de doménszerkezetiik alapjan a kitin-analégokat gyengén koté Barwin szupercsalddba sorolt,
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fehérje koziil a wheatwin-1 és -2 proteinek (médsnéven PR 4a, 4b) antifungdlis hatdsat Botrytis
cinerea (sziirkepenész) valamint Fusarium culmorum ill. F. graminearum buzéra specifikus 1 és 2
csoportjaval szemben Caruso és mtsai mar bizonyitottdk (1996). Levélrozsda kapcsdn indukdlédo

expresszidjukra azonban eziddig nem taldltunk irodalmi adatot.

Extracellularis lipdzok

Az extracellularis novényi lipdzok gomba elleni védekezésben gyakorolt szerepérdl még nem sokat
tudunk. Az altalunk Lr9/Tc biizavonalban feltételezett lipdz szekvencidval rokon, szintén GDSL-
szerl, de Arabidopsis sejttenyészetének feliiliszjabdl izoldlt (GLIP1-7) és a vizsgélatok alapjan
etilénfliggd szekretdlt lipdz-csoportrél Oh és mtsai (2005) kimutattdk, hogy mind kozvetve, mind
pedig mar a gombaspodra csirdzdsat is gitolva hatékonyan segitik a novényt a nektrotréf tipusi, de
hiperszenzitiv reakciot is kivaltd Alternaria brassicicola fertdzésével szemben. A stressz-indukalt
lipdzok gyenge adatbdzis-képviselete miatt kiilondsen orvendetes, hogy épp virulens és avirulens
rozsdagombatOrzsekre mutatott stresszvdlasz kapcsdn izoldltak nemrégiben egy megvaltozott
expresszioji GDSL-szerl lipazfehérjét Phaseolus levélbdl (Lee et al. 2009). A szisztematikus,
tobbszdz fehérjét felvonultatd Osszehasonlité proteomikai analizisben nevezett fehérje
kifejez8dését, tobb mds proteinhez hasonldan a bazilis €s az R gén kozvetitette rezisztencia szoros
kapcsolatdnak egyik megnyilvdnuldsaként értelmezik, lehetséges szerepiiket pedig az oxidativan
stresszelt membrianbol esetlegesen kihasitott, zsirsav-alapi szigndlok képzésével hozzdk
Osszefiiggésbe. Tovébbi j6 hir, hogy egy egészen frissen publikalt, épp levélrozsda-fert6zott Lr9/Tc-
buzavonalra specifikus SSH cDNS-konyvtar kozel szdz patogenezis-indukalt és eddig szekvendlt
klénja kozott egy lipdz szintén szerepel (Lasota et al. 2009).

S, noha lipdzok mikrobidlis szervezetekbdl valé szekrécidja kozismert és pl. egyes patogén gombdk
tdmaddsdban stratégiai szerepet is tulajdonitanak nekik, kevéssé ismert tény, hogy 1983-ban egy
extracelluldris lipdzokkal szemben hatékony, mikrobidlis eredetii lipdz inhibitort is kimutattak a

kérokozd Rhizopus microsporus micéliumabdl (Davranov et al. 1983).

RuBisCO

A levélrozsda-fertdzés kapcsdn megndvekedett intenzitdsi fehérjefoltjaink némelyike egyértelmiien
RuBisCO enzimhez volt kothetd, melynek stresszhez kapcsol6dé anyagcsere-valtozdsar6l mar
ismertek adatok, azonban az, hogy ez Osszefiigghet-e a fehérje (fragmentumainak) apoplasztban

valé megjelenésével, egyeldre nem tisztizott.
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Ha, 1évén sz6 biotr6f patogénekrdl, eltekintiink a gyengiild membranintegritds lehet0ségétol, és
pusztdn a parazitdld patogének révén megjelend ,,z0ld szigetekre” koncentrdlunk (Kirdly, 2008),
elképzelhetd, hogy a levélrozsda-fert6zés kapcsdn is az eldbbi képletekben érvényesiild citokinin
tulsuly tehetd feleldssé a RuBisCO fehérje (szennyezddésként az ICF-ben is kovethetd),
Devos és mtsai (2006) bizonyitottdk. Egy madsik hormoncsoport, a gibberellinek RuBisCO
mennyiségére gyakorolt pozitiv hatdsit tdltermeld transzgénikus citrusfélékben transzkripcids
szinten (Huerta et al. 2008), szdjaban pedig fehérje szinten (Yuan és Xu 2001) igazoltdk. A
sporuldlo képletek kapcsan iddvel sériil6 membranintegritds vagy megnovekvo érzékenység pedig a

késdbbiekben csak kiegészitheti az ICF-ndvekményt.

M1.2 A kadmiummal kezelt arpaban azonositott apoplasztfehérjék

A kadmium-stresszelt drpa (H. vulgare cv. ’Mandolina’) apoplasztjanak proteomikai analizise a 10-
40 kDa régidban altaldban koncentracidndvekedést mutatott ki, csak némely esetben mutatkozott
csokkenésre utald festddés. Mivel a pillanatfelvétel jellegi gél-alapu proteomikai profilezés csak a
fehérjék mennyiségének véltozasat detektdlja, nem hivatott és elsé kozelitésben nem is képes annak
eldontésére, hogy az MS-azonositott fehérjék intenzitdsdban megfigyelt kiillonbségek mibdl
eredeztethetOk. A valtozdsok egyardnt adédhatnak az expresszid transzkripcids vagy transzlicids
szinti szabdlyzdsiabdl vagy a fehérje turn-over viltozdsdbol, de éppigy a sejtes
transzportfolyamatok ill. a szekrécid befolydsoldsabdl. Utobbihoz az extracellularis fehérjék
kijutdsat is befolydsolni képes sejtfalszerkezet mdédosuldsai is hozzdjarulhatnak. A poszttranszlicids
moédositasok hatdsat szintén nem zéarhatjuk ki. Emiatt, a valtozdsok pontos hatterének és jellegének
azonositdsira, valamint a funkcié feltérképezésére a jovOben célszerii tovabbi fehérje szintii
vizsgdlatokat (pl. szeroldgiai / aktivitds assayek) és transzkripcids analiziseket (promoter-analizis,

RT-qPCR) is bevonni.

A kadmium-stressz kapcsdn novekvd intenzitdst mutatd, proteomikailag azonositott fehérjék
lehetséges szerepét szekvencidlis rokonsdguk és vélhetd funkciondlis hasonlésdguk szerinti
targyaljuk. Mivel azonositott fehérjéink tobbsége, de legaldbbis homoldgjaik a pathogenesis-related

(PR) csalddok valamelyikébe sorolhatd, a PR csalddok szdmozdasa adja a sorrendiséget.
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PRI fehérjék

A PR1 fehérjék abiotikus stresszekkel Osszefiiggésben vallalt szerepe kapcsdn tuddsunk, ha lehet,
még gyérebb, mint a biotikus stresszorok kapcsdn. Az altalunk is azonositott, két kozel rokon,
bazikus, intercelluldaris PR1 fehérjét (PRBI1-3 és HV-la) eredetileg szintén Aarpaban,
lisztharmatfert6zéssel (Erysiphe graminis) asszocidltan irtdk le, kiillonb6z6 hiperszenzitiv reakciot
mutatd, ellendlld és fogékony fajtdkban ill. kizel izogén vonalakban (Bryngelsson et al. 1994,
Mouradov et al. 1994).

Bar a két, konkrét PR1 fehérje kadmium-stresszben gyakorolt szerepérdl, sot, egydltalan
részvételiikrél sincsenek kordbbi informdcidink, Sarowar és mtsai (2005) egy paprika eredetd,
szintén bézikus PR1 gén (CABPRI) dohdnyban vald, erdteljes traszgénikus kifejeztetésével
probaltak a csoport feltételezhetéen Osszetett funkcidja nyomdba eredni. Azt tapasztaltdk, hogy a
transzgénikus dohdnyndvény nemcsak Oomycota (Phytophthora nicotianae) és bakteridlis
tdmadésokkal szemben (Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae pv. Tabaci) mutatkozott
ellendllébbnak, de nehézfém-stresszre (Cd és Hg) is tolerancidt mutatott csirandvénykori és kifejlett
allapotdban egyardnt, amennyiben példaul levélfeliileti visszamaradottsig és gydkérfejlodési
anomdlidk (oldalgyokér- és gyokérszOrképzodés terén) a kezelt nem transzgénikus ndvényekkel
szemben esetiikben nem jelentkeztek. Az expresszids hangoldsok finomsagit és Gsszetettségét jol
jellemzi, hogy a beépitett PR1 forma expresszids ndovekedésével parhuzamosan, RT-PCR-rel egy
savas kitindz gén (PR-Q) és egy, az oxidativ stressz gyengitését és elektrofil konjugatumokat
méregtelenitd glutation-S-transzferdz expresszidjdban szintén novekedést tapasztaltak, viszont egy
masik PR1 (PR-1a), valamint a taumatin gén (PRS5) kifejez6désében, tovabbd az aszkorbat-
peroxiddzok expresszidjaban kifejezett gyengiilés volt tapasztalhat6. A CABPRI tiltermeltetése
kapcséan kialakulo, dltaldnos peroxiddz aktivitdsban is megfigyelhetd csokkenés kiilonosen abbol a
szempontbol érdekes, hogy az emlitett enzimek az oxidativ stressz lekiizdésében, s a reaktiv
szabadgyokok semlegesitésében jelentds szerepet vdllalnak. Mindez arra utalhat, hogy nemcsak pl.
a nehézfémstressz, hanem a nevezett PR1 fehérje dohdnysejtekben vald, heterolog kifejeztetése ill.
tultermelése is felborithatja a redox-rendszert, amely viszont, a hidrogén-peroxid felgyiilése révén
szintén maga utdn vonhatja a biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni védettséget — tolerancia

kialakuldsa formdjéban.

PR?2 fehérjék

A kadmium jelenléte kapcsdn dltalunk azonositott endo-1,3-gliilkandzok NCBI adatlapjain nem
taldlhatéak olyan informécidk, amelyek arra utalndnak, hogy a leirt proteinek stresszelt ndovényi
izolatumokbdl szdrmaztak. A glucan endo-1,3-beta-glucosidase GII fehérje prekurzort tSbb
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egészséges, csirazo fiatal rpafajtaban is leirtdk mar (Ballance és Svendsen 1988, Hgj et al. 1989), s
gombandvekedést gitld aktivitdsdt késdbb in vitro assayben igazoltdk (Leah et al. 1991).
Transzkriptuma normdl élettani koriilmények kozt a mag érése sordn csak kis mértékben
akkumuldlédik, majd a csirdzast kovetden fejezodik ki nagyobb mennyiségben az aleuronban €és a
csirandvény differencidlédd szoveteiben (Leah et al. 1991), ahol a raktirozott szénhidratok
mobilizdldsdban és a preformélt védekezésben is segédkezhet.

Bér azonositott béta-1,3-glitkoziddzunk funkciéja a nehézfém-stressz kapcsan egyelére nem ismert,
elképzelhetd, hogy a kadmium-stressz folyamdn mdésodlagosan fellép6 dehidraticié (Perfus-
Barbeoch et al. 2002) lekiizdésében, pl. gliiko-hormon konjugitumok hasitdsdval, fOként a
glikozilalt abszcizinsav-formdk felszabaditdsaban és aktivitdsdnak szabalyzdsdban vagy mds médon
is segédkeznek az apoplasztban (Leubner-Metzger és Meins 1999). Ez a béta-gliikoziddzok tobb
abiotikus stresszben is feltételezett szerepét tovabb erdsitené. Az erre utald kozvetett bizonyitékok
az alabbiak:

Az djabban biotikus fertdzésekkel is kapcsolatba hozott, de alapvetéen dehidraticids €s ozmotikus
stresszben (pl. sO, szdrazsag, fagy) kulcsszerepet jatsz6 abszcizinsav aktiv pooljdnak szabalyzésa és
szervek kozti, hosszitavi transzportja tobbek kozt glilkohormon-konjugdtumok formdjdban megy
végbe (Minic 2008, Jiang és Hartung 2008). Az inaktiv konjugitumok vizsgilata sordn Dietz és
mtsai (2000) drpdban azt taldltdk, hogy a gyokérkéregbdl szdrmazd, szerkezetileg még csak
hidnyosan ismert ABA-gliikozidok koziil s6kezelés hatdsdra kiillondsen a gliikdz-észterek (ABA-
GE) dusulnak fel a xilemnedvben (Sauter et al. 2002, Hartung és Jeschke 1999). Mennyiségiik és
szabad ABA hormonhoz képesti ardnyuk azonban a sejtkdzotti dllomdnyba jutva drasztikusan
lecsokken, mégpedig épp bizonyos szekretdlt gliikkandzok hétszeres mennyiségi novekedésével
egyidejiileg. Dietz munkacsoportja egy ABA-gliikozidokra specifikus enzimfrakciot is
megkiilonboztetett a sékezelés kapcsdn szekretdlt gliikandzok kiilonb6z6 hormon-glikozidokkal
végzett kompetitiv aktivitdismérése sordn. Lee ¢és mtsai (2006) egy citoplazmatikus,
nagymolekulatomegli  gliikkoziddz (AtBGl) kozvetlen szerepét bizonyitottdk az ABA
mikroszomakbol valé felszabaduldsdban, s AtBGIl-deficiens Arabidopsis-ban egyebek kozott
kiemelt abiotikus stressz-érzékenységet, mig az enzim ektopids kifejeztetése utdn széleskori
abiotikus stressz-tolerancidt figyeltek meg. A citoplazmdbdl izolalt AtBG1 enzim szekrécidja in
vivo ugyanakkor egyelére nem bizonyitott, igy emiatt is feltételezhetd, hogy egyéb, kis
molekulatomegli gliikkoziddzok szintén szerepet jatszanak az extracelluldris ABA frakcid
aktivalasaban (Jiang és Hartung 2008). Ugyan az ABA-gliikozidok hasitdsaért egyeldre elsdésorban
a gliiko-hidroldzok I. csalddjat teszik feleléssé (Minic 2008), mindaddig azonban, amig az ABA-

gliikozidokat alkot6 konkrét cukorpartnerek, a meghatdrozé kotéstipusok ill. diverzitdsvaltozasaik
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hétterében 4ll6 okok feltdrdsdban nem lesz érdemi eldrelépés, izolalt enzim-szubsztrat komplexek
hidnydban a bizonyitottan indukdlédé egyéb gliikandzok (s igy az azonositott 17. gliikko-hidroldz

csalddba sorolt endo-1,3-glitkkandzok) szerepét sem zarhatjuk ki az eldbbi folyamatokban.

Rdadasul az apoplaszt- ill. xilemnedv dehidraticiéval jar6é stresszfolyamatokban is jellemzd
elligosodésa (Wilkinson és Davies 1997, Wilkinson 1999, Sauter et al. 2002) nemcsak az ABA
xilembe vandorlasat segiti eld anioncsapdaként (Slovik et al. 1995), hanem a stabil, hosszd tavi
szigndlként viselked6 ABA-GE (Hartung és Jeschke 1999) hasitdsdban érintett glitkkoziddzok
apoplasztikus hdnyada szdmadra is elonyos miikodési koriilményeket biztosit, azok kozel semleges
pH optimuma miatt (Hartung ef al. 2002). Igy az ABA szervezeten beliili felszabaduldsa,
szétterjedése €s célszervekhez (pl. sztdmdkhoz) juttatidsa stresszhelyzetben kiilondsen sikeressé

valik (Sauter et al. 2001, Davies et al. 2002).

Eltérd érzékenységi buzafajtdkon végzett szdritdsi kisérletek ugyanakkor esélyessé teszik egyes
szekretdlt biza 1,3-1,4-p- és 1,3-p-glikandzok mas jellegli, de egyelére ismeretlen modu
szerepvdllaldsat is a dehidratdltsdg lekiizdésében. Konno és mtsai (2008) ezen enzimek
szarazsagérzékeny fajtdban mutatkoz6 drasztikus indukcidéja mellett, a szaritds kapcsdn egyes
sejtfal-poliszacharid 0sszetevok ardnydnak jellemzd valtozdsat is tapasztaltik, amely a tolerdns és

az érzékeny genotipusban eltérd jelleglinek mutatkozott.

PR3 fehérjék

A kadmium-stressz kapcsan éltalunk azonositott két rokon, savas és bazikus kitindz eredetileg
szintén Erysiphe graminis fert6zéssel asszocidltan jelent meg az NCBI adatbazisban, épp a PR1
fehérjék kapcsdn mar emlitett ddn munkacsoport, Bryngelsson és mds munkatdrsai jévoltabol.
Kadmium-mérgezéssel kozvetlen osszefiiggésben allo, specifikus feladatkoriikrél azonban egyeldre
nincsen tudomdsunk. Kitindzok aktivitdsdnak érdemi ndvekedését kadmium-stresszelt arpdban
elébb Metwally és mtsai (2003), majd finomabb felbontdsban Békésiovda és mtsai (2008) is
dokumentéltdk. Utobbi munkacsoport, nehézfémekkel kezelt két- és egyszikliekben (bab, szdjabab
és borsd, tovdabbd drpa és kukorica) végzett Kkitindz-assay-eik részeként, négy, -eltérd
mérettartomédnyba es6 (35, 31, 27 és 21 kDa) izoforma-csoportot is elkiilonitettek drpa gyokerében,
amelybdl (a 31 kDa-s tipus kivételével) az 6sszes forma indukalédott a tesztelt nehézfémekre (Pb,
As és Cd). A kivonatban két savas/semleges forma ndvekvd szerepét aktivitds szinten is sikeriilt
igazolniuk. Mindez, sajat eredményiink tdmogatdsa szempontjabol anndl is értékesebb, mivel az
arpa NCBI fehérje adatbdzisdban 2009-ben fellelhetd kozel 40 kitindz linkbdl minddssze négy

hordozott 26 kDa-s méretii szekvencidt. A publikicié fontossdgat jelzi tovabbd, hogy tobb fajban is
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elsoként dokumentdltdk egyes kitindz izoformdk egy-egy fémionra mds nehézfémekénél
jellemzdbb, specifikus felgyiilemlését. Hasonléan, de HgCl, kezelés, UV sugarzds és egy
virusfert6zés (A1MYV) hatdsdnak Osszevetésével Margis-Pinhero és mtsai (1993) mar kimutattak
nehézfémre (Hg2+) specifikusabban vagy legaldbbis mds iddkinetikdval indukdlédd kitindz
izoformdt bab ndvényben.

A kitindzok szekvencidlis azonositdsa ugyanakkor nehézfémstresszek esetében sem elhanyagolhatd.
Az igényt j6l mutatja, hogy mig a legtobb eddig vizsgalt novényfajban (igy kukoricdban, borséban,
napraforgéban, drpdban vagy babban) fehérje és transzkripcids szinten egyardnt a nehézfémek ill.
metalloidok (pl. Mn®*, Hg**, Cd*") kitindz akkumuldciét indukalé ill. expressziéjukat noveld hatdsat
detektéljak (Nasser et al. 1988, Jung et al. 1995, Metwally et al. 2005 illetve Didierjean et al. 1996,
Wu et al. 1994, Rivera-Becerril et al. 2005a,b), mas esetben (pl. kdposztdban) viszont beszamoltak
mar az Ag" és Cd** kitindzaktivitast gitlé hatdsardl is (Chang er al. 1992).

A kitindzok lehetséges szerepe mindazondltal a mai napig nem tisztdzott a nehézfémstressz elleni
védekezésben, annak ellenére, hogy par éve egy gomba eredetii kitindzokat expresszald, heterolog
dohdnyban tobb biotikus és abiotikus stresszel (koztiikk kadmiummal és rézzel) szemben is fokozott

ellendlloképességet bizonyitottak (Dana et al. 2006).

PR4 fehérjék

A kitin-koto, ill. kitindz aktivitdsdi, a PR3 csoporttal szekvencidlisan nem rokonithaté Barwin
fehérje ill. pathogenesis-related 4 protein kapcsdn sem ismert nehézfém-stresszel kozvetlen
Osszefiiggést mutatd funkcid. Elobbi fehérjét eredetileg sebzéshez, mig utdbbit Erysiphe graminis
fertdzéshet kothetden irtdk le, gyenge kitinkotd ill. potencidlis lektin aktivitassal (Gregersen et al.
1997, Svensson et al. 1992). A csaldd egyes képviseldinek nehézfém-érzékenységét ugyanakkor
megerdsiti, hogy egy szintén PR4-tipusd, ~20 kDa-s fehérjét, a CBP20 proteint Cd- ill. Zn-
kezeléssel is sikeriilt mar fiatal dohdnylevélben indukdlni a szalicilsavra vagy sebzésre adott

valaszhoz mérhet6 intenzitdssal (Hensel ez al. 1999).

PRS fehérjék

A névaddé nyugat-afrikai cserjében, a Thaumatococcus daniellii-ben leirt, intenziven édes
taumatinokkal (Van der Wel és Loeve 1972) szekvencidlisan homoldg, de szerkezetileg
meglehetdsen diverz csoportot alkotd, idékdzben éllatokban is azonositott taumatinszerti fehérjék
(TLP-k) a PRS fehérjecsalad képviseldiként kozismertek (5. tabldzat). Részt vehetnek az abiotikus
stresszvalaszban is, pl. dohdnyban, fokozatos sb6zds hatdsdra ill. abszcizinsavra ozmotin

felgyiilemlését tapasztaltdk (Singh et al. 1989), de konkrét hatidsmechanizmusukrdl, amely
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vélhetden igen szertedgazd, mdig nem sokat tudunk. Szekvencidlis alapon az emésztést gitld, alfa-
amildz inhibitorok egy dgit (Franco et al. 2002), valamint a normdl anyagcserében €s szdmos
stresszfolyamatban is kdzremiikodd glutation-S-transzferdz szupercsaldd szdmos tagjét is gyakran a
taumatinszert fehérjék k6zé soroljak (Rebmann et al. 1991a, Mauch és Dudler 1993, Marrs 1996).

Arrél, hogy az altalunk is azonositott, szekretalt taumatinszert fehérjék (Barperm1, TLP7, TLPS ill.
antifungal protein R), melyeket eredetileg csirdzd arpabodl, Drechslera teres patogén gomba
fertézésével asszocidltan ill. Trichoderma viridae és Candida albicans gombéak ndvekedését gatlo,
antifungdlis szerepkorben irtak le (Reiss és Horstmann 2001, Hejgaard er al. 1991), miként
vehetnek részt az drpa kadmium-kezelésére adott stresszvédlaszdban, csupdn a szekvencidkra
alapozva elobbiek miatt nehéz nyilatkozni. Egyrészt elképzelhetd, hogy ténylegesen abiotikus
stresszre specializdlodott, s a nehézfémek konjugdldsiaban akdr kozvetleniil hatékony, TLP
izoformék indukciojét tapasztaljuk, melyek funkciondlisan is kiilonbozhetnek a biotikus vélaszban,
ill. a normdl anyagcsere-folyamatokban kozremiikodok forméktdl. Ennek lehetdségét Mauch és
Dudler (1993), egyes biiza GST-izoformék eltérd kereszthibridizécids foka, szeroldgiai jellemzdi,
indukdlhatésdga és szubsztrat-specificitdsa szintjén mar tobb mint 15 éve felvetették. Sappl és mtsai
(2004), széleskorti fehérje-expresszids vizsgdlatokat végezve eltérd szalicilsav-indukdlhatdsagot
mutattak ki a GST-szupercsaldd ndvényspecifikus és szekvencidlis alapon elkiiloniild (phi és tau)
osztalyai kozott. A specifikus indukalhatésdg mélyebb fokat jol jellemzi, hogy az Arabidopsis-ban
eddig ismert, tobb mint félszdz GST-bdl, Sarry és mtsai (2006) sejtkultirdban, valamint Roth és
mtsai (2006) gyokér proteomdjaban kadmium hatdsara épp azt a két ill. harom, amigy phi osztilyba
tartoz6 GST-t azonositottdk transzkripcids illetve proteomikai dton, amelyeket pér évvel kordbban

Cu®* kezelés kapcsdn is leirtak a csiranovény szintjén (Smith er al. 2004).

A kiillonb6z0 sejtes térrészekben lokalizdlt, a citosz6l mellett peroxiszomébdl, sejtmagbdl,
apoplasztbdl is izoldlt GST-k (Flury et al. 1996, Edwards és Dixon 2005, Dixon et al. 2009)
szertedgazo, s szekvencidbdl egyeldre nehezen becsiilhetd szubsztrat-specificitisa mogott tobbféle
mechanizmus allhat. Marrs és Walbot (1997), kukoricdban egy kifejezetten kadmiumstresszre
érzékeny, 5’ alternativ transzkripcids starthelyet azonositott az Un. Bronze2 GST génnél, amely
normdl koriilmények kozt az antocidn-bioszintézis utolsé 1épcséfokat katalizdlja és
konjugdtumainak vakudlumba juttatdsat késziti el6. A normadl transzkriptumndl ~200 bp-ral
hosszabb, extrém hatékonysaggal atir6do és jelentds mennyiségben felgyiild, de egyéb kezelésekre
nem érzékeny mRNS alapjin egy nehézfém-stresszre specifikus, egyeldre ismeretlen funkcidju, s az

eredeti GST-aktivitdst (az antocidn-konjugdldst) nem mutaté fehérjevaltozat jelenlétét

valdszintsitik. Emellett alternativ RNS-érési folyamatoknak, illetve kiilondsen a foszforilltsdg
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szintjén mutatkozd, poszttranszlaciés mdédosuldsoknak és az alegységek kombindloddsanak is lehet

szerepe egy adott GST funkci6janak meghatirozasdban (Sappl et al. 2004, Moons 2005).

A nehézfém-specifikus, intercelluldris TLP-k funkcidjanak tisztizdsa egyelére nehézkesen halad.
Tehénborsé mangan-mérgezésre adott szekrécids valasza sordn Fecht-Christoffers és mtsai (2003)
egyebek mellett egy olyan, taumatinszerii fehérjékkel homoldg, apoplasztikus fehérjét
azonositottak, amely (gvajakol-)peroxiddz aktivitdst mutatott. Ez az informdcié azonban
nyilvdnvaléan nem elegend6 a konkrét funkciondlis jellemzéshez. Az Oryza genomjinak
ismeretében, illetve a géntechnoldgia, valamint a szélesebb értelemben vett proteomikai
technolégidk fejlddésével azonban mara adott volna a lehetéség, hogy a rizs Cu®*- illetve Cd**-
stressze kapcsdn kordbban azonositott taumatinszerii fehérjék ill. glutation-transzferazok (Rakwal et
al. 1999, Hajduch et al. 2001) lokalizéci6jat egyértelmiien bizonyitsuk és esetleges partnereiket is
feltérképezziik, akar tag-elt fuzids proteinek vagy nativ in vitro / in vivo interakcids rendszerek
alkalmazasaval. Feltétleniil mérlegelendd, hogy apoplasztikus TLP indukcidénk hétterében nemcsak
egy kadmium-indukdlt, a nehézfémekre specifikus reakcié allhat, hanem a Cd-dltal kivéltott
sz€élesebb és dltaldnosabb jellegli oxidativ stresszvdlasz is. Ekkor a szekretdlt TLP fehérjék pl.

antioxiddnsként vagy mds médon is hasznosulhatnak.

PRI7 (ill. BSP) fehérjék

A korabban bazikus jellegli szekrécids proteineknek (BSP) tituldlt fehérjéket, WAS 1-12 néven
eredetileg abszcizinsav indukcidval 6sszefiiggésben, buiza sejtszuszpenziobol izoldltdk Kuwabara és
mtsai (1999). A novényi védekezésben szerepld, de meglehetdsen szertedgazé eredetli fehérjék kozt
voltak taumatinszerliek (pl. WAS3), de olyan szekvencidk is (pl. WAS2), amelyek egy,
benzothiadiazol (BTH) indukdlta SAR-ral 6sszefliggésben indukdlods fehérjével (pl. WCI-5)
mutattak kozelebbi rokonsédgot. Ezt az utébbi csoportot a késObbiekben PR17 csaldd néven illették,
amely iddvel tobb rokon fehérjével boviilt. Ide tartozik elsdként pl. a dohdny NtPRp267 (Okushima
et al. 2000), a buza WCI-5 (Gorlach et al. 1996), és az arpa HvPR-17a,b ill. ¢ (Christensen et al.
2002). Utébbiakat szintén Erysiphe graminis f.sp. hordei (lisztharmat) fertézés kapcsdn, és a
gombainvazié daltal érintett epidermiszben valamint a mezofillum apoplasztjiba szekretdltan
izolaltdk. A PR17 fehérjék antimikrobidlis hatdsdnak hatterében egyesek proteindz aktivitdst
feltételeznek, mert a csaldd egy jelentds, konzervativ kore egy eukaridta exopeptiddz (az
aminopeptiddz N), valamint egy bakteridlis endopeptidaz (a termolizin) aktiv helyével és peptidkotd
drkdval mutat szembetind hasonlésagot (Christensen et al. 2002). Nehézfém-stresszben betoltott

szerepiikrol, vagy legaldbbis megjelenésiikrdl egyeldre nincsenek adataink.
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RuBisCO

Az 4rpa kadmium-stressze esetében a vizsgdlt, csokkent intenzitdsi apoplaszt-fehérjefoltokat
RuBisCO-val térsitotta az MS-analizisiink. A RuBisCO alegységeinek negativ szabdlyzdsa tobb
szinten is megvaldsul olyan stresszek esetében, amelyek jazmondt (JA) kozvetitette jelatviteli
utvonalakat is érintenek: az eddigi eredmények alapjdn megvdltozott transzkripcidés reguldcid
(putativ G-box motivum ill. egy alternativ, hosszabb, hibds mRNS-varidns révén), ko- és
poszttranszlaciés véltozasok , valamint csokkent aktivicid és intenzivebb lebontds is fenndllhat
(Reinbothe et al. 1994). Abszcizinsav és szdrazsdgstressz is a jazmonsav okozta valaszhoz hasonlé
represszidt okozott (Reinbothe et al. 1992, Vu et al. 1999). Tobb jel utal arra ugyanakkor, hogy az
oregedés és az oxidativ stressz kapcsdn kordbban leirt RuBisCO degradacié (Makino et al. 1984,
Desimone et al. 1996, Ishida ef al. 1997, 1999) szamos abiotikus stresszben, pl. erds fény, hideg,
szdrazsag, eldrasztds kapcsdn is megfigyelhetd (Nakano et al. 2006, Ali és Komatsu 2006, Ahsan et
al. 2007a) s6t, végeredményben kdrosité hatdsaik jorésze is épp az oxidativ kdrosoddsra, ill. ezzel
Osszefiiggésben a programozott sejthaldlra vezethetd vissza (Coffeen és Wolpert 2004, Ahsan et al.
2007a,b).

Egy nektrotr6f gomba (Cochliobolus victoriae) toxinja, a victorin hatdsidra Navarre és Wolpert
(1999) olyan programozott sejthaldl-tipust irt le a fert6zésre érzékeny zab ndvényben, amely a
RuBisCO specifikus proteolizisét indukdlja. Zabban Casano és mtsai (1994) fény- és oxidativ
stressz kapcsdn mér kordbban publikdltdk egy RuBisCO-ra specifikus protedzt indukcidjit a
kloroplasztiszban. A Coffeen és Wolpert (2004) 4altal detektdlt, victorin-kezelés vagy ho hatdsara is
nagy gyorsasidggal az apoplasztba kivélasztott kaszpaz-szeri szerin-protedzok (szaszpazok)
esetében azonban egy merében mds hatdsmechanizmusrdl van sz6: a szaszpazok nem kozvetleniil
felelések a RuBisCO kés6bbi proteoliziséért, inkdbb processzald szerepet toltenek be a tobb
1épcsos, szdmos protedz részvételével zajlo jelatvitel kezdeti fazisdban. Curtis és Wolpert (2004) azt
is bizonyitottdk, hogy a gazdandvény sejtmembréinjanak szerkezeti érintetlensége még ebben a
nekrotr6f viszonyban is fenndll a RuBisCO proteolizisekor, majd a kondenzdlédott, magi DNS
létraszert fragmentécidjakor, egészen a sejt 0sszeesésének megkezdddéséig, igy a szaszpazok ICF-
ben valé korai megjelenése még kordntsem a sejtlizisnek, inkdbb irdnyitott transzportnak
koszonhetd.

Mivel pedig jelenleg egyre tobb bizonyiték gytlik arra nézve, hogy a kadmiumstressz maga is
képes egy oxidativ jellegli, de kaszpdz-szerti proteinek részvételével zajlo, programozott sejthalalt
indukdlni (Iakimova et al. 2005, 2006), igy elképzelhetd, hogy a nehézfém jelenlétével asszocidlt
apoptotikus folyamatban szintén az elébb taglaltakhoz hasonlé mddon ill. iitemezéssel zajlik a

RuBisCO fragmenticidja és a membrénintegritds valtozasa.
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Osszefoglaléan tehat megallapithatjuk, hogy a szakirodalomban leirt eredmények eddig nem téartak
fel olyan mechanizmusokat, amelyek a RuBisCO intercelluldrisokba valé kijutdsiat in vivo
bizonyitottan lehetdvé tennék. Ezért feltételezziik, hogy e fehérje az intercellularis folyadékban
tovédbbra is izoldldsi mitermékként jelenik meg. Az ICF-ben detektdlhaté mennyiségi véltozdsok
hitterében igy valdsziniileg (elsOrendiien és kozvetleniil) a sejtfal- és a membranszerkezetek
megvéltozdsa és kovetkezésképp eltérd sériillékenysége dallhat. Az extracelluldris térbe jutd
fragmentumok ugyanakkor forrdsuk, azaz az adott stressztipus kapcsdn potencidlisan szintén

véltoz6 sejten beliili RuBisCO-pool aktudlis dllapotdnak lenyomataként is szolgdlhatnak.

M1.3 Egészséges biiza csirandvényben azonositott apoplasztfehérjék

A novényi sejtfal poliszacharidok bontdsdt végzo, endogén hidrolitikus enzimek

Alfa-L-arabino(furanozid)daz és béta-D-xilano(piranozid)az aktivitdsi proteinek kiilonféle
izoforméit Holden és Rohringer mar 1985-ben azonositottdk bizaban, egészséges, Little Club fajta
apoplasztjanak 2D-térképezése sordn, in gel (ill. on blot) aktivitds assay révén, s poziciondlis
egyezések miatt mar akkor felmeriilt, hogy kettds aktivitdsi képviseldik is létezhetnek - az MS-
analizisre akkoriban azonban még nem volt lehetdség.

Az altalunk [B] foltbdl izoldlt biizafehérje (30. dbra) adatbazisban nem szerepld volta miatt &rpaban,
homolégként azonositott bifunkciondlis ARA-I transzkriptumarél Lee és mtsai (2003) késobb
kimutattdk, hogy leginkébb fiatal levélben és gydkérben, tovabba fejlddd szemtermésben domindl.
Egy szintén kettds funkcidju, retek éretlen magjabol izoldlt ARA-I homoldgrdl pedig azt is sikeriilt
bizonyitani (Kotake et al. 2006), hogy az arabinogalaktdn-proteinek (AGP) szénhidrat-tartalménak

atalakitdsdban segédkezik.

A novényi sejtfal poliszacharidok bontdsat végzd endogén hidrolitikus enzimek kutatdsa mikrobidlis
homolégjaikhoz képest meglehetds késéssel indult meg (Matheson €és Saini 1977). A normadl sejt
novekedésében, dltaldnossdgban a sejtfal tjramodellezésében és megnytildsdban segédkeznek,
legtobb esetben szinergista kolcsonhatdsban, de akdr annak drasztikus lebontdsdban is képesek
kdzremiikddni a magesirdzds folyaman (Hirano et al. 1994, Saha 2000, Dornez et al. 2009).

Az (arabino)xildnok atalakitasat végzd enzimeknek kiilondsen a fiifélékre jellemzd, pektinszegény

és csekély xiloglukdn tartalmu dn. II. tipusd elsOdleges sejtfalszerkezet dtalakitdsdban van nagy

jelentdségiik, hiszen esetiikben pektinek €s a kevert kotésii (1—3),(1—4)-B-D-glukdanok (MLG)
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mellett

ez képezi a hemicelluléz tdilnyomdé hédnyadat (Carpita 1996, Fincher 2009).

Hatdsmechanizmusukat a 36.A dbran szemléltetjiik.

A.

ARABINOXILAN (AX)

T Arabinogalaktan-

proteinek (AGP)
Endo-1,4-p- xilanaz

Fﬂ W—l— !
t | :

a

ferulat-észteraz lIWI )
membran-

AX rividebb polimere sejtfal receptor

.
Ferulasav :T T T < birid : ; citoplazma
arabimnoz . , .
1 jeldtuitel
xiloz Ji¥ B.

36. abra: Az egészséges buiza (cv. Chinese Spring) csiranovény apoplasztjaban azonositott novényi

sejtfal modositd enzimtipusok hatasmechanizmusa (az azonositott enzimek keretben
kiemelve).

A) A fiifélékre jellemzo, an. IL tipusi elsodleges sejtfal hemicelluléz frakciéjanak f6 komponensét
alkot6 (gliikurono)arabinoxilinok — (G)AX - szerkezete és a degradaciojukban kozremiikodo
hidrolitikus enzimek timadaspontjai. Az AX gerincét B-(1,4)-kotésii xilé6zok homopolimer lancolata
adja, amelyek oldallancként a C(O)-2 és/vagy C(O)-3 poziciéban arabinézzal egésziilhetnek ki, az
arabinézokat pedig C(O)-5 szénatomjukon a ferulasav észteresitheti, amely oxidativ dimerizdl6dds révén
egyéb AX lancokkal vagy éppen ligninnel is keresztkotést alakithat ki. (Tovadbba — az dbran nem jelolt
moédon — a xildn vdz C(0)-2-atomjain o-D-gliikkuronsav vagy 4-O-metilésztere is lehet szubsztituens —
innen a GAX elnevezés, valamint szintén gyakori a xilozil OH-maradékok acetildléddsa). Az endo-B-(1,4)-
D-xilanazok (EC 3.2.1.8) a xildn gerinc belsejében bontanak, mig a B-D-xiloziddzok (EC 3.2.1.37) a kisebb
xilo-oligoszacharidok nem redukdlé végérdl (a kotések C(0)-4 vége feldl) hasitanak le xil6z monomereket.
Az a-L-arabinofuranozidazok (EC 3.2.1.55) az arabinéz szubsztituenseket tavoljak el a xilan vazrél, a
ferulat-észterdzok (EC 3.1.1.73) pedig utébbirdl szabaditanak fel ferulasavat. (Az dbrdn nem jelolt
glitkuronsavat a-glikkuroniddzok (EC 3.2.1), az OAc-csoportokat pedig acetil(-xildn)-észterdzok (EC
3.1.1.6) képesek lehasitani a xilan-vazrdl).

(Forrds: http://www.challenge.com.cn/english/uploadfile/200710/2006124111740722.jpg, tovdbba
Srinivasan és Rele 1999 ill. Dornez et al. 2009 nyomén, médositva).

B). pB-D-galaktozidazok (EC 3.2.1.23) lehetséges szerepe a novényi jelatvitelben. A galaktozidazok,
tobbek kozt exo- és/vagy endogén arabinofuranoziddzok szinergista kozremiikodésével részlegesen hasitjak
a novényi sejtfalban esszencidlis szerepll arabinogalaktdn proteinek (AGP) cukorkomponenseit, termékeik
pedig endogén elicitorként milkodve az intracelluldris jeldtvitelt serkenthetik a novény szdmos normdl ill.
korélettani folyamatdban.

(Forrds: Showalter 2001 nyoman, médositva)

A [CI1] folt (30. dbra) MS-azonositdasa egyértelmiien béta-galaktozidaz jelenlétére utalt, de

bizdban nem taldltunk homol6got. A novényi szovetek béta-galaktozidazai sejtes eléforduldsuk

szerint sokfélék lehetnek: aktivitdsukat kloroplasztiszban (Bhalla és Dalling 1984), protein-

testekben (Corchete és Guerra 1987), vakudélumban (Nakamura et al. 1984) is kimutattdk, de

szekretalt formadik is ismertek. A sejtfalbdl pl. Pierrot és Van Wielink (1977) ill. Corchete és Guerra

(1987), az intercelluléris folyadékbol Holden és Rohringer el6bb emlitett munkdjukban tovabbi,
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sejtfal hasité gliikoziddzokkal egyiitt mutatta ki tobb, nem gliikoprotein izofomdjukat (1985),
Sekimata és mtsai pedig csirandvényben in sifu is bizonyitotta gyakori extracellularis
lokalizacidjukat (1989). A levdlé gyokérsiiveg-sejtekhez kothetd, rhizoszférdba szekretalt formaik
irdnti érdeklddés kezd ismét megerdsddni (Wen et al. 2007, 2008).

A hasitott kotéstipus szerint (pl. béta-2, -4, -3, -6) eltérd specificitdssal rendelkezhetnek, mely eltérd
hatdsmechanizmusuk és lokalizaci6juk révén betdltott funkcidikat is befolydsolja. Lehetséges
szerepiik igen sokféle lehet. Egy, kiilonbdz6 Arabidopsis szovettipusokban végzett szisztematikus,
o-fukoziddz, o-xiloziddz, [-galaktoziddz és [-glilkoziddz génexpresszids vizsgédlat alapjin
feltételezik, hogy a sejtfali xiloglukdn oligoszacharid-tipusok szovetek kozti, ill. fejlédési
allapotnak megfeleld eltérd megoszlasaért jelentds mértékben épp a négyféle gliiko-hidrolaz tipus
eltéro expresszidja lehet a felelds (Iglesias et al. 2005).

A béta-galaktoziddzok preformdlt védekezésben felmeriilt szerepét tobb analizis is tdmogatja.
Sekimata munkacsoportjdban (1989), retek csirdz6 magjdbol egy olyan, a - leginkdbb savas vagy
semleges - novényi galaktoziddzok korében ritka, bazikus béta-galaktozidazt izolaltak, amely az
apoplaszt kozegében idedlis, pH 4-es optimumot mutat és az dltalunk izoldlt biiza galaktoziddzzal
méret €s toltés alapjin kifejezetten rokonithaté (MW: 45 kDa denaturdlt koriilmények kozt, vs. 60
kDa gélsziiréssel; pl: 8.6-8.8). Az enzim exohidroldz tipusi, és szigori szubsztrit-specificitidsa
révén (kizérdlag B-1,3- és B-1,6-D-galaktozil maradékok) a sejtfal arabinogalaktin-proteinek (AGP)
vazéra specifikdlt lehet. Az enzim €s szubsztratjdnak kolokalizdcidjat ugyan bizonyitottdk, in vivo
aktivitismérések azonban még nem d&llnak rendelkezésre. Miikodésében azonban érdekességnek
tekinthetd, hogy az izolalt, magi és levél eredeti AGP-k normdl koriilmények kozt mindaddig
ellendlléak voltak hatdsdval szemben, mignem gomba eredetli alfa-L-arabinofuranoziddzok
kozremiikddése révén hozzaférhetdvé nem valtak nem-redukalé végiik feldl, ahol kordbban a 3-D-
galaktozil-csoportok az oldallincokon alfa-L-arabinofuranozil oldalldncokkal voltak elfedve. Az
ennek koszonhetd, részleges AGP degradalodas {6 terméke, a D-galaktéz mellett pl. uronsavat, L-
arabindzt és egyéb, kisebb oligoszacharidokat is detektaltak, amelyek mint endogén elicitorok a
védekezés beinditdsaban alapvetd szerepet jatszhatnak (36.B dbra; Hirano et al. 1994, Etzler 1998,
Showalter 2001, Hawes et al. 2007). Béta-galaktoziddzok hasonlé, de az AGP-k szénhidrat
komponenseit sajdt arabinofuranoziddzokkal kozremiikodésben hidrolizdlé aktivitdsa pl. spendtban

mar kozel masfél évtizede ismert (Hirano ef al. 1994).
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Antimikrobidlis és herbivorok elleni, preformdlt védelem lehetséges szerepldi

Az azonositott fehérjék masodik kore az elsérendiien a patogén mikroorganizmusok ill. egyéb, pl.
ragé kartevok elleni kozvetlen aktivitdsd, vélhetden a preformdlt védekezésben szerepld fehérjéket
foglalja magdba. Ezek kozt leggyakrabban inhibitorok illetve a novényi védekezést stimuldld, dn.

exogén elicitor-képzo fehérjék és PR-proteinek homoldgjai szerepelnek:

Az [Ex] foltbdl (30. dbra) elsé kozelitésben homoldgia alapjdn azonositott, Ary és mtsai éltal egy
rokon vadgabonafélében, a Job konnyében (Coix lacrima-jobi) leirt (1989), kettds funkciéju alfa-
amilaz/endokitinaz részlegesen megszekvendlt fehérje tobb szempontbdl is kiilonleges. Egyrészt, a
rovar eredetll nydl alfa-amildzok gatldsaval a rdgé kartevOk emésztését nehezitheti, amely hosszabb
tdvon a herbivor elkeriild magatartdsdhoz is vezethet. Mdasrészt, endokitindz aktivitdsa (kitinaz L.
osztaly) révén egyes gombapatogének Kkitin tartalmd hifdinak és sporafalainak megbontdsdval, a
kérokozd kozvetlen gitldsan kiviil novényi érzékelésiiket segitd, exogén elicitorokat képes
létrehozni. A szekvencia-hidnyossdgok miatt azonban még kérdéses, hogy buzafehérjénk valéban e
proteinnek feleltethet6-e meg a legjobban, vagy egy egyszeribb felépitésii, csupdn endokitiniz
aktivitasu fehérjét izolaltunk — az izoforma preformélt védelemben mindenesetre igy is egyértelmi

szerepet tolthet be.

Az azonositott biza endo-1,3-béta-D-gliikkanaz(ok) (30.abra/[P2] folt) stressz elleni védekezésben
és szdmos normdl élettani folyamatban betdlthetd szerepeire az Irodalmi attekintés fejezet 2.3.1.1
pontjdban mdar részletesen kitértiink. A fiatal, fejlodé vegetativ szervekben a preformalt
védekezésen tdl, normdl élettani funkcidik kozt pl. a sejtosztodds és sejtfal morfogenezis
szabdlyozédsa és — az apoplaszt szempontjabdl kevéssé relevansan — a floem-differencidlodds és -
aramlds befolyasoldsa (kalléz-dugdk kialakitdsa és lebontdsa) is szdmon tartott. Mivel pedig a
vizsgélt apoplasztfehérjéink fiatal csirandvénybdl szdrmaztak, az azonositott béta-1,3-giikandz(ok)
az 4rpa csirdzdsdban miar megismert médon még az endospermiumbdl szirmazd szénhidratok

elhizédé mobilizaldsdban is szerepet jatszhat(nak) (Fincher és Stone 1993).

A kimutatott (1,3;1,4)-béta-gliikkanaz buzafehérje (30. abra/[F5] folt) transzkriptumat eredetileg
egészséges csirdzé 'Millewa’ buzafajta géntérképezése sordn azonositottdk (Lai ef al. 1993), de a
fogékony ’Thatcher’ buzafajta apoplasztjdban is épp e proteinnek vagy kozeli homoldgjdnak
indukciéjat bizonyithattuk a levélrozsdafertdzéssel Osszefiiggésben (12.B dbra/’1x’). A kornyezeti
véltozéasokra szerkezetileg meglehetdsen érzékeny endoglitkandz csoport tagjai a novekvo sejtek
elsddleges sejtfaldban cellul6zzal és egyéb nem cellul6z oligoszacharidokkal szorosan asszocidlt,

rendezett szervezddésii (1—3;1—4)-gliikdnok 1,4-kotéseinek bontdsdra, tovabbd a xiloglukdnok
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specifikus hasitdsdra is képesek (Stewart et al. 2001, Minic és Jouanin 2006). gy nemcsak a fiiféle
egyszikliek sejtfal degradédci6jdban és vegetativ szoveteik megnydldsdban, hanem kétszikii
csirandvények novekvd sejtfaldban is kiillondsen nagy mennyiségben vannak jelen (Hgj és Fincher
1995, Cosgrove 1999). S bar a csirdzdsban és a ndvekedésszabdlyozdsban jatszott szerepiik
vitathatatlan (Meikle et al. 1994), egyes képviseldik kozremiikodését mar pl. gombafertdzés és

fagystressz elleni védelemben is kimutattdk (Nishizawa et al. 2003, Yaish et al. 2006).

Az MS-azonositds sordn nyert és az adatbézis-adatokbdl nyilvdanvalé volt, hogy buzindl az MS-
azonositds ill. fehérje-szintli annotici®é nem lesz problémamentes. Az aldbbiakban két végletet

szeretnék bemutatni:

Ismeretlen szerepkorii proteinek

A ,minimalista oldal” - Az [F1] foltb6él (30. &bra) izolalt, egyeldre ismeretlen biza
apoplasztfehérjénk arpahomolégjanak (,,hipotetikus protein”) funkci6jarél nem sokat tudhatunk
azon kiviill, hogy szekvencidja alapjan az un. BSP szupercsaldd tagja (ndvényi, ABA-indukalt,
bazikus szekretalt proteinek), €s komoly homoldgidt mutat a legtijabban felfedezett PR17 csaldd
tobb, szintén arpa PR17c prekurzordnak szekvencidjival. Erdekesség, hogy 4rpdban ugyanezen
hipotetikus protein indukciojdt is sikeriilt, s éppen egy PR17c prekurzorral egyiitt kimutatnunk
kadmium-stresszel asszocidltan (vo. 5.2.1 fejezet - 28. abra/[02] sdv, 29. dbra/[Xc] folt). A PR17
csaldd szerepkorérdl azonban szintén igen gyér ismeretekkel rendelkeziink, bar tagjainak egy erdsen
konzervalt hdnyada hasonlésidgot mutat egy eukariota exopeptiddz (aminopeptiddz N) ill egy

bakteridlis endopeptiddz (termolizin) aktiv helyével és peptidkotd arkdval.

Igazoltan t0bbszoros szerepkorii proteinek

Az azonositott fehérjék madsik végletét egy olyan fehérjénk képviseli, amihez taldn a
kelleténél is tobb funkciét kothetiink, s épp a bdség zavara okozott jelentds nehézséget:
A [G1, G2 és G4] foltbdl is azonositott ADP-gliikkéz pirofoszfataz/foszfodiészteraz aktivitasa
buzafehérjérdl, ill. 3 aminosavban eltéré arpa homoldgjardl szakirodalmi adatok alapjan a cukor-
nukleotidok ardnyét szabalyzé kulcsenzimként beszélhetiink (Rodriguez-Lopez et al. 2001). Egyéb
funkci6i mellett, kozvetve az apoplasztban lokalizélt form4jdban sejtfal fenoloid—glikozidok, s igy
preformélt védekezésben résztvevd fitoanticipinek (Vermerris és Nicholson 2006) eldéllitdsdban is

kozremiikodhet (37. dbra).
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37.abra: Szekretalt ADP-gliikoz pirofoszforilaz (8) lehetséges el6készité szerepe
antimikrobialis ill. rovarolé hatasi fenol-glikozidok (12), mint anticipinek
eléallitasaban, a glikozilalasukban kozremiikodé cukornukleotidok szabalyzasa
révén (Forrds: Boddi 1998)
A fehérje szekvencidlis alapon ugyanakkor az 6si, diverz szerepkorii cupin-szupercsalddba tartozik,
amelynek béta-reddikb6l hordé formédba rendezd8dd tagjait jelenleg 18 funkciondlis osztdlyba
soroljak. Harom legfontosabb klasztere egyikét az egy cupin-doménes, tobb alegységbdl 4llo,
extracellularis germinszerii fehérjék (GLP) alkotjak (Khuri er al. 2001, Dunwell et al. 2001,
2004).
A GLP-k torzsfejlodéstanilag és egyben funkciondlis alapon 3 ill. 5 tovabbi dgra bonthaték (Carter
és Thornburg 1999). A névadé germin csoportot elsdként csirdzé buzdban, hdre, peroxidra és
proteolizisre rezisztens, magi raktidrozé apoplasztfehérjeként izolaltdk, oxalat-oxiddz (OxO) és
szuperoxid-diszmutdz (SOD) aktivitdssal. Emiatt kordbban, a germin jellegeket csak részben mutatd
GLP-ket is els6sorban SOD-ként funkciondld, igy oxidativ stressztdl 6vé glikoproteinekként
tartottdk szdmon (Khuri et al. 2001). Méra azonban ismertté valt, hogy tobbszords enzimaktivitdsuk
mellett sejtfali mobilitdsukat véltoztatd struktdrfehérjeként, st receptorként is szerepelhetnek egyes
képviseldik (Bernier és Berna 2001). A GLP csaldd jelent6ségét mutatja, hogy képviseldi az 6sszes
szervben jelen vannak, €s szdmos normdl differencidlédési folyamat mellett (virdgzéds indukcid,
gyiimdlcsérés, embriogenezis, magfejlodés, vizszallité elemek differencidcidja, sejtfal szintézis),
biotikus és abiotikus stresszek sordn és a bazilis rezisztencia kialakitdsdban is lehet szerepiik (Berna
és Bernier 1999, Bernier és Berna 2001, Dunwell et al. 2000, Thordahl-Christensen et al. 1997,
tovabbd Schweitzer et al. 1999, Hurkman és Tanaka 1991, 1996, Vallielian-Bindschedler et al.
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1998, Christensen er al. 2004). Igy e ,,mindenes” funkcigjii fehérjék egyes tagjaira a patogenezissel
Ossszefiiggésben PR 15 (germin) és/vagy az oxaldt-oxiddz aktivitdssal nem rendelkez6 PR 16

csalad (GLP) tagjaiként is hivatkoznak (vo. 5. tablazat).

Hogy az MS-azonositott, dominédns buzafehérjénk melyik csoporttal tart kozelebbi rokonsédgot, arra
a szekvencia-homoldgia vizsgalatabdl, tovabbd mas fajok 2D-PAGE apoplaszt fehérjemintdzatanak
jellegzetességei alapjan kovetkeztettiink:

ADP-gliikéz pirofoszforildz fehérjénk az éarpaban szintén konstitutivan kifejez6d6 germin-like
protein 1-gyel (CAA75907 — Vallelian et al. 1998) és a germin-like protein 2a-val (ABG46233 —
Zimmermann et al. 2006) volt leginkdbb rokonithatd, amelyek koziil utébbi az egyéb vizsgilt
germin-like dgakat képviseld fehérjéktdl eltérdéen csak a megnydld, 0-10 napos elsd levélre
specifikusan expresszdlédik (Rodriguez-Lopez et al. 2001), cirkadidn kontroll alatt all, és
hideghatdst kivéve a legtobb kornyezeti stresszre (patogén tdmadds, 6zon és H,O, kezelés)

csokkenést mutat.

Vizsgdlataink sordn végiil két konzervativ régié (B és C box), valamint egy interakcids szerepii
(KGD/RGD/KGR) motivum KGD-forméjanak egyértelmii azonositdsaval sikeriil igazolnunk, hogy
az adatbazis alapjan d&ltalunk kordbban ADP-gliik6z pirofoszfatizként kimutatott fehérje a
germinszeri proteineknek (GLP) is képviseldje. Tovabbd, a monomerek toltés és tomegjellege
alapjan valdszinii, hogy megegyezik a Segarra és mtsai dltal (2003) leirt, 66-69 kDa aktiv formaju,
N-gliikoprotein jellegii GLP-vel, amely SOD aktivitdsa mellett szerin-protedz inhibitor funkcidval
is bir, s expresszija  gombafertdzéssel  (Septoria  tritici) is  befolyasolhatd.
A KGD-forméban szintén kimutatott, s a GLP-k tobb mint felében (leginkdbb KGD vagy RGD,
ritkdbban KGE tripeptid alakban) jellemzd motivum egyes éllati, extracelluldris sejtadhézids
proteinekben is dltaldnos, bér ott a motivum RGD-véltozata a jellemz6 (Bernier és Berna 2001). A
sejtfallal / extracelluldris kozeggel alkotott sejtvdz interakciok RGD-fiiggd tipusdnak jelenléte
ugyanakkor ndvényekben is bizonyitott. Ugy tiinik, az RGD-motivum novényi — mikrobidlis
interakcidkban is alapvetd jelentdségli, mind szimbiotikus (Swart et al. 1994), mind patogén sejt-
sejtkapcsolatok szabdlyozdsdban (Senchou et al. 2004)., habar az ezért felelds fehérjék kozvetlen

azonositdsa még varat magéra (Labouré ef al. 1999, Barthou et al. 1999).

El6bbiek miatt az apoplasztban azonositott fehérjénk relevancidja még inkdbb megerdsithetd.
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KOSZONETNYILVANITAS

Eziton szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, dr. Lukics Noéminek, aki mas novényi
kutatdsi teriiletr6l érkezd friss diplomds létemre bizalmat szavazott a Tanszéken molekuldris
bioldégiai munkdm megkezdéséhez, és aki hasznos tandcsaival és lényegldtdsival mindvégig
segitette, szakmailag irdnyitotta munkdmat. Koszonom tovdbbd, hogy amellett, hogy torekedett
személyiségem a kutatdsban kevésbé célravezetd megnyilvadnuldsi formdinak nyesegetésére,
mindvégig tdmogatta a gondolkoddsi szabadsdg meg6rzését ¢és doktoranduszai kutatoi

onéllosaganak kifejlodését.

Koszonettel tartozom a Novényélettan és Novényi Biokémia Tanszék minden fiatal vagy idOsebb,
hajdani és jelenlegi munkatirsdnak onzetlen szakmai segitségiikért, gondolatcseréinkért és az idék
sordn kialakul6 baradtsdgukért, amelynek révén egy nyilt és tiszta 1égkorii, szinvonalas kutatécsoport

tagjava valhattam.

Ko6szonom a téman szakdolgozé hallgatéim, Kabai Monika, Rab Eniké és Szikriszt Bernadett
lelkesedését, lelkiismeretes és kitart6 munkdjat valamint Duan Huei-Jun és Rosa Caiazzo

vendégkutatonak a kzos munka lehetségét.

Kiilon koszonet illeti kizdrélag kooperidcidban kivitelezhetdé munkdnk egyiittmiikédd partnereit,

akik nélkiil eredményeink toredéke sziilethetett volna csak meg:

Koszondm Manninger Sdndornénak az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetének Korélettani
Osztalydn, hogy a buza levélrozsda-fertdzésekhez sziikséges helyszint, ndovényallomédnyt és a
fertézésekhez elengedhetetlen szakmai tuddsédt kitartéan biztositotta hosszan elhiz6dé biotikus
rezisztencia-vizsgélataink sordn. Az Lrl magvak nélkiillozhetetlen utdnpétlasaért az USDA ARS
Cereal Disease Laboratory munkatarsdnak, James A. Kolmernek tartozom héldval. A tanszéki arpa
nehézfémstressz-kutatdsokba valé bekapcsolédds lehetdségét egykori kollégdmnak, Jocsdk
Ildikénak koszonom, aki jelenleg a martonvasari MgKI Novénytermesztési Osztdlydnak
munkatdrsa. A referencia-apoplaszt-térképezéshez sziikséges buzafajta, a cv. ’Chinese Spring’

maganyagdnak biztositasaért Kovics Gézit, a MgKI Gabona Génbankja munkatdrsat illeti

kOszOnet.
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Haldmat szeretném Kkifejezni az MTA SzBK Proteomikai Kutatécsoportja valamennyi
munkatarsinak, kiilon kiemelve Hunyadi-Gulyas Evat és Sz4jli Emiliat, akik mindvégig toretlen
precizitdssal és megbizhatésdggal végezték apoplaszt fehérjemintdim proteomikai azonositdsat, és

akikhez kérdéseimmel a tomegspektrometria mélységei kapcsén is barmikor fordulhattam.

Koszonet illeti Cserhati Matyast és Gyorgyey Janost, az MTA SZBK Novényélettani
intézetnek munkatdrsait, akik szaktudasukkal és bioinformatikai hatteriikkel a rizs homolégok

prométer-analizise révén kapcsoldodtak be a gombafertdzéssel asszocidlt stresszkutatdsainkba.

Koszondm bardtaimnak, hogy a némelykor tobb hdénapot is kés6 visszahivdsaim utdn is dgy vették

fel a kapcsolat fonaldt, mintha csak a minap futottunk volna 6ssze.

Végiil koszondm paromnak, hogy meglitta bennem azt, amit egyelére magam is csak remélni

merek és elbizonytalanoddsaim sordn is mindvégig kitartott mellettem.

Munkdmat elsdésorban csalddomnak, sziileimnek és batydmnak ajanlom, akik szeretetiikkel
tirelmesen viselték személyiségem a doktoranduszi lét arnyasabb oldala kapcsan is testet 0ltd
gyengeségeit, toretlen lelkesedéssel hitték, hogy minden életszakasz értéket hordoz és nem

utolsésorban biztak benne, hogy ez is lezarul egyszer — nekik mindenkor haldval tartozom.
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